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FITOPLASMI E FITOPLASMOSI DI FRUTTIFERI

Luciano Giunchedi & Carlo Poggi Pollini
Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroambientdliniversita degli Studi di Bologna

| fitoplasmi sono microrganismi fitopatogeni unicédri privi di un nucleo
morfologicamente distinto (cellula procariota), induati per la prima volta nel 1967, che
differiscono dai batteri fondamentalmente per kse=m di parete cellulare, la dimension
submicroscopica (compresa all'incirca tra 100 e 880 e la presenza di un genoma molto p
piccolo (variabile da 530 a 1200 kpb, a secondditigllasma) con basso contenuto di copp
di guanina-citosina. Per queste caratteristicheleviata omologia di sequenza a livello de
gene 16S rRNA con altri procarioti privi di paretellulare i fitoplasmi sono compresi nelle
classeMollicutes

Si tratta di parassiti obbligati, non coltivabiii vitro, in grado di moltiplicarsi sia nelle
di piante ospiti sia negli insetti vettori. All'iatno delle piante i fitoplasmi sono localizzati ne
tubi cribrosi, ricchi di sostanze nutritive e coondizioni stabili e di elevata pressione
osmotica, fattori essenziali per la loro crescitesgpravvivenza considerato che devor
importare dall'ospite i metaboliti necessari e, lirg essendo delimitati da una sottils
membrana sono sensibili a variazioni di pressi@reatica del’ambiente in cui si trovano.

| sintomi indotti da fitoplasmi derivano dal dangegmento del tessuto floematico ¢
conseguente ristagno dei prodotti della fotosintesile foglie a cui si accompagnanc
accartocciamenti, arrossamenti e/o ingiallimentiiedéamine fogliari, ingrossamento delle
nervature principali con formazione di tessuto sifilcato perinervale, depauperamento dell
radici, ecc. Altri sintomi associati alla preserdigitoplasmi e riferibili a squilibri ormonali
sono: sviluppo prematuro di gemme ascellari comé&zmione di scopazzi, fioriture fuori
stagione, fenomeni degenerativi di fiori (es. vie®za, fillomania, sterilita), ecc.

La trasmissione dei fitoplasmi da pianta a pignia avvenire con la moltiplicazione
vegetativa di piante infette, per innesto di radiai piante contigue e per mezzo di inset
Omotteri floemomizi. Considerando le specie legndaetrasmissione tramite innesto, ir
genere, avviene con bassa frequenza, probabilnmartd’irregolare distruzione di questi
microrganismi dei tubi cribrosi dell'ospite, e, regdso delle pomacee, poco o nulla durante
periodo di riposo vegetativo invernale per la perdi funzionalita dei tubi cribrosi della parte
aerea.

La sistematica dei fitoplasmi, a causa della lomnoata coltivazioné vitro, si basa
unicamente sull’analisi di sequenze geniche, a@ziskguire i criteri convenzionali e
considerare anche i loro caratteri fenotipici éofagici determinati esaminando delle coltur
pure. Da tali limitazioni deriva il concetto @andidatusal quale si ricorre per la loro
classificazione e con cui si designa una categ@msaonomica non ancora completamen
definita.

| fitoplasmi in considerazione delle doproprieta fitopatogene, del lorbabitat
floematico e del fatto che l'analisi filogenetica Bvidenziato che derivano da un’unica line
evolutiva sono stati assegnati ad un genere aasgestienominat€andidatusPhytoplasma.
Nelllambito del genereCa. Phytoplasma, sulla base dell'omologia di sequetehl gene
dellrRNA16S e di altre regioni geniche sono stptbposti circa 20 gruppi filogenetici,
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designati 16Sr, e vari sottogruppi, parecchi deiliqggono considerati con@andidataespecie.
Considerando le piante da frutto, le nostre catiiwai sono interessate da tre fitoplasmo
quali: scopazzi del melo, moria del pero e giallumeropeo delle drupacee indott
rispettivamente d&andidatusPhytoplasma maliCa. Phytoplasma pyri €a. Phytoplasma
prunorum, appartenenti al gruppo “Apple prolifevati 0 16SrX e caratterizzati da un’elevat
omologia di sequenza (98,6-99,1%) a livello del egelf6S rRNA. Trattasi di malattie
conosciute da parecchio tempo e annoverate origmante fra le malattie cosiddette virus
simili indotte da fitoplasmi verosimilmente di oing europea o euro-asiatica. Di fatto, la lor
diffusione e limitata a Paesi dell’Europa centr@ntale e occidentale, tranne la moria del pe
introdotta in Nord America nel corso del XX sectitamite portinnesti di pero franco. Vi € po
da dire che i tre fitoplasmi sono gli unici ad a/erome insetti vettori diverse specie c
Cacopsylla
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EZIOLOGIA DI APPLE PROLIFERATION
ASPETTI MOLECOLARI

Wolfgang Jarauschi, Bernd Schneid@& Erich Seemiilleft

'RLP AgroScience, AlPlanta — Institute for Plant &ash, Breitenweg 71, 67435 Neustadt/W., Germania
?stituto Agrario di S.Michele all’Adige, Fondazioiie Mach, Centro Sperimentale. Via E.Mach,1, 38846
Michele all’Adige (TN)

3Julius-Kuhn-Institut (ex Biologische Bundesanstdlttitut fir Pflanzenschutz in Obst- und Weinbau,
Schwabenheimer Str. 101, 69221 Dossenheim, Germania

La malattia degli scopazzi del melo e stata deaqpier la prima volta nel 1950, ma sol
nel 1968 € stata scoperta I'associazione fra latti@le la presenza di organismi unicellula
privi di parete definiti MLO. Attualmente questiganismi fitopatogeni e non allevabili in
coltura, sono inclusi in uno specifico gruppo fibmgtico della classe deiollicutese vengono
denominati fitoplasmi. Il riconoscimento e le céearzzazione dei fitoplasmi ha avuto inizic
mediante I'applicazione di tecniche di microscoplattronica e studi di sintomatologia sl
piante ospiti sperimentali con@atharanthus roseus

Siccome I'approccio sierologico non e applicabikeité i fitoplasmi per la mancanza di
antisieri specifici, attualmente solo le tecnichebmlogia molecolare sono sufficientement
sensibili da rilevare e caratterizzare i fitoplasmi questo scopo viene utilizzato il gen
altamente conservato codificante per l'unita 168 RIMNA ribosomiale (rRNA). Sulla base
delle sequenze 16S rDNA di una vasta gamma dil&itopi puo essere stabilito un alber
filogenetico nel quale i fitoplasmi posso esseggrappati in cluster separati in funzione dell
loro affinita. Questo approccio ha rilevato cheitoglasmi infettanti il melo Nalus), le
drupaceeRrunug in Europa e il per&yrug sono strettamente correlati e formano un smgc
cluster: 16S rDNA gruppo X.

Ulteriori analisi su geni non ribosomiali meno cenati confermano che i tre fitoplasm

possono ciononostante essere chiaramente disBrcome hanno piante-ospiti diverse e sor
trasmessi da insetti vettori differenti essi somividuati come specie tassonomiche distinte
hanno ricevuto il nomeCandidatus (Ca) Phytoplasma mali (fitoplasma dell'apple
proliferation), Ca. Phytoplasma prunorum (fitoplasma del giallume deltapacee) andCa.
Phytoplasma pyri (fitoplasma della moria del pero).
Le analisi dei geni non-ribosomiali hanno mostrifterenze genetiche fra i diversi isolati d
Ca. Phytoplasma mali. Queste differenze genetiche passssere usate per I'analisi dell
diffusione dei fitoplasmi in diverse regioni. lisg¢ma piu applicato distingue tre sottogruppi
Ca.P. mali: sottogruppi AT-1, AT-2 e AP.

| dati ottenuti in diverse regioni melicole europemstrano che il rapporto fra la
presenza dei tre sottogruppi varia in funzioneadedlgione considerata. Mentre il sottogrupg
AP e predominante in Francia e in Germania, € qaasente nelle regioni dell’ltalia
settentrionale. In ogni caso non € stato possihééere in relazione i sottogruppi con divers
proprieta biologiche. Per contro, in lunghi annpbve di campo é emersa l'esistenza di raz
di fitoplasma virulenti, cioé in grado di indurr@aigrave sintomatologia su melo infetto,
razze avirulenti le quali non inducono sintomi evit nelle piante di melo infette.

Recentemente € stato sequenziato I'intero genomaairazza diCa. P. mali. Una
conseguenza di questo lavoro e stato il ritrovamentina molto piu ampia variabilita genetic:
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fra i diversi isolati diCa. P. mali. Cio € iniziato con la scoperta di cromosaindiverse
dimensioni (640 — 680 kb) e si € concluso conviidiazione di diversi nuovi geni nei quali s
e riscontrata variabilita genetica. Fra questimiltc’e il gene codificante per una proteina ¢
membrana immunodominante la quale é ritenutaal diitinterazione fra il fitoplasma e il suc
ambiente. Comunque per il momento non sono andataisdividuati marcatori legati alla
virulenza o alla virulenza.

Per poter separare rapidamente le differenze gémefia i diversi isolati di fitoplasma e stat:
eseguita I'analisi SSCP (Single strand conformapotymorphism). Il metodo e attualmente
applicato per marcare i diversi isolati e seguaddro diffusione via vettori o altri mezzi.
L'elevata variabilita genetica scoperta fra i dsieisolati di Ca. P. mali ha anche delle
conseguenze per quanto riguarda la ricerca s@fazione fra fitoplasma e insetto vettore e
pianta resistente. E’ quindi necessario definirglinde razze diCa. P. mali e continuare la
ricerca solo con le razze ben definite. Per quiestazze utilizzate nel progetto SMAP son
state codificate come PM 1-19.
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COME RICONOSCERE LA MALATTIA IN CAMPO : NOVITA
SULLA SINTOMATOLOGIA

Flavia Forno, Andrea Branz, Paola Bragagna, |vaaitoBletti, Valeria
Gualandri, Federico Pedrazzoli, Pier Luigi Bianahdthrco Deromedi, Mauro
Filippi, Nicola Dallabetta, Anna Maria Cicciotti & Luisa Mattedi

Istituto Agrario di S.Michele all'Adige, Fondazioe Mach, Centro Sperimentale. Via E.Mach,1, 388460
Michele all’Adige (TN)
'Mezzacorona SCA

Gli scopazzi del melo (AP= apple proliferation) sarausati da piccolissimi organism
(fitoplasmi) denominatCandidatusPhytoplasma mali che vivono localizzati nel floededla
pianta interferendo con la crescita vegetativaeuilibrio ormonale della pianta stessa.

La loro presenza pu0 essere monitorata attraveee analisi di laboratorio (ELISA,
DAPI, Immunofluorescenza, PCR), che ovviamente gossssere eseguite solo a campiol
(= poche piante controllate), oppure attraversa@ti@nta osservazione di campo che evider
una correlazione fra sintomi e malattia. Da seni@itomo classico di campo € rappresenta
dalle “scope”, conosciute da almeno 50 anni anagi @gricoltori; spesso la presenza dell
scope € legata ad un’espressione delle piante paiéhnesti vigorosi, mentre su piante ii
equilibrio o giovani il sintomo piu frequente, maeno visibile, & costituito dalle “stipole
fortemente ingrandite”. Scope e stipole ingranditcenfermato attraverso le diagnosi d
laboratorio) sono i sintomi che da soli conferméam@resenza del fitoplasma nelle piante. L
scope sono visibili durante l'estate, I'autunndieverno; le stipole si possono osservare g
alla ripresa vegetativa (stipole primaverili), pamgono durante l'estate e [|'autunn
interessando sia la rosetta, sia le foglie colldango succhioni e brindilli (stipole estive). Gl
altri sintomi si possono osservare in tutte le istag sia in inverno, sia in primavera, sia ir
tarda estate-autunno.

Nel corso di questi anni si & tentato di descriversintomi che con sicurezza
individuano la positivita delle piante sia adultsia giovani, mettendo in relazione
I'osservazione di campo con le diagnosi di labatat@&ono stati cosi descritti:

i sintomi invernali; arrossamento delle gemme e kgno giovane; gemme ad

“uncino”; germogli con internodi corti e a zig-zagerdita della dominanza apicale

rami appiattiti;

I sintomi primaverili; ripresa anticipata con asamento dei mazzetti delle piant

sintomatiche (a parita di varieta, di eta e nelesso appezzamento dai 3 ai 5 giorni

precocita); rosette collocate non a diretto coatatin il rametto, ma inserite su ur
germoglio erbaceo; mazzetti con presenza di stifmstemente sviluppate, piccioli dei
fiori molto allungati, talora con stipole anche pidciolo stesso;

I sintomi di tarda estate-autunno usati normalmémteoppia: arrossamento fogliare ¢

mele piccole, arrossamento fogliare e stipole indita, stipole e mele piccole, cloros

e scopette, ritorni a fiore tardivi e scopette. fhharticolare interesse autunnale spet

agli arrossamenti fogliari che, negli ultimi angi,osservano piuttosto frequentement

soprattutto nelle zone collinari. A questa temaéicstata dedicata un’analisi dettagliat
nella regione modello di Nanno (Valle di Non).
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Una particolare attenzione e stata riservata aosinsu piante giovani (1-2 anni) che
vengono facilmente riassunti nella presentazionenmente ai fattori che ne favoriscono I
manifestazione (piegature, stress all'impianto...).

L’esposizione prevede qualche suggerimento sultgioni epoche per effettuare i monitoragg
e qualche informazione, soprattutto applicabile gilante giovani, che sottolinea la necessi
di completare la mappatura dalla ripresa vegetditneaad inizio fioritura.
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| DENTIFICAZIONE E QUANTIFICAZIONE DEL FITOPLASMA
IN LABORATORIO

Christian Cainelfi, Valeria Gualandfj Claudia Bisognih Federico Pedrazz0|i
Anna M. Ciccottf & M. Stella Grandd

'Unita di Genetica Molecolare, Dipartimento Biologi@enetica Molecolare

“Unita di Entomologia e Fitopatologia, Dipartimeftmtezione delle Piante

Istituto Agrario di San Michele all’Adige, Fond. Blach, Centro Sperimentale. Via E. Mach,1, 38040 S
Michele all’Adige (TN)

L’applicazione di metodi sensibili e rapidi peritonoscimento e la quantificazione de
patogeno ha fornito il supporto a molte decisiodottate nel corso del progetto SMAF
Attraverso lintegrazione di diversi approcci diagtici (PCR, ELISA, IF, DAPI) é stato
possibile descrivere vari aspetti della malattiagenerare nuove informazioni. L’analis
molecolare ha inizialmente confermato I'associagiah AP (oraCandidatusPhytoplasma
mali) alla sintomatologia degli scopazzi osservaga frutteti trentini. La stessa procedura
stata poi decisiva per stabilire nelacopsylla pictal principale vettore della malattia a livellc
locale.

La presenza del fitoplasma € stata accertata inerase piante di melo oggetto d
monitoraggio in campo o sottoposte a prove di iofez in ambiente controllato; la diagnosi c
laboratorio ha permesso la valutazione della cudkid materiale vivaistico, la descrizione del
distribuzione stagionale del patogeno nella piantan’estesa indagine di potenziali spec
ospiti. | test molecolari sono stati insostituitpker I'analisi dei possibili insetti vettori, pea |
valutazione del rischio epidemiologico e dell'eftetlei trattamenti di difesa, come pure pt
I'allestimento delle numerose prove di trasmissione

Un quadro interessante € emerso dall'analisi geamelella popolazione del patogeno i

Trentino, ricostruito attraverso il riconoscimemt® ceppi di AP negli insetti e nei frutteti col
diverse storie di infezione. La struttura della plagione, osservata piu volte per stabilirne
dinamica, ha indicato un gradiente di presenzacdepo AT2 sovrapponibile a quello d
incidenza della malattia.
Infine, indicazioni sulla carica di fitoplasma peese in un determinato tessuto della pianta
dellinsetto e la conseguente possibilita di seguievoluzione quantitativa nel tempo son
state fornite dall’impiego piu recente della Reain& PCR. Una piu vasta applicazione
questa tecnologia, nelle sue molteplici versionsta offrendo nuovi elementi per I
comprensione della malattia e I'individuazione dsgibili soluzioni durevoli.
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L A DIMENSIONE DEL PROBLEMA IN TRENTINO:
DIFFUSIONE DELLA MALATTIANELL 'ULTIMO QUINQUENNIO

Maria B.Venturellt

Ystituto Agrario di S.Michele all’Adige, Fondaziofie Mach, Centro per I'Assistenza Tecnica, Ufficio
Frutticoltura. Via E.Mach,1 - 38010 San Michelé/adige (TN)

Pur essendo stati segnalati in Trentino da ormdti decenni, gli scopazzi del melc
hanno destato un primo interesse dal punto di vestaico, in relazione alle gravi alterazior
della qualita delle produzioni, nel 1986, ma sojmasire dalla meta degli anni ‘90 il fenomen
e stato in continuo crescendo. In un primo peritaldoro espansione, peraltro abbastan
rapida, si era limitata alle aree frutticole siwaalle quote piu elevate, interessanc
principalmente la Valle di Sole e l'alta Valle dioN, creando I'erroneo convincimento ch
potessero esistere delle barriere, altitudinali comtesto vegetazionale, che ne impedisserc
diffusione verso le zone frutticole del centro sdzvalle o delle altre aree del Trentino, ne
quali é invece avvenuta negli anni immediatameunteessivi, suscitando un reale allarme <
nel mondo tecnico-scientifico, sia nel mondo prtidat Di conseguenza, dal 2001 si
manifestata I'esigenza di un preciso monitoraggeoritoriale che coinvolgesse lintere
provincia e che consentisse di quantificare I'antiella malattia nei diversi anni ed in segui
alle misure di contenimento adottate. La rilevagiosu base campionaria ed articolata in o
macroaree, distingue le principali varieta e parasti. | risultati evidenziano che I
percentuale di piante malate € stata in progresgivoento nel corso dei primi tre-quattro anr
malgrado gia fossero iniziate le estirpazioni. P@D5 a questa parte sembra invece conferm
una progressiva diminuzione della presenza dellattreg correlata all’attuazione dell’'intensc
programma di estirpo dapprima su base volontariguecessivamente reso obbligatori
dall'entrata in vigore del D.M. 26 febbraio 2006elNcontempo sono state peraltro ancl
adottate strategie di difesa fitosanitaria orientatcontenimento delle popolazioni delle psil
riconosciute vettrici del fitoplasma, che, in Valdi Non, compaiono in due period
differenziati, mentre nelle altre aree del Trentiacsola specie vettrice presente nei frutteti
colloca alla ripresa vegetativa. || monitoraggionsente di effettuare valutazioni specifich
relative al grado di infezione riscontrato sullénpipali varieta (Golden, Renetta, Red) e p
quattro categorie di portinnesti, distinti in badka vigoria. Il suddetto monitoraggio consent
altresi di effettuare considerazioni anche sultgale unita frutticole e sul grado di infezion
riscontrabile nelle diverse classi di eta; e imolpossibile, con tale strumento, effettua
verifiche sull’avvenuta estirpazione delle piani gpntrassegnate negli anni precedenti.
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ARROSSAMENTO FOGLIARE AUTUNNALE : RELAZIONI CON LA
PRESENZA DEL FITOPLASMA E CON LE CONDIZIONI
MICROCLIMATICHE . POSSIBILI UTILIZZI NEL
MONITORAGGIO PROSSIMALE E REMOTO

Roberto Zorer & Pier Luigi Bianchedi

Istituto Agrario di S. Michele all'Adige, Fondazierk. Mach, Centro Sperimentale Dip. V.R.P. U. \ditigra.
Via E. Mach,1, 38010 San Michele all’Adige (TN)

II fenomeno dellingiallimento e dell’arrossamenfogliare € stato associato alle
presenza di fitoplasmi in diverse specie vegetalicui melo, pero, pesco, albicocco, olmc
mais, crisantemo, rovo, aster. Nel melo I'arrossamdogliare si evidenzia soprattutto ne
periodo autunnale, nelle vallate alpine ed é irtdiceome sintomo della presenza de
fitoplasma Apple Proliferation (AP), in quanto spesompare assieme agli altri sintomi tipic
della fitoplasmosi, perdita della dominanza apiceten formazione di “scopazzi”, stipole
ingrossate, peduncoli allungati, mele di dimensiaotte.

In Valle dell’Adige I'arrossamento € meno frequeatsi puo ipotizzare che i parametr

microclimatici (temperatura dell'aria e del suol@diazione solare) ed orografici (quota
esposizione) giochino un ruolo importante.
Nell’ambito delle attivita dei progetti SMAP si @rcato di far luce su alcuni aspetti legati
fenomeno dell’arrossamento ed in particolare laziehe tra infezione da AP e arrossament
lo studio dell’effetto dei principali parametri maxlimatici sull'insorgere dell’arrossamento
l'individuazione e la caratterizzazione della sogta responsabile della pigmentazione, |
sviluppo di tecniche di rilevamento a distanza endiici per il monitoraggio delle piante
arrossate e la costruzione di mappe.

Dalle indagini svolte si puo evincere che l'arraesato non € un sintomo specifico ir
guanto anche piante non infette possono presentarlo

Lo sviluppo del colore rosso e legato senza dubléocondizioni meteorologiche ed in

particolar modo a temperature medie giornaliereriafi ai 5 °C e prevalenza nelle parti pil
illuminate della piantaLa sostanza responsabile dell’arrossamento € uttianina e piu
precisamente la cianidina-3-glucoside, un anti@sgel frequente in melo.
Tenuti presenti questi limiti la possibilita tecaidi creare mappe dell’arrossamento comunq
esiste. L'esecuzione di riprese fotografiche aatesarebbe una tecnica poco costosa
facilmente programmabile ma presenta enormi probleel sovrapporre le immagini
prospettiche alle mappe catastali. L'uso di senaoterra o lo sviluppo del telerilevamentt
risultano le tecniche piu promettenti.
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ANALISI DELLA DIFFUSIONE DEGLI SCOPAZZI DEL MELO IN
REGIONI MODELLO : LE ESPERIENZE IN LOCALITA PIlovI DI
MEzzZOCORONA (VAL D'ADIGE) E NANNO (VALLE DI NON)

Flavia Forno, Andrea Branz, lvana Battocletti, Rieigi Bianchedi, Paola
Bragagna, Anna Maria Ciccotti, M. Chini, D. Berto)JiMarco Deromedi, Mauro
Filippi, Valeria Gualandri, Federico Pedrazzoli &ita Mattedi

Istituto Agrario di S.Michele all’Adige, Fondaziofie Mach, Centro Sperimentale. Via E.Mach,1, 38840
Michele all’Adige (TN)

In due realta frutticole trentine: 8,2 ha a PiovM&zzocorona nell’azienda dell’Istituto
Agrario di San Michele a/A e 10,86 ha a Nanno irle/di Non suddivisi in 69 parcelle e 37
proprietari, dal 2005 sono iniziate delle accuradservazioni per seguire I'evoluzione deg
scopazzi del melo in due ambienti diversi. La campita della malattia sott'intende
probabilmente che le cause della sua diffusioneo smolteplici e nelle due realtd si st
cercando di ricostruirne I'evoluzione e le possigiiegazioni.

Da 3 anni vengono eseguite delle costanti ossemarguardanti:

- lo sviluppo dei vettori conclamatiCacopsylla picta) lo sviluppo dei sospetti
(Cacopsylla melanoneuyae di quelli potenzial(afidi e cicaline) effettuando dei
controlli periodici per battitura e visuali su “patle campione” costituite da piante
vecchie, di eta intermedia e giovani. Scopo di laero, effettuato per dodici mesi
all'anno, e quello di ricostruire le eventuali dimahe delle diverse popolazioni. A
Piovi questa attivita e iniziata ancora nel 2008egalo cosi di una storia relativa a
un numero di anni ancora maggiore. Accanto a quesstervazioni di biologia sono
sempre state eseguite prove di trasmissione attecamentare il vero ruolo di
“vettore” delle diverse specie. Tutti gli insetticcolti sono stati sottoposti ad analis
di laboratorio (PCR). Sempre a Piovi, sono statettefate prove di contenimento
delle psille, a partire dal 2000, ed osservazimuardanti I'epoca di trasmissione ir
campo con piante spia;
la possibilita di individuare altre vie di diffusie degli scopazzi attraverso.
anastomosi radicali fra radici vecchie vitali e weicappartenenti a piante de
rinnovi; anastomosi radicali fra piante vicine,ch® di diffusione attraverso il
materiale d’impianto. Anche queste esperienze siate affiancate da prove in
condizioni controllate e da analisi di laboratorio;
lo studio delle giuste epoche di monitoraggio;

'osservazione e la conferma dei sintomi di AP sanfe giovani ed in diverse
epoche.

Le regioni modello sono state oggetto di ossernrazgarticolareggiate relative a:

conferma di diffusione attraverso anastomosi rddisa piante di 10 anni (Mondial

Gala/ M 9) utilizzando I'erbicida glyphosate; stoddelle relazioni fra sintomi di

glyphosate, analisi PCR e comparsa di sintomiitigicAP. | campioni positivi alla

PCR sono stati sottoposti alla determinazione dgepo per confrontarlo con quello
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della pianta sintomatica trattata con l'erbicida.

Studio della relazione fra eta delle piante e casgali anastomosi. (nella realta d

Piovi sembrano possibili gia al primo anno).

Studio dell'incidenza di infezioni latenti in impia di 8-10 anni (si € in presenza di ul

8-10% di piante positive alla PCR senza aver migiezxziato sintomi).

Analisi a campione della sanita del materiale prdnassere messo a dimora (in 3 ani

di controllo su un totale di 500 piante, 2 sondesteovate positive) .

Studio della relazione arrossamenti autunnali sgaeza di piante infette effettuando si

analisi di laboratorio, sia monitoraggi in campa perrelare la comparsa di sintomi ¢

gli eventuali periodi di incubazione.

Ruolo della vicinanza di parcelle infette. Purtrogiassenza o la notevole rarefazion

dei vettori conclamati, a partire dal 2003, nonpeamesso di valutarne il loro ruolo

effettivo ispirando ricerche, soprattutto a Pioatte ad individuare altre vie di

trasmissione. In questa realta, sembra quasi titassad un’evoluzione legata piu alle

varieta, al materiale d'impianto ed alle anastonrasiicali che non alla presenza d

vettori.

Fra i risultati piu interessanti dell’esperienzaraeno discussi i primi dati relativi alla
conferma della trasmissione del fitoplasma attsweanastomosi radicale, sia in condizior
controllate (29 % di piante infette in 4 anni), si&campo (tramite I'utilizzo di glyphosate.
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| NTERFERENZA DI ‘CANDIDATUS PHYTOPLASMA MALI '’
NELLO SVILUPPO DEL FRUTTO . APPLICAZIONE DEL
MODELLO ESPOLINEARE DI CRESCITA

Pier Luigi Bianchedi, Marco Deromedi, lvana Batadt| Valeria Gualandri,
Roberto Zorer, Ivan Piffer.

Istituto Agrario di S.Michele all'Adige, Fondazioe Mach, Centro Sperimentale. Via E.Mach,1, 388460
Michele all’Adige (TN)

Tra i sintomi legati all'infezione da Candidatus Phytoplasma mali’, quello
economicamente piu grave risulta essere la comgsiome in termine di pezzatura e qualita
intrinseca dei frutti alla raccolta. Le dimensidimali del frutto vengono determinate dalla
successione di due eventi distinti nel tempo; derainprimo, definito “citochinesi” viene
stabilito il potenziale di crescita mediante prateaB divisione cellulare; durante il secondo
le cellule del pericarpo, accumulando carboidrati,distendono e aumentano solo in
dimensioni. Comprendere in quale fase il fitoplagmtarferisca con lo sviluppo del frutto
appare importante anche al fine di verificare rguale esistenza di campi di intervento.

A questo scopo frutti provenienti da piante samdetie asintomatiche e infette
fortemente sintomatiche sono stati oggetto di conif.

Per valutare l'infezione fitoplasmatica, campiomgetali di radici e foglie delle relative
piante, sono stati analizzati mediante PCR metodgMBn durante lintera stagione
vegetativa. Le piante infette asintomatiche sorsultate positive solo a livello radicale,
mentre nelle piante infette sintomatiche il fitagptaa € stato rintracciato sia nella radice che
nelle foglie.

Il processo di crescita e le caratteristiche dettifdelle tre tesi sono stati analizzati

utilizzando il modello espolineare di crescita &nhlisi istologica dei tessuti del pericarpo.
L’'applicazione della funzione espolineare alle eudr crescita ha dimostrato come frutti di
piante asintomatiche infette e di piante sane rfferidcano né per la stima della durata del
periodo di citochinesi, né per il tasso massimolass di crescita nella seguente fase
“lineare” di distensione cellulare. Frutti proveniieda piante sintomatiche sono caratterizzati
invece da un periodo di divisione cellulare ridpttla un tasso di crescita limitato nel
processo di distensione.
L’analisi dei tessuti del pericarpo alla raccoltiholtre evidenziato come, per la mancanza
quasi un evento di divisione durante la citochineiutti di piante sintomatiche siano costituit
da un minor numero di cellule e come le stessdtinsupiu piccole nel confronto con le altre
due tesi. Le caratteristiche della polpa in frpttovenienti da piante sane e asintomatiche
sono invece dimostrate equivalenti tra loro.




S I\/I/ \P Convegno 18 Aprile 2008

Scopazzi del melo — Apple proliferatio
Istituto Agrario di San Michele all’Adige, Fondazione E. Mach

INSETTI VETTORI : GENERALITA E RUOLO
NELL 'EPIDEMIOLOGIA DELLA MALATTIA

Alberto Alma & Rosemarie Tedeschi

Di.Va.P.R.A. —-Entomologia e Zoologia applicate Atfibiente “C. Vidano”, Universita degli Studi di Tino. Via
L. da Vinci 44, 10095 Grugliasco (TO)

Gli insetti vettori di ‘CandidatusPhytoplasma mali”, agente causale degli Scopaazi
melo, hanno un ruolo fondamentale nella diffusionenatura della malattia. Tali insetti,
tipicamente fitomizi con apparato boccale pungenigchiante, trasmettono il fitoplasma co
modalita persistente e propagativa. Indagini su#itivita naturale e prove di trasmission
controllata in laboratorio hanno comprovato, nelsoodegli anni, il ruolo delle psille
Cacopsylla melanoneuraC. picta(= C. costali3 come maggiori responsabili della diffusions
di questa fitoplasmosi, non solo in Italia ma anchéutte le altre regioni melicole europee
dove questa malattia sta arrecando seri danni eggndAnche la cicalindieberiella florii e
stata accertata come vettore, ma questa non relul@mento assai preoccupante a causa d
bassa densita rilevata nei meleti. La sua presgnzatardiva nel frutteto, quando Ia
concentrazione del fitoplasma nelle piante € massila polifagia nonché la maggiore
infettivita la rendono comunque temibile.

Al contrario il ruolo, nonostante il reperimentol ditcoplasma in altri insetti fitomizi
infeudati al melo come per esempio gli afidysaphis plantagine@ Aphis pominon &€ mai
stato dimostrato da prove di trasmissione. Le dulgehanno etologia simile, compiono infatt
1 generazione/anno con estivazione e svernametito stadio di adulto prevalentemente s
conifere. La loro diffusione sul territorio pero ma uniforme: mentre nell’ltalia nord-
occidentale é stata segnalata esclusivamente $&mma diC. melanoneuranell’ltalia nord-
orientale, cosi come anche in Germania e in diveasisi del’Europa orientale essa conviv
con la congener€. picta Tale differenza di distribuzione, probabilmentduenzata dalla
presenza e abbondanza di determinate specie desmpiuttosto che di altre, evidenzia anch
un diverso ruolo delle due psille in termini di abldanza, infettivita ed efficienza di
trasmissione nei vari areali. A tal proposito nasogna dimenticare la presenza di diver:
isolati del fitoplasma che potrebbero avere untedihte affinita con le due specie di psille
allo stesso tempo non € da escludere la possililigsistenza di diverse “razze” delle psill
stesse.

Mentre C. picta ha un ciclo ristretto tra melo e conifere, nelocas C. melanoneura
bisogna anche considerare il ruolo del biancosmiome ospite primario e alternativo al melc
non solo in termini di serbatoio di psille infettea anche come potenziale sorgente di inoct
del fitoplasma. In conclusione il complesso degsietti vettori e i rapporti tra le diverse speci
possono variare in relazione agli agroecosistemitioli considerati e nel loro insieme
condizionare I'epidemiologia della malattia degtiopazzi del melo.
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VETTORI PRESENTI IN TRENTINO E LORO EFFICIENZA DI
TRASMISSIONE

Paola BragagriaAndrea Branz Anna Maria Ciccotlj Christian Cainelf;

Marco Deromedi Mauro Filippf, Flavia Fornd, M. Stella Grandy Valeria

Gualandri, Valeria Malagnini, Luisa Mattedi, Federico PedrazzdliRosaly
Zasso

Y1stituto Agrario di S.Michele all’Adige, Fondaziofie Mach, Centro Sperimentale. Via E.Mach,1, 38840
Michele all’Adige (TN)

?Istituto Agrario di S.Michele all’Adige, Fondaziofie Mach, Centro per I'Assistenza Tecnica. Via EcMa,
38010 San Michele all’Adige (TN)

Dalla fine degli anni '90, con la sempre maggioiféudione nei meleti del Trentino di
piante che mostravano chiari sintomi degli scopdetimelo (Apple proliferation-AP), € nata
I'esigenza di condurre delle ricerche sui vettomaesta preoccupante patologia. Come tutte
malattie fitoplasmatiche, anche gli scopazzi delorsmno veicolati in maniera circolativa-
propagativa da Emitteri Omotteri, insetti dotatiaghparato boccale pungente-succhiante che
nutrono direttamente nel floema.

Monitoraggi regolari nei frutteti hanno permessoimtiividuare numerose specie d
vettori putativi della fitoplasmosi. Successivittes laboratorio hanno dimostrato che sol
alcune specie potevano acquisire il patogeno. Trestg, gli PsylloideaCacopsylla picta
(Forster) eC. melanoneurgForster), considerate fino a quel momento fitokegondari, e gli
AphidoideaDysaphis plantagineg§Passerini) Aphis pomi De Geer ed Eriosoma lanigerum
(Hausmann) Delle due psille, attraverso numerosi anni dieosszioni, € stato possibile
ricostruire la parte del ciclo biologico che si @ su melo. Questi insetti giungono ne
frutteto dai luoghi di svernamento in primaverai @scoppiano, dando luogo ad una nuoy
generazione che a partire dall'inizio dell'estatigna su ospiti secondari a tutt'oggi ignoti. Pe
studiare questa parte del ciclo biologico deglettised individuare possibili specie-serbatoio
AP sono stati condotti monitoraggi sulle pianteeftali nei boschi confinanti con i meleti ec
anche in zone di alta quota. Se @ermelanoneura stata individuata in una localita di alt:
quota una possibile stazione di estivazione e sweemto, pelC. pictale ricerche si sono
rivelate vane. Rimane ancora aperta la possiluiiale due specie possano svernare all’'inter
del frutteto.

Prove di trasmissione condotte utilizzando piant@elo hanno consentito di verificare
il ruolo di vettori delle specie oggetto di studidesposizione in campo di piante-spia h
permesso di individuare i periodi della stagioneadte i quali il rischio di avere trasmissione
piu elevato. La specie che si & dimostrata maggaten coinvolta nella trasmissione dell
fitoplasmosi in Trentino € risultat&. pictg negli stadi larvali e negli adulti di nuova
generazione. Prove in serra ed in camera climatmagotte sulle due specie di psilla, su afit
e su cicaline, utilizzando gruppi di piante o piaatsingole, hanno confermato questi risulta
ed hanno permesso di approfondire le modalita gliiazione e di trasmissione del patogen
Attraverso analisi in real-time PCR é stato pos$sibuantificare la presenza del fitoplasm
all'interno dei diversi stadi vitali degli insettNel corso di questi esperimenti € emersa u
chiara differenza nel titolo di fitoplasma tra [@esie vettrici e non e tra i loro stadi vitali.
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EFFICIENZA DI TRASMISSIONE DELLE PSILLE
L'ESPERIENZA IN GERMANIA

Barbara Jarausch, Annette Fuchs, Nora Schwind,g&iotf Jarausch

RLP AgroScience di Neustadt, AlPlanta — InstittePlant Research

Una pluriennale ricerca é stata condotta presséaAl®-IPR (Neustadt, Germania) a
fine di monitorare la diffusione vicine @a. Phytoplasma mali, I'agente della malattia dec
scopazzi del melo (AP), e dei suoi vettori putativiGermania e nelle regioni
Fra il 2002 e il 2007, sono state realizzate dedgolari catture di insetti in frutteti selezionat
diverse regioni frutticole tedesche e estese @oilfR005 e il 2007 anche a zone seleziong
della Francia settentrionale e della Svizzera seitmale.

Le specie di psillidi piu abbondantt,. pictae C. melanoneurasono state raccolte in
tutte le regioni oggetto di indagine; la densitgpdpolazione rilevata era variabile da anno ¢
anno e comungue non tutti gli anni erano presarttitte le regioni.

Le densita di popolazioni piu elevate sono staévaie in quelle regioni nelle quali piu
alta era anche linfestazione di AP ed esempioan@Ermania sud-occidentale, mentre
contrario solo pochi individui sono stati catturiaiquelle regioni frutticolo caratterizzate de
una bassa frequenza di piante infette come per psenelle regioni settentrionale e sud
orientali. Popolazioni importanti sono state rinwen nei frutteti selezionati della Francic
settentrionale e della Svizzera.

La percentuale di insetti naturalmente infetti &atdeterminata mediante analisi PC
condotta su individui adulti dC. pictae C. melanoneuraia della generazione svernante ct
della generazione primaverilelNonostante le elevate densita di popolazione, sola
piccolissima percentuale (0,1%) di tutti gli indlui di C. melanoneuranalizzati sono stati
rinvenuti infetti dall’'agente della malattia. Al miwario, nel cascC. pictala percentuale di
individui infetti e risultata piuttosto stabile atho al 10% in tutte le zone monitorate.

La capacita di trasmissione delle due specie a statliata mediante I'approntamento ¢
specifici biosaggi realizzati in serra in condizi@ontrollate. Da queste prove &€ emerso cl
solo C. pictae in grado di trasmette efficentemente il fitoplase piante sane ment@
melanoneuranelle nostre condizioni, é risultata non aver alcuolo come vettore dCa. P.
mali. Nel caso dC. picta,si e rilevato ch&'efficienza di trasmissione degli adulti sverna@ti
piu elevata rispetto a quella degli adulti dellaovau generazione. Comunque questi ultimi
sono rivelati in grado di acquisire e trasmettérétoplasma nel corso della stesa stagior
vegetativa.

La concentrazione di fitoplasma negli insetti itifét stata misurata mediante la PCI
quantitativa. Solo gli individui con un elevatoott di fitoplasma sono risultati in grad di
trasmettere la malattia. Questo elevato titolo itipfasma e presente gia negli individu
svernanti allorché re-immigrano nel frutteto e dinseguenza sono da considerarsi gia infetti
al loro arrivo sulla coltura. Al contrario i pochidividui di C. melanoneuraisultati positivi
alla PCR presentavano un basso titolo di fitoplasma
Sono state inoltre approntate delle prove per aedua potenziale influenza dei diversi cepj
di Ca P. mali sull’efficienza di acquisizione e di tnéissione di adulti di nuova generazione c
C. picta.Saranno presentati i risultati preliminari.
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UNA O PIU RAZZE DI CACOPSYLLA MELANONEURA UNA
POSSIBILE INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI CONTRASTANT |

Valeria Malagnini, Federico PedrazzdliChristian Cainelfi Alberto Pozzebdn
Valeria Gualandfi Elisa Bozz§ Silvia Zangrandy Federica Fiammingp
Flavia Fornd, Luisa Mattedi, Claudio loriattt

Y1stituto Agrario di S.Michele all’Adige, Fondaziofie Mach, Centro Sperimentale. Via E.Mach,1, 38840
Michele all’Adige (TN)

“Dipartimento di Agronomia Ambientale e Produziomgétali, Universita di Padova, viale dell'Univessii6,
35020 Legnaro (PD)

Cacopsylla melanoneura uno dei principali insetti vettori dCandidatusPhytoplasma
mali”, agente causale degli Scopazzi del meloawdtindagini sull'infettivita naturale e prove
di trasmissione in condizioni controllate condatieTrentino, Valle d’Aosta ed in Germania
hanno messo in evidenza un diverso ruol@ dmelanoneuraia in termini di abbondanza ec
infettivita sia di efficienza di trasmissione defitoplasmosi nei vari areali. Popolazioni @i
melanoneurasono presenti inoltre anche su biancospino, cperesenta un ospite primario e
alternativo al melo, non solo come possibile seibadi psille infette, ma anche come
potenziale fonte di inoculo del fitoplasma.

Durante il 2006 e 2007 sono state condotte inddgoiogiche e molecolari al fine di
individuare eventuali differenze tra le popolazidnC. melanoneura

Le prove biologiche hanno coinvolto due popolazain€. melanoneuraina raccolta su
melo ed una su biancospino, ed hanno messo a otmfii@ tesi costituite da piante di mel
sano, di melo infetto e di biancospino. | risultatienuti sulla sopravvivenza e [attivita
riproduttiva delle due popolazioni hanno messo wdenza differenze significative tra le
popolazioni e le loro potenziali piante ospiti. p@polazione di melo ovidepone e si sviluppa |
modo significativamente migliore sulle piante dilmeispetto al biancospino ed al melc
infetto, cosi la popolazione di biancospino ha madst differenze significative
nell'ovideposizione, nella chiusura delle uova #msviluppo degli stadi giovanili tra le piante
di biancospino e quelle di melo.

Le indagini molecolari sono state condotte su diggoopolazioni dC. melanoneura
raccolte sia su biancospino che su melo in divesgeoni, utilizzando i microsatelliti come
marcatori molecolari. | dati ottenuti dalle analisplecolari supportano i dati ottenuti dalle
prove ecologiche condotte sulle due popolazioniicewttlo differenze significative tra le
popolazioni diC. melanoneura
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L A DIFESA ATTIVA CONTRO | VETTORI : STRUMENTI A
DISPOSIZIONE E STRATEGIE DI INTERVENTO

Mario Baldessari & Graziano Giuliani

Istituto Agrario di S. Michele all’Adige, Fondaziert. Mach, Centro Sperimentale Via E.Mach,1, 38840
Michele all’Adige (TN)

Numerose prove di trasmissione hanno identificaiterpsille il principale vettore della
fitoplasmosi degli scopazzi, in particolare le dipecieCacopsylla melanoneuCacopsylla
picta, entrambe presenti negli ambienti frutticoli tiant

In ltalia la fitoplasmosi "Apple proliferation” hassunto lo status di malattia ds
guarantena, attraverso I'emanazione del Decretaskéimale 23 febbraio 2006 nel quale s
definiscono le misure per la lotta obbligatoria.

In Trentino, con il recepimento del D.M., l'inteterritorio provinciale e definito “zona
di insediamento della malattia”, ovvero area in @ugomprovata la contemporanea presen
del fitoplasma AP e dei suoi vettori, le psilleil grado di diffusione della malattia & tale d
non ritenere possibile una sua eradicazione.

Tra le misure di contenimento dirette ed indirettecanto all’estirpazione delle piante
infette, all’'utilizzo di materiale di propagazioresente, si indica necessario il ricorso
controllo degli insetti vettori.

Per queste ragioni presso il Dipartimento Proteziolelle piante sono in corso d
svolgimento da alcuni anni delle sperimentazioncainpo e di semi-campo volte a stabilir
I'azione di diversi agrofarmaci e strategie combenper il contenimento dC. melanoneura
guesta specie e risultata nel corso degli ultinaitija anni (2005-2008) e solo in alcuni contes
frutticoli, I'unica psilla presente con popolaziotonsistenti, tali da fornire dati sperimental
significativi.

Sono stati adottati diversi "timing” di applicaz®rallo scopo di quantificare I'azione
delle strategie sperimentali in rapporto agli stddsviluppo dell’insetto. Inoltre, sono stat
quantificati i possibili effetti collaterali negatiche ciascuna strategia fitoiatrica puo arreca
alle popolazioni di acari fitoseidi.

Gli obiettivi erano la caratterizzazione degli dgrmaci in una prospettiva di utilizzo
nel contenimento delle psille del melo, defininmiiig di applicazione in rapporto allo stadic
biologico del fitofago, quantificare I'efficacia aione ed il livello di selettivita. Le
sperimentazioni sono state condotte anche netkotiel processo di revisione comunitari
degli agrofarmaci, che influenzera attraverso rbeaz sospensioni, sostanze attive attualmet
disponibili sul mercato.

Le sperimentazioni sono state svolte nell'aziengerimentale De Bellat (Spagolle in
Valsugana), su una superficie a melo di circa ti@ie Nel meleto I'incidenza di AP risultava
superiore al 70% di piante colpite.

| risultati ottenuti hanno evidenziato come neltemmento diC. melanoneurgaccanto
alla scelta del principio attivo, rivesta notevistgortanza il timing di applicazione.

Relativamente ai formulati testati & stata confeonialevato potere abbattente e I
persistenza dei piretroidi Treboret¢fenprox e Rufast &crinatrind) e degli esteri Diazol
(diazinong e Pyrinex ¢hlorpirifos). Accanto a questi agrofarmaci desta particolatereésse
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I'azione di alcuni formulati tra clazadiractinae fenoxycarb; il primo in particolare, di origine
naturale si caratterizza per un profilo ecotossigico favorevole e per la possibilita di un su
utilizzo anche in agricoltura biologica. Per alcdei formulati descritti tali risultati sono stati
confermati in sperimentazioni di semicampo su fgndli melo.

In generale possiamo affermare che le strategieatdbason applicazioni ad inizio
ovideposizione si confermano le piu efficaci nehtemimento del vettore, indipendentement
dalla natura chimica dell'agrofarmaco. Relativameeali'azione perturbatrice verso gli acar
fitoseidi i piretroidi etofenprox e acrinatrina somisultati tendenzialmente meno selettiy
rispetto a diazinone, chlorpirifos e fenoxycartorimulati a base dazadiractinaassociano ad
un buon grado di efficacia d’azione un ottimo dmfossicologico.
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L A STORIA DELLA RESISTENZA CONTRO AP

Erich Seemuller & Bernd Schneider

Julius Kuehn Institute for Cultivated Plants (forfigeBiologische Bundesanstalt), Institute for Pl&nbtection in
Fruit Crops and Viticulture, Schwabenheimer Str1,1D-69221 Dossenheim, Germany

Apple proliferation (AP) e causato @andidatusPhytoplasma mali ed € una delle pi
importanti malattie da fitoplasmi in Europa. Vistiodifficile controllo della malattia, un
approccio promettente potrebbe essere l'uso ditgiaesistenti. Lavori precedenti hann
indicato che durante I'invern@a. P. mali viene eliminato dalle parti aeree delente di melo
a causa della degenerazione del floema, dal quaktogeno dipende. Tuttavia il fitoplasme
sopravvive nelle radici, dove i tubi floematici sopresenti lungo tutto I'arco dell’anno. Dalle
radici, la pianta pud essere ricolonizzata in pxiera, quando il nuovo floema viene formatc
Questa fluttuazione del pattern di colonizzazioaddito presumere che lo sviluppo di piant
su portinnesti resistenti possa prevenire la malattidurne I'impatto.

Estensivi studi su numerosi portinnesti commer@adiperimentali, principalmente derivati di
Malus x domesticahanno peramostrato che non c’é abbastanza resistenza nelldgepdi
questo gruppo. Esse sviluppano frequentementensintimnangono permanentemente infette
mostrano alte cariche di fitoplasma. Lo screeningud ampio numero di specie di melc
ornamentali e selvatiche ha rivelato che spessateguono piu suscettibili all'infezione dei
genotipi di M. x domesticae manifestano un elevato tasso di mortalita. Isistenza € stata
invece osservata in diverse selezioni sperimedtghortinnesti apomittici derivate da incroci
tra la specie apomittickl. sieboldiie genotipi delle specie non-apomittiddde x domesticao
M. purpurea In un lavoro di screening con periodi di osseivag tra gli 11 e i 14 anni, e state
valutata la resistenza di semenzali originati ditlera impollinazione diMalus sieboldiie di
14 selezioni di portinnesti derivate 8& sieboldiiin confronto a portinnesti clonali dM. x
domesticaln seguito a infezioni sperimentali o naturaiamie di melo innestate su 13 delle
linee derivate dd. sieboldiihanno mostrato un alto livello di resistenza ad égpresso come
basso indice cumulativo di malattia, alta perceetuh piante non infette o poco infette e
bassissima incidenza di frutti piccoli. Le piantatollo su portinnesti dl. x domesticasono
risultate chiaramente inferiori in base a questedr La concentrazione del fitoplasma nell
radici dei gruppi di semenzali derivati & sieboldiié stata molto minore che nei portinnes
standard, con cariche dello 0.05-1.0% rispetto @stulnoltre, il numero di piante in cui la
parte aerea risultava infetta € stato inferiore cgportainnesti resistenti e le cariche d
fitoplasma erano sempre piu basse. Le piante iateest linee derivate dd. sieboldiisono
risultate meno vigorose di quelle sul portinnestandard M9, mentre la loro produttivita
spesso e stata inferiore. A differenza dei porstinstandard, molte piante dei portinnes
apomittici hanno mostrato suscettibilita alle virasenti di melo.
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La resistenza naturale alla malattia “Scopazzinaelb” e stata individuata in campo ir
Malus sieboldiie alcuni dei suoi ibridi. Questi genotipi non santpiegabili direttamente
come portinnesti poiché inducono eccessiva vigeraternanza di produzione nella piant:
Allo scopo di ottenere materiale resistente ad ABompetitivo con i portinnesti standarc
impiegati in frutticoltura, nelllambito del progettSMAP e stato avviato dal 2001 ur
programma di miglioramento genetico. Complessivamesono stati ottenuti piu di 330C
semenzali, nonostante il carattere dell’'apomissida epoliploidia presente nei parental
resistenti. E stato sviluppato un test rapido, tsasai marcatori molecolari, al fine di
selezionare i semenzali effettivamente ibridi esfjugono stati inoculati co@a. P. mali per
osservarne la risposta. | sintomi specifici dellalattia sono stati rilevati ogni anno ma
risultati indicano che il tratto della resistenzereditato dalle progenie.

Per accelerare la valutazione della resistenzaa® shesso a punto un sistema
screening rapido basato su infeziani vitro mediante microinnesto. Questo permette
individuare i genotipi resistenti pochi mesi dopiadculo e consente di studiare la rispost
all'infezione dei genotipi interessanti nei conftiodei diversi isolati (o ceppi) del patogeno
Come per la fenotipizzazione in campo, la valutagiadella resistenza € basata sul
quantificazione molecolare del fitoplasma e suiaesvazione dei sintomi.

Il sistemain vitro si € rivelato il piu efficiente metodo di propagare ed é stato
adottato per la moltiplicazione dei genotipi pieressanti che dovranno essere valutati anc
dal punto di vista agronomico. Gli individui ibridella progenie derivata dall'incrocio HO90¢
X M9 sono stati analizzati con numerosi marcateti INA (SSR e NBS) per stabilire delle
associazioni tra genotipo molecolare e tratti digtenza ad AP. Questo studio ha I'obiettivo «
sviluppare marcatori molecolari da applicare nedllezione precoce dei semenzali n
programma di miglioramento genetico. La posiziohgusti marcatori nel genoma del mels
potra tuttavia fornire anche indicazioni utili p&x ricerca dei determinanti genetici de
meccanismo di resistenza.
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La fitoplasmosi conosciuta come “Apple proliferatiaP € la piu importante malattia
del melo nellEuropa meridionale trasmissibile pemesto, insetti vettori e innesti radicali
L'assenza di trattamenti specifici per contrastafécacemente questa patologia aumen
'importanza dell'impiego di genotipi resistentiuffavia, i meccanismi molecolari che son
alla base della resistenza sono in gran parte scanb Questa mancanza di informazioni h
reso quindi estremamente necessario I'avvio diawerb mirato a studiare a livello genetic
l'interazione pianta—fitoplasma. Per questo stushmo stati considerati diversi genotipi de
genereMalus sia resistenti che suscettibili alla malattia. Qugenotipi includono piante della
specieMalus sieboldiiche porta la resistenza ad AP, piante apparteakbatspecie suscettibile
Malus domestica piante provenienti da diversi programmi di irmeootra queste due specie
Allo scopo di lavorare con materiale in condizioantrollate e omogenee, questi genotipi sor
stati micropropagati ed infettati corCandidatusPhytoplasma mali” mediante microinnest
effettuatoin vitro. Mediante una tecnica chiamata cDNA-AFLP, i prafilolecolari costituiti
da geni espressi di pianie vitro di genotipi resistenti sono stati confrontati aurelli di
genotipi suscettibili in condizioni di assenza eg@nza dell'infezione. Questa analisi h
permesso di identificare circa 160 geni potenzial®essociati alla resistenza. Lo studio del
loro funzione ha rivelato che la maggior parte shie associato ai processi di risposta de
pianta a condizioni di stress, al metabolismo deiltgeine e a reazioni redox. Sebbene ulteric
verifiche sono necessarie per comprovare il comgiveénto di questi geni nella risposte
specifica della pianta versaCa. P. mali”, la loro classificazione funzionale seggce che
I'infezione da fitoplasma va ad alterare molti niretiismi della pianta. Per confermare la lor
modulazione nell'interazione pianta-patogeno, Ifespione di un set di questi geni e sta
ulteriormente analizzata in nuove piamtevitro e in pianteex vitro di genotipi resistenti e
suscettibili in presenza di infezione da AP mediamha tecnica molecolare particolarmen
sensibile, denominata real-time RT-PCR. Da questdish € emerso che questi geni possol
essere differenzialmente espressi tra pianta sarmmmalata e tra pianta resistente
suscettibile, che in generale I'espressione diffeiade identificata nelle piante vitro pud
essere confermata vivo e che un gene codificante per una proteina dsdiftrebbe essere
associato alla resistenza.
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Candidatus Phytoplasma maéi un piccolo batterio senza parete (micoplasma) c
causa Apple proliferation (AP), una delle piu inpoti malattie da fitoplasmi in Europa. A
differenza di molti altri micoplasmi, i fitoplasmmon crescono in mezzi di coltura acellular
Questo indica che essi hanno probabilmente un mltai piu ridotto e una maggior
dipendenza dalle piante e dagli insetti ospiti. €@ooonseguenza del loro stile di vita,
fitoplasmi sono poco caratterizzati a livello biooico e molecolare. Per ottenere nuov
informazioni, alcune iniziative sono state volt@leterminare la completa sequenza del lo
DNA. Finora sono state svelate cinque sequenzeeirdel genoma di fitoplasmi, quattrc
appartenenti ai gruppi aster yellows (AY) e stolbwna a Ca. P. mali, tassonomicamente f
distante. La principale differenza tra questi fisgmi e che gli agenti di AY e stolbur hann
come quasi tutti i batteri un cromosoma circolaentre il cromosoma di AP € lineare. Quest
cromosoma e caratterizzato da grandi sequenzen@liritivertite (48 kb) con estremita legat:
covalentemente a forcina (hairpin ends), una coagiime finora mai trovata nei batteri. |
genoma di Ca. P. mali e diverso da quello degli ginomi sequenziati anche per essere il
piccolo (602 Kb contro 707 - 960 Kb), avere il foasso contenuto di GC (21.4% rispetto
26.9 - 27.7%), e contenere il piu basso numeroedusnze potenzialmente codificanti pe
proteine (496 contro 671- 900). Comunque, le diffiee nelle dimensioni del genoma e n
numero di possibili geni sono imputabili a geni gaeti in multicopia (paraloghi) e poca
incidono sulle capacita codificate in Ca. P. malunico grosso limite e la presenza sol
rudimentale in questo fitoplasma della via metatzotjlicolitica funzionale per generare ATF
che hanno i gruppi AY e stolbur, eccetto per la camza del sistema di trasporto deg
zuccheri PTS. Poiché in Ca. P. mali come negli &itoplasmi manca I'ATP sintasi, la
formazione di ATP rimane ancora oscura. Ca. P. majli altri fitoplasmi dispongono di
potenziali sistemi di patogenicita che comprendiansecrezione di proteine tossiche, protee
e nucleasi che possono danneggiare funzioni dplt@sTuttavia, € necessaria ulteriore ricerc
per capire le interazioni ospite-patogeno. Di jpgattire importanza appare la determinazior
della sequenza del genoma di un ceppo avirulenté\Rli Questi tipi di patogeno sonc
disponibili ed & noto che nel melo raggiungonodtaisimili a quelle dei ceppi virulenti. Ess
sembrano quindi possedere la stessa fitness, meaistibno nel carattere di patogenicita. | da
di sequenza ottenuti rappresentano anche utilrnmaioni per futuri tentativi di coltura in
vitro del fitoplasma e per la selezione di geniniéioa identificare e caratterizzare la diversit
genetica e patologica in Ca. P. mali.
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| portainnesti apomittici (p.a.) sono stati otteénut programmi di miglioramento
genetico in Svezia negli anni '50 (1. generazioaeln Germania negli anni '70 (1. e 2
generazione). Possono essere sperimentalmentdaticaiiraverso innesto ma la quantita c
fitoplasma in queste piante mostra un costanteedsanto negli anni. La strategia di lotta a
Apple proliferation (AP) e basata sulla resistens portainnesto e su una precoc
eliminazione del fitoplasma dalla parte aerea derde formazione del floema in primavera
La prova € iniziata nella primavera 2005 con l'iamib in due aziende sperimentali di Golde
Delicious, Red Delicious e Renetta Canada Binca aguni p.a. ottenuti per
micropropagazione, con dei sesti di impianto prgHarispetto a quelli commerciali. Lo scopc
era di testare le caratteristiche agronomicheredstenza ad AP a confronto di M9 e M26 i
due diverse aree di coltivazioni del Trentino. Ausa dell'esteso apparato radicale
allimpianto gli alberi innestati su p.a., hannostrato qualche difficolta nel superamento dell
stress da trapianto. Ad oggi € prematuro esprimaeevalutazione sulla resa e sulla quali
delle produzioni. Alla fine del terzo anno la prathne cumulata per albero di D2212 é sta
spesso superiore agli alberi innestati su M9. Tidtaenendo presente che il numero di albe
per ettaro e la meta di M9, in termini di effici@angroduttiva per tutti e tre i p.a. testati si sor
osservati valori inferiori ai portainnesti commaeici D2212 si e distinto per lo sviluppo moltc
superiore a M9. L’ambiente di coltivazione delldleadi Non ha ridotto molto la vigoria e
migliorato la produttivita dei p.a. rispetto allendlizioni della valle dellAdige, dove la
stagione vegetativa piu lunga e i terreni piu fierte hanno esasperato i difetti. Per quan
riguarda la qualita delle produzioni, le carattéctse della buccia (rugginosita e presenza
sovracolore) dei frutti portati da D2212 erano panabili o0 migliori di M9. L'ampio sesto
d’'impianto scelto per D2212 si e rivelato adeguatm la forma d’allevamento a spindle
adottata & destinata nel tempo a ottenere albagratidi dimensioni e a causare problemi
ombreggiamento. Un aspetto che solleva interrogatla difficolta di propagare i p.a. con le
normali tecniche vivaistiche per la scarsa attitedalla radicazione. Avvalendosi sia dell
tecniche della colturan vitro (micropropagazione), sia dei piu tradizionali nuetali
propagazione per ceppaia e talea semilegnosa, satiosviluppati sistemi di propagazione
adatti a questi materiali.




