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Basi fisio-patologiche dell’interazione tra olivo e funghi associati
al Co.Di.R.O.: studi preliminari

G.L. Bruno, I. Di Tarsia, C. Cariddi, F. Tommasi

Riassunto - Il presente lavoro riporta i risultati preliminari sulla capacita di produrre in vitro metaboliti secondari fitotossici
in colture liquide statiche (25 °C, al buio) di Celerioriella prunicola (CprAzF8P4T1), Phaeoacremonium aleophilum
(PalArF2P1E), P, inflatipes (PinBF3P4Pi), P. parasiticum (PpaGF3P3R1) e Neofusicoccum parvum (NpaBF1P2R1) isolati da
piante di ‘Ogliarola salentina’ con sintomi del Complesso del disseccamento rapido dell’olivo. Nei biosaggi su rametti recisi
di ‘Ogliarola salentina’, concentrazioni diverse dei filtrati colturali di ciascuno dei cinque isolati saggiati hanno indotto sintomi
di ripiegamento, appassimento, ingiallimento o imbrunimento dell’area fogliare. Il sintomo finale causato dai filtrati prodotti
dagli isolati CprAzF8P4T1, PpaGF3P3R1, PinBF3P4Pi e NpaBF1P2R1 si ¢ manifestato sotto forma di filloptosi. Nessun sin-
tomo é stato osservato sui rametti delle tesi di controllo dopo 'assorbimento di acqua distillata o substrato non inoculato.
Nei filtrati colturali fitotossici é stata indagata la presenza di pullulano (omopolimero del maltotriosio unito da legame a-
1,6), scitalone e isosclerone, ben noti metaboliti secondari di specie dei generi Phaeomoniella e Phaeoacremonium associate
a viti colpite da ‘mal dell’esca’. Scitalone e isosclerone sono pentachetidi che, insieme a altri naftochinoni, sono parte inte-
grante della via biosintetica delle melanine e il loro accumulo nei tessuti vegetali e evidenziato dalla colorazione bruno ne-
rastra delle parti alterate. Gli isolati CprAzF8P4T1, PalArF2P1E e PpaGF3P3R1 hanno prodotto i tre metaboliti indagati -
PinBF3P4Pi, pullulano e isosclerone -, mentre NpaB212R1 ha prodotto solo scitalone.

Parole chiave: Celerioriella prunicola, Neofusicoccum parvum, Phaeoacremonium spp., isosclerone, pullulano, scitalone

Introduzione

Il “Complesso del disseccamento rapido dell’olivo” (indicato con I'acronimo Co.Di.R.0.), segnalato nel 2013 su
piante di olivo (Olea europaea L.) ‘Ogliarola di Lecce’ (‘Ogliarola salentina’) e ‘Cellina di Nard®’, si manifesta sulle
piante di olivo colpite con sintomi iniziali di bruscatura fogliare (disseccamento della parte apicale e/o margi-
nale), poi avvizzimento e arrotolamento fogliare, seccumi di rami isolati e, successivamente di intere branche e
dell'intera chioma. I rametti, le branche e il fusto delle piante infette mostrano inoltre imbrunimenti discontinui
del legno. Inizialmente, responsabili di questa sindrome furono ritenuti: Xylella fastidiosa Wells, Raju, Hung, Wei-
sburg, Mandelco, Brenner, il lepidottero Zeuzera pyrina L. e specie diverse di funghi lignicoli vascolari dei generi
Phaeoacremonium, Neofusicoccum, Pleurostomophora e Phaeomoniella, ben noti agenti di tracheomicosi su olivo,
vite e altre piante arboree (Saponari et al. 2013, Nigro et al 2013, 2014, Carlucci et al. 2013, 2015). In seguito,
la malattia & stata rinominata “Sindrome del Disseccamento Rapido dell’Olivo” (acronimo 0.Q.D.S.: dall'inglese
Olive Quick Decline Syndrome) grazie a osservazioni piu estese che indicano X. fastidiosa subspecie pauca ceppo
CoDiRO l'unico responsabile della fitopatia (EFSA 2015, Martelli et al. 2016). Il presente lavoro si propone di
dare un contributo alla conoscenza del ruolo di alcuni metaboliti secondari prodotti dai funghi presenti nelle
piante di olivo con sintomi di disseccamento.

Materiali e Metodi

Da 48 piante di ‘Ogliarola salentina’ con evidenti sintomi di disseccamento rapido, coltivate in regime di agri-
coltura biologica e nel rispetto dei trattamenti fitosanitari previsti dalla decisione UE 789/2015, in agro di Bor-
gagne (Melendugno, Lecce) sono stati prelevati rametti di 5-7 mm in diametro e, utilizzando il succhiello di
Pressler, porzioni di legno a 80-90 cm dal colletto. I campioni sono stati sottoposti a isolamento su Agar Acqua
(AA) e Agar Malto (AM) modificato con I'aggiunta di 250 mg 1! di Cloranfenicolo (AMC). Le colonie pure ottenute
sono state identificate su base morfologica e molecolare (Moster et al. 2006, Nigro et al. 2013, 2014). Colture
monosporiche di Celerioriella prunicola (Damm & Crous) Crous (CprAzF8P4T1), Neofusicoccum parvum (Pen-
nycook & Samuels) Crous, Slippers & A.J.L. Phillips (NpaBF1P2R1), Phaeoacremonium aleophilum W. Gams,
Crous, M.J. Wingf. & Mugnai (PalArF2P1E), P inflatipes W. Gams, Crous & M.]. Wingf. (PinBF3P4P1i) e P. parasiticum
(Ajello, Georg & C.J.K. Wang) W. Gams, Crous & M.]. Wingf. (PpaGF3P3R1) sono state utilizzate per allestire col-
ture liquide statiche in bottiglie di Roux su substrato (pH 5,7) a base di Czapek minerale, D-Glucosio (20 g 1?),
estratto di malto (0,5 g1!) e estratto di lievito (0,5 g1'). Ciascuna bottiglia & stata inoculata con 20 tasselli (2x2x2
mm) di micelio prelevati da colonie monosporiche su AM (15 giorni, 25+1 °C, al buio). Dopo 28 giorni di incu-
bazione (251 °C, al buio), il filtrato colturale (FC) ottenuto dopo centrifugazione (centrifuga Thermo Scientific
SL8R, 8.000xg, 20 min, 4 °C) & stato saggiato per la tossicita su rametti recisi di ‘Ogliarola salentina’ prelevati da
piante coltivate in area non soggetta a Co.Di.R.0O. Nei saggi, condotti in cella climatica (23+2 °C, umidita relativa
50%, luce 150 uE cm™ sec), ciascun FC ¢ stato esaminato integro o dopo diluizione decimale con acqua distillata.
Nelle tesi di controllo, i rametti hanno assorbito acqua distillata o substrato non inoculato. Dal terzo giorno dopo
I'assorbimento, & stata osservata la manifestazione dei sintomi. Nei FC & stata accertata la presenza di scitalone,
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isosclerone e pullulano seguendo le metodiche descritte da Bruno e Sparapano (2006a).

Risultati e Discussione

Dalle 48 piante di olivo con sintomi di disseccamento rapido e presenza di X. fastidiosa (accertata mediante im-
munofluorescenza indiretta e isolamento in coltura), sono stati isolati C. prunicola, P. aleophilum, P. inflatipes, P,
parasiticum e N. parvum (Tab. 1). La presenza di queste specie fungine associate alle piante di olivo infette da
Co.Di.R.0, oggetto del presente studio, conferma quanto osservato in passato (Saponari et al. 2013, Carlucci et
al. 2008, 2013, 2015, Nigro et al. 2013, 2014). Questi endofiti fungini, insieme a diverse specie del genere Bo-
tryosphaeria, sono ben noti agenti di malattie del legno su olivo, vite, pesco, querce e altre piante arboree (Den-
man et al. 2000, Phillips et al. 2002, Alves et al. 2004, Niekerk et al. 2004, Mostert et al. 2006, Damm et al. 2007,
Burruano et al. 2008, Carlucci et al. 2008, Urbez-Torres 2011, Spagnolo et al. 2014).

Ad eccezione delle specie di Aureobasidium e
Fusarium ritrovati solo nei rametti, la presenza
di tutti gli altri miceti isolati sia nel tronco che
nei rametti indica una loro diffusione sistemica
all'interno delle piante.

Tabella 1
Frequenze percentuali di isolamento? di micromiceti presenti nei
rametti (R) o tasselli (T) di ‘Ogliarola salentina’.

Micromiceti isolati Matrice d’isolamento® Sono oltre 133 le specie di miceti, incluse specie

R T di Alternaria, Aureobasidion e Aspergillus, con-
Alternaria spp. 8 7,5 siderate “endofiti opportunistici” del microco-
Aureobasidium spp. 6,5 NPe smo ospitato dalle piante di olivo (Petri 1915,
Celerioriella (Phaeomoniella) prunicola 10,0 14,0 Frisullo et al. 2002). Queste sono talvolta in
Fusarium spp. 6,5 NP ¢

grado di conferire resistenza a patogeni e insetti

N.eo.fumoccum parvum 11,0 18,0 (Webber 1981), ma spesso contribuiscono ad
Oidiodendron spp. 4,5 2,5 li offetti di biotici e abiotici
Paecilomyces spp. 40 3.0 aggravare gli e etti 1.stress 19t1c1 ea %ot1c1
Phaeoacremonium aleophilum 10,0 13,0 partecipando al deperimento di molte piante
Phaeoacremonium inflatipes 6,0 11,0 arboree (Petrini 1991, Halmschlager 1992, Ra-
Phaeoacremonium parasiticum 3,5 3,0 gazzi et al. 2001), pur senza essere di per sé
Altri funghi 2,0 6,0 causa di malattie.

Isolamenti nulli 18,0 12,0 Alcuni funghi fitopatogeni producono fitotos-

. . sine, ossia sostanze in grado, a concentrazioni
2 calcolata come riportato da Ragazzi et al. (2003) lto b did . ddiri
b Frammenti utilizzati: 305 da rametti e 275 da tronco molto basse, di danneggiare 0 a lrlttl_'n_'a por-
NP = non presente tare alla morte cellule delle piante ospiti e non
ospiti (Durbin 1981, Graniti 1996, Agrios
2005). In questo lavoro, FC saggiati su rametti
recisi di ‘Ogliarola salentina’ hanno evidenziato risposte diverse (Fig. 1).

Fig. 1

Biosaggio su Olea europaea cv. ‘Ogliarola salentina’ con 3 ml di: A) acqua distillata, B) substrato non inoculato, filtrato colturale
di C) Celerioriella prunicola isolato CprAzF8P4T1, D) Phaeoacremonium inflatipes isolato PinBF3P4Pi, E) Pm. aleophilum iso-
lato PalArF2P1E, F) Pm. parasiticum isolato PpaGF3P3R1, G) Neofusicoccum parvum isolato NpaBF1P2R1. Le immagini ri-
portano i rametti dopo 15 giorni dall’assorbimento delle soluzioni saggiate.

Ripiegamento, appassimento, ingiallimento o imbrunimento di ampie aree fogliari hanno caratterizzato i rametti
che hanno assorbito i FC di C. prunicola, P. inflatipes e P. aleophilum (Fig. 1 C, D, E), mentre i FC di P. parasiticum
e N. parvum hanno causato filloptosi di intensita diversa (Fig. 1 F, G). Nessun sintomo € stato osservato sui rametti
delle tesi di controllo con acqua distillata o substrato non inoculato (Fig. 1 A, B). Dai diversi FC sono stati purificati
e quantificati pullulano, scitalone e isosclerone, molecole che la letteratura associa a specie dei generi Phaeoa-
cremonium e Phaeomoniella presenti su viti con venature brune del legno (Evidente et al. 2000, Tabacchi et al.
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2000, Abou-Mansour et al. 2004, Bruno, Sparapano 20064, b). Il pullulano & stato prodotto dagli isolati
CprAzF8P4T1 di C. prunicola (900+102 mg 1), PpaGF3P3R1 di P parasiticum (585+65 mg 1), PalArF2P1E di P
aleophilum (75+8 mg 1) e PinBF3P4Pi di P, inflatipes (0,1+0,02 mg 1'!). Lo scitalone ¢ presente nei FC di P, para-
siticum (22+2,3 mg 1), P aleophilum (20+1,9 mg 1'!), NpaBF1P2R1 di N. parvum (14+1,8 mg 1'%) e C. prunicola
(8,5+0,77 mg 11). L'isosclerone caratterizza B, aleophilum, P. parasiticum, P. inflatipes e C. prunicola (Fig. 2).

Scitalone e isosclerone sono due pentachetidi che, insieme ad altri naftochinoni, sono parte integrante della via
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Fig. 2

Produzione di pullulano, scitalone e isosclerone in coltura liquida statica (28 giorni, 25+2 °C, al buio) di: Celerioriella prunicola
(Cpr), Neofusicoccum parvum (Npa), Phaeoacremonium inflatipes (Pin), P. aleophilum (Pal) e P. parasiticum (Ppa). Ciascun
valore rappresenta la media di 6 ripetizioni + d.s.

biosintetica delle melanine: lo scitalone e un metabolita intermedio delle DHN-melanine, I'isosclerone € un pro-
dotto di ossidazione del precursore 1,3,8-triidrossinaftalene (Wheeler 1982, Evidente et al. 2000, 2010). Le me-
lanine sono pigmenti di natura fenolica, colorati dal marrone al nero, a elevato peso molecolare, presenti in
tessuti animali, vegetali e prodotte da vari funghi quali Verticillium dahliae Klebahn. Thielaviopsis basicola (Berk.
& Broome) Ferraris, Pyricularia oryzae Cavara, Phaeomoniella chlamydospora (W. Gams, Crous, M.]. Wingf. &
Mugnai) Crous & W. Gams e specie di Phaeoacremonium. 1l loro accumulo nei tessuti vegetali & stato messo in
relazione con la colorazione bruno nerastra che assumono le parti alterate del legno di viti colpite da venature
brune del legno (Pascoe, Cottral 2000). L'isosclerone & prodotto anche da N. parvum (Evidente et al. 2010, Abou-
Mansour et al. 2015), patogeno cosmopolita, endofita asintomatico di almeno 90 specie di angiosperme, arboree
e arbustive, e di alcune conifere (Slippers, Wingfield 2007, Golzar, Burgess 2011, Urbez-Torres, Gubler 2011, Si-
doti 2016). Il pullulano € un omopolimero del maltotriosio con legame a-1,6. Questo polisaccaride, isolato per
la prima volta da colture del fungo Aureobasidium pullulans (De Bary) G. Arnaud (Barros-Velazquez 2015), e
prodotto anche da importanti funghi fitopatogeni come Cryphonectria parasitica (Murrill) M.E. Barr (Forabosco
etal. 2006), P. aleophilum e Pa. chlamydospora (Bruno, Sparapano 2006b). Questo polimero, per gli organismi
produttori svolge funzione di protezione contro essiccazione e predazione ed e utilizzato nella farmacopea per
racchiudere farmaci in compresse e capsule, e, con la sigla E1204, nell'industria alimentare (Satyanarayana et
al 2012). Diversi studi sono stati condotti sulle caratteristiche tossigeniche di queste tre molecole e per stabilire
il loro ruolo nel ‘mal dell’esca’ della vite e nelle altre malattie in cui sono coinvolte. Lo scitalone, saggiato su
foglie di vite ‘Italia’, causa macchie clorotiche irregolari, marginali o internervali. L'isosclerone, sempre su foglie
recise di ‘Italia’;, causa macchie estese, prima clorotiche, poi coalescenti e necrotiche, cui € accompagnata la di-
storsione della lamina fogliare. Soluzioni acquose di pullulano, assorbite da foglie recise di vite, sono traslocate
sino ai parenchimi fogliari, e causano clorosi internervali che divengono brune o rossicce, poi necrotiche (Evi-
dente et al. 2000, Sparapano et al. 2000, Bruno, Sparapano 2006a).

Nei risultati dei saggi su rametti recisi, I'accartocciamento fogliare € uno dei sintomi che accomuna tutti i FC
saggiati (Fig. 1).

[ dati riportati in questo lavoro confermano le capacita tossigeniche dei funghi inseriti nei generi Phaeoacremo-
nium, Phaeomoniella e Neofusicoccum. 1 sintomi fogliari osservati nelle prove con rametti recisi di olivo della cv.
‘Ogliarola salentina’ suggeriscono che le tossine prodotte dai funghi possano avere un ruolo nella senescenza
anticipata delle foglie, anche se in nessun caso i filtrati colturali saggiati hanno causato sintomi di bruscatura ti-
pici del Disseccamento Rapido dell’Olivo, indicando che altre molecole o cause potrebbero indurre su ‘Ogliarola
salentina’ questa sintomatologia.

Tuttavia, le molecole fitotossiche prodotte da ciascuna specie fungina, accumulandosi nelle foglie, alterano la
normale fisiologia, determinando il cambiamento di colore e I'abscissione.
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In conclusione, le prove eseguite dimostrano che i cinque isolati delle specie fungine endofiti di piante di olivo
affette da disseccamento rapido producono metaboliti secondari in grado di causare sintomi diversi sulle foglie
di ‘Ogliarola salentina’, ma non del tutto coincidenti con quelli descritti per la suddetta sindrome. Resta comun-
que da approfondire il ruolo di queste sostanze nella pianta ospite e le eventuali interazioni con i funghi lignicoli
e le infezioni di X. Fastidiosa, nonostante che questa specie batterica sia stata ritenuta 'unica responsabile della
“Sindrome del Disseccamento Rapido dell’Olivo” (EFSA 2015, Martelli et al. 2016).
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