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Riassunto

RIASSUNTO

La vite e una delle principali colture a livello italiano ed europeo, la cui produzione puo
essere fortemente influenza da infezioni di ‘Candidatus Phytoplasma solani’, agente del
Legno nero. Attualmente non esistono formulati commerciali in grado di contenere
questa avversita. Scopo della presente ricerca é stato quello di valutare [’efficacia di
induttori di resistenza biotici e abiotici sia in una prova “preventiva” che in una prova
“curativa”. Le prove sono state condotte in un vigneto dell'azienda vitivinicola Moncaro
Terre Cortesi, ubicato a Castelplanio, in provincia di Ancona. La sperimentazione ha
interessato un vigneto coltivato con cv. Chardonnay, vitigno caratterizzato dall’alta
sensibilita a Legno nero. Lo schema sperimentale adottato ha previsto nella “prova
preventiva”, 5 tesi (Kendal, FI dosel, FI dose 2, acqua ed il testimone non trattato),
ognuna delle quali con sette ripetizioni, distribuite in campo secondo il modello
sperimentale di blocco randomizzato. “La prova curativa’ ha interessato circa 35 piante
per ciascuno dei trattamenti, gli stessi della “prova preventiva”. I trattamenti sono stati
effettuati ogni due settimane da meta aprile sino a meta settembre 2018. Sono stati
effettuati tre rilievi sulla vegetazione (a giugno, luglio e settembre) per valutare la
percentuale di piante recovered. Inoltre, e stata valutata [’azione collaterale dei
formulati applicati nei confronti di infezioni di peronospora. Dall’elaborazione dei dati
risulta che i formulati hanno debolmente contribuito ad incrementare il fenomeno del
recovery nel 2018. Sono comunque risultate poche le nuove piante sintomatiche
comparse all’interno della prova “preventiva’. Infine, non sono state riscontrate
differenze significative per quanto riguarda il contenimento delle infezioni di
peronospora, ad eccezione delle applicazioni del Kendal, che sembra aver ridotto
I’incidenza della malattia. Le informazioni ottenute da tale prova dovranno essere
ulteriormente approfondite per ottenere conferme e nuove informazioni su cui lavorare,

in maniera da ottenere un mezzo sostenibile per il controllo del Legno nero della vite.



Abstract

ABSTRACT

Grapevine is one of the main crops at the Italian and European level, the production of
which can be strongly influenced by 'Candidatus Phytoplasma solani’, that is Bois noir
agent. There are currently no commercial formulations that can contain this disease. The
purpose of this research was to assess the effectiveness of biotic and abiotic resistance
inductors in both a "preventive" and "curative" trial. The tests were run in a vineyard of
the Moncaro Terre Cortesi winery, located in Castelplanio, in the province of Ancona.
The trials involved a vineyard grown with cv. Chardonnay, a cultivar characterized by
high sensitivity to Bois noir. The experimental scheme adopted provided in the
"preventive test", 5 treatments (Kendal, F1 dosel, F1 dose 2, water and the untreated
control), each with seven replicates, distributed in the field according to an experimental
model of randomized block. The "curative test" involved about 35 plants for each of the
treatments, the same as the "preventive test". Applications were carried out every two
weeks from mid-April until mid-September 2018. Three vegetation surveys were carried
out (in June, July and September) to assess the percentage of recovered plants. In
addition, the side activity of the formulations applied against peronospora infections was
assessed. Data elaboration showed that formulations weakly contributed to increasing
the recovery phenomenon in 2018. However, few new symptomatic plants appeared in
the "preventive" test. No significant differences were found in the containment of downy
mildew infections, with the exception of Kendal, which appear to have reduced the
incidence of the disease. The information obtained from this test will need to be further
investigated to obtain confirmations and new information to work on, in order to obtain

a sustainable means for the control of the grapevine Bois noir.
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1. INTRODUZIONE

1.1. LA COLTIVAZIONE DELLA VITE NELLE MARCHE

La viticoltura, che letteralmente significa “domesticazione della vite” ha una
storia lunga migliaia di anni, coinvolgendo diversi popoli sia in medio-oriente che nel
Bacino del Mediterraneo. Attualmente si ipotizzano per il genere Vitis tre grandi centri
d’origine: uno in America settentrionale con qualche estensione in America centrale e
meridionale; il secondo situato in Asia orientale, comprendente Nepal, Cina e Giappone,
con qualche estensione nella Malesia e in Australia; ed il terzo definito Euro-Asiatico, il
piu importante, comprendente Vitis vinifera.

In Italia, la viticoltura sarebbe giunta in Sicilia con i colonizzatori egeo-micenei e
si sarebbe successivamente diffusa lungo le coste meridionali; alla diffusione nel centro
e nel nord della penisola, avrebbero invece contribuito in massima parte gli Etruschi
(Fregoni, 2005).

L’Italia ¢ il primo produttore al mondo di vino con circa 54 milioni di ettolitri.
Perd, pur essendo la vite diffusa in tutte le regioni italiane, si sta assistendo ad una
proggressiva contrazione della superficie vitata che ¢ passata da 692.000 ha coltivati nel
2000 a 629.000 ha nel 2018 (ISTAT, 2018).

Per la produzione di vino si utilizzano principalmente vitigni nazionali, soprattutto
autoctoni; infatti, nonostante la riduzione della superficie vitata, il crescente successo dei
vini ottenuti da tali vitigni ha riguardato sia il mercato nazionale che internazionale.
Anche nelle Marche, la superficie vitata ha subito una contrazione negli ultimi anni,
infatti si ¢ passati dai 21.484 ettari coltivati del 2000 ai 17.563 ha del 2018. La
coltivazione della vite ¢ distribuita per circa 85 % in collina, per meta nelle province di
Ascoli Piceno e Fermo ed un quarto in quella di Ancona. Nella regione esiste un’ampia
variabilita genetica, con 206 varieta censite, ma i vitigni principalmente coltivati sono
Sangiovese, Montepulciano, Verdicchio e Trebbiano Toscano, che interessano piu del
70 % della superficie vitata, seguiti da Pecorino, Passerina, Biancame e Maceratino (a
bacca bianca), Vernaccia nera e Lacrima (a bacca nera). Accanto a questi, sono presenti
altri vitigni autoctoni di un certo interesse enologico e per 1 quali ¢ in atto un lavoro di
valorizzazione che, a partire dalla sperimentazione, coinvolge I’intera filiera (Romanazzi
et al., 2006). Inoltre, la viticoltura marchigiana presenta delle superfici investite con

vitigni internazionali (Chardonnay, Merlot, Sauvignon, Cabernet Sauvignon, Sirah, ecc.),
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coltivati con successo e inseriti in alcuni disciplinari di produzione.

Nelle Marche hanno ottenuto il riconoscimento della Denominazione di Origine
Controllata e Garantita (DOCG) cinque vini: la Vernaccia di Serrapetrona, il Conero
Riserva, il Verdicchio castelli di Jesi riserva, il Verdicchio di Matelica riserva e 1’Offida.
Oltre alle cinque DOCG, sono definite 15 aree a denominazione di origine controllata
(DOC): Bianchello del Metauro, Colli Maceratesi, Colli Pesaresi, Esino, Falerio dei Colli
Ascolani o Falerio, I Terreni di San Severino, Lacrima di Morro o Lacrima di Morro
d'Alba, Offida, Rosso Conero, Rosso Piceno, Serrapetrona, Verdicchio dei Castelli di Jesi
e Verdicchio di Matelica (Fig. 1), alle quali si sono recentemente aggiunte Pergola e San

Ginesio.
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Fig. 1 — Aree di produzione dei principali vini delle Marche (Quattrocalici, 2018).

I vigneti delle Marche sono generalmente disposti in filari secondo la sistemazione
arittochino, ovvero si estendono lungo le linee di massima pendenza, spesso caratterizzati
da inerbimento lungo I’interfila che agevola sia le operazioni di trattamento dei vigneti
che quella successiva di raccolta. La forma di allevamento preponderante ¢ la
controspalliera, spesso in passato in forma di “capovolto bilaterale”, caratterizzata da
potatura lunga e tralcio rinnovato. Negli ultimi anni, pero, si € registrata una inversione
di tendenza: 1 nuovi impianti sono indirizzati verso forme semplificate, che consentono
una maggiore meccanizzazione, permettendo di ridurre i costi di gestione e produzione e

allo stesso tempo garantire una coltivazione piu sostenibile senza trascurare 1’ottenimento
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di prodotti di migliore qualita. A sostegno della volonta di puntare su una viticoltura
sostenibile al 2017 la superficie vitata biologica e in conversione nelle Marche era di 5325

ha.

1.2. PRINCIPALI MALATTIE DELLA VITE

La vite, come altre specie, ¢ soggetta a diverse malattie, determinate da diversi
agenti patogeni (funghi, batteri, virus, viroidi e fitoplasmi) (Tab. 1). La manifestazione e
la gravita di tali malattie in genere varia in funzione del vitigno, dell’andamento climatico

e dell’ambiente di coltivazione.

Tab. 1 - Principali avversita della vite.

Fitoplasmosi Agente/i causale/i

Legno nero “Candidatus Phytoplasma solani”
Flavescenza dorata Fitoplasmi sottogruppi 16SrV-C e 16SrV-C
Malattie fungine Agente/i causale/i

Peronospora Plasmopara viticola

Oidio Erysiphe necator

Muffa grigia Botrytis cinerea

Mal dell’esca Phaeomoniella chlamydospora

Fomitipora mediterranea

Phaeoacremonium ultimum

Escoriosi Phomopsis viticola
Verticillosi Verticillium dahliae
Eutipiosi Eutypa lata
Marciume acido Lieviti e batteri vari
Marciume nero Guignardia bidwelli

Marciume radicale fibroso Armillarea mellea

Marciume radicale lanoso Rosellina necatrix
Batteriosi Agente causale
Malattia di Pierce Xylella fastidiosa




Capitolo 1 - Introduzione

Anche le ampelopatie causate dai virus sono numerose, alcune delle quali molto
gravi e, in genere, dannose per le produzioni viticole sia per la ridotta quantita delle uve
prodotte sia per la scarsa qualita dei vini da esse ottenuti. Inoltre, la presenza di alcuni
virus nel materiale di propagazione riduce drasticamente la percentuale di attecchimento
degli innesti ed ¢ probabilmente all’origine dei fenomeni di disaffinita di innesto (Martelli,
2017).

Tra le diverse malattie che attaccano la vite, negli ultimi decenni un ruolo sempre
piu importante ¢ ricoperto dalle fitoplasmosi o giallumi della vite, in particolare
Flavescenza dorata e Legno nero per il rilevante impatto sulla produzione sia da un punto

di vista quantitativo sia qualitativo (Belli et al., 2011).
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2. I GIALLUMI DELLA VITE

2.1. AGENTI CAUSALI

I fitoplasmi sono responsabili dei giallumi della vite. Questi agenti di malattia
sono organismi unicellulari fitopatogeni, privi di parete cellulare e con un diametro
variabile tra 0,1 e 1,2 micrometri. Appartengono alla classe Mollicutes, organismi con cui
condividono, oltre al pleomorfismo, anche un genoma di piccole dimensioni (600-1200
Kb), portato da un singolo cromosoma con un basso contenuto in G-C (20-30%) (Muto e
Osawa, 1987; Sears et al., 1989; Marcone et al., 1999).
All’interno delle cellule floematiche dell’ospite (Fig. 2), i fitoplasmi, essendo privi di
parete cellulare e avendo una membrana cellulare molto sottile, possono acquisire svariate

forme e dimensioni.

Fig. 2 — Sezione trasversale di vasi floematici in cui proliferano 1 fitoplasmi.

I fitoplasmi sono patogeni obbligati e in quanto tali non possono essere coltivati
in vitro. L’impossibilita di coltivare su substrati artificiali tali patogeni ne rende
difficoltoso I’individuazione delle caratteristiche biologiche e soprattutto i processi
patogenetici alla base dell’isorgenza della malattia. Attualmente, un ruolo fondamentale
nella costruzione degli inquadramenti filogenetici e tassonomici ¢ rivestito dall’analisi
comparativa di sequenze genomiche particolarmente conservate durante 1’evoluzione
come ad esempio quella codificante ’RNA ribosomico 16S (Lee et al., 1993; Namba et

al., 1993; Schneider et al., 1995). L’analisi del polimorfismo di lunghezza dei segmenti
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di restrizione (restriction fragments lenght polymorphism, RFLP), condotta sul gene
codificante la frazione 16S dell’RNA ribosomico (16SrRNA) ha consentito di costruire
una suddivisione dei fitoplasmi conosciuti in 15 gruppi ribosomici (gruppi 16Sr) ed al
loro interno un numero complessivo di circa 40 sottogruppi (Lee et al., 1998; Montano et
al.,2001).

Per una differenziazione piu fine dei fitoplasmi, sono utilizzati ulteriori marcatori
genetici come strumenti complementari quali 1 geni della proteina ribosomiale (rp), secY,
tuf, le sequenze delle regioni spaziatrici intergenetiche 16S-23S rRNA e geni codificanti
proteine di membrana (vmpl, stamp) (Cimerman et al., 2009; Lee et al., 1994; 2004a;
2004b; 2006; Martini et al., 2002; 2007; Murolo et al., 2010a; Schneider et al., 1997,
Smart et al., 1996). Di recente, mediante una restrizione virtuale, i gruppi sono diventati
25 (Wei et al., 2007). In base a tale tecnica due nuovi sottogruppi (16 SrXII-A20 e
16SrXII-A21) del gruppo XII sono stati trovati nelle Marche (Quaglino ef al., 2009).

Vista la mancanza di differenziazioni fenotipiche per questi patogeni non si puo
fare una classificazione basata su genere e specie ma si adotta la terminologia
“Candidatus” status. Affinche si possa introdurre un nuovo Candidatus Phytoplasma,
questo deve avere una omologia inferiore al 97,5% sul gene 16Sr rispetto a fitoplasmi gia
descritti (IRPCM, 2004). Tale limite ¢ stato fissato in quanto al di sotto di esso ¢ altamente
improbabile che gli organismi comparati condividano piu del 60-70% di omologia a
livello genomico e si tratta quindi di organismi correlati solo a livello di specie
(Stackebrandt e Goebel, 1994). Pero, si ¢ osservato che fitoplasmi con un’omologia
nucleotidica sul gene 16S che supera o eguaglia la soglia sopra indicata possano avere
delle caratteristiche molto differenti a livello biologico (vettori), e gamma di ospiti

vegetali e sintomatologia indotta.

2.2.  SINTOMATOLOGIA

Su vite sono stati segnalati fitoplasmi responsabili dei giallumi della vite,
appartenenti al gruppo ribosomico 16Srl, 16SrIlIl, 16SrV, 16SrX, 16SrXII in diverse parti
del mondo (Tab. 2). I fitoplasmi pit comunemente ritrovati in Italia sono quelli
risponsabili della “Flavescenza dorata” (FD) e “Legno nero” (LN), che manifestano una
convergenza del quadro sintomatico e solo 1’applicazione di tecniche bio-molecolare

possono rilevarne e definirne 1’agente patogeno.
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Tab. 2 — Fitoplasmi identificati su vite nel modo

australiana)

Gruppo “Candidatus specie” (nome) Distribuzione geografica
ribosomico
16SrI-A “Candidatus Phytoplasma asteris” Usa (Virginia), Canada
(big bud del pomodoro)
16SrI-B “Ca. P. asteris” (giallume dell’astro) Italia, Cile, Sud Africa
16SrI-C “Ca. P. asteris” (fillodia del trifoglio) Italia, Cile
16SrlI-A “Ca. P. asteris” (ingrossamento dei | Australia
germogli del pomodoro)
16SrII-B “Ca. P. aurantifolia” (scopazzo della lima | Sud Africa
acida)
16SrIlI “Ca. P. pruni” (malattia X delle drupacee) | Italia, Israele
16SrIII-1 “Ca. P. pruni” (malattia X delle drupacee) | Usa (Virginia)
16SrV-A “Ca. P. ulmi” (giallume dell’olmo) Italia
16SrV-C Flavescenza dorata (FD-C) Italia, Francia, Austria,
Svizzera, Serbia, Slovenia,
Croazia, Ungheria,
Romania
16SrvV-D Flavescenza dorata (FD-D) Italia, Francia, Spagna,
Portogallo, Austria,
Slovenia, Croazia
16SrX-B “Ca. P. prunorum” (giallume europeo | Ungheria, Serbia
delle drupacee)
16SrXII-A | “Ca. P. solani” (legno nero) Ue, Israele, Ucraina,
Serbia, Bosnia &
Erzegovina, Cile, Turchia,
Canada, Sud Africa, Iran,
Cina, Libano, Giordania
16SrXII-B | “Ca. P. australiense” (giallume della vite | Australia, Nuova Zelanda
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I sintomi possono comparire molto precocemente, subito dopo la ripresa
vegetativa, causando un germogliamento ridotto ed irregolare, caratterizzato dalla
presenza di molte gemme cieche sui capi a frutto lasciati dopo la potatura, evidente anche
se 1 tralci sono ben formati (Morone et al., 2000). Le foglia attaccate precocemente si
presentano di dimensioni minori rispetto a quelle normali; mostrano arrotondamento dei
bordi, aspetto luccicante e hanno diversi punti di rottura tanto che al tatto risultano essere
scricchiolanti e molto fragili. L’apice dei germogli tende a necrotizzare e si atrofizza,
comportando I’arresto della crescita; nei casi piu gravi dissecca e cade in corrispondenza
dei sottostanti nodi. Le infiorescenze attaccate imbruniscono rapidamente e gradualmente
cadono a terra insieme alla parte apicale del germoglio. L effetto di tali sintomi provoca
un grave deperimento della pianta che aumenta con il progredire della stagione estiva.
Questi sintomi si manifestano chiaramente gia a distanza di 20-40 giorni dall’inizio del
germogliamento della vite. L’intensita del danno varia in funzione della suscettibilita
varietale e puo coinvolgere tutti i germogli, oppure limitarsi ad alcuni tratti del cordone
permanente.

A partire dall’inizio dell’estate, si manifestano 1 sintomi che classicamente sono
riconducibili ai giallumi della vite: le foglie presentano alterazioni cromatiche evidenti
(Fig. 3), necrosi nervali e consistenza coriacea, e gli acini si disidratano sui grappoli
oppure, con il passare del tempo, disseccano e cadono. Verso settembre-ottobre, con
I’avanzare della stagione vegetativa, la manifestazione dei sintomi si acuisce e diventa
inconfondibile. La crescente presenza di sintomi riscontrabili sulla vegetazione
corrisponde a profonde modificazioni dei principali processi fisiologici della pianta, come
fotosintesi, traspirazione e metabolismo degli zuccheri (Bertamini et al., 2002; Endeshaw
et al., 2012). Le modificazioni a carico dei processi fisiologici della pianta determina,
specialmente nei tralci maggiormente colpiti, una lignificazione non regolare. Si osserva
quindi un processo di agostamento incompleto, con parziale lignificazione di internodi e
nodi. Tale condizione diventa facilmente osservabile dopo la caduta delle foglie. La
mancata o incompleta lignificazione dei tralci li sottopone ad alti rischi di
danneggiamento durante il periodo invernale, compromettendo in tal modo la ripresa

vegetativa dei tralci colpiti.
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Fig. 3 — Foglie di vite accartocciate, che assumono una conformazione a triangolo.

2.3. LEGNO NERO

2.3.1. Fitoplasma

Il legno nero (LN) della vite ¢ associato al fitoplasma del gruppo dello stolbur
(16SrXII-A), recentemente classificato come ‘Candidatus Phytoplasma solani’
(Quaglino et al., 2013), presente in tutta Europa e in Asia Minore (Ember ef al., 2018;
Pierro et al., 2019). In Italia sono numerose le ricerche che hanno confermato la presenza
di fitoplasmi associati al Legno nero in tutte le regioni italiane (Albanese et al., 1996,
1997, 2006; Alma e Conti, 2002; Belli ef al., 1997; Belli et al., 2010; Bertaccini et al.,
1999; Bisognin et al., 2002; Conti, 2001; Credi et al., 2001; D’Ascenzo et al., 2005; Di
Terlizzi et al., 1993; Frausin, 2000; Granata, 1982; Marcone et al., 1997, 2000; Marzachi
et al., 2001; Morone et al., 2000; Romanazzi et al., 2007a; Sfalanga et al., 1999, 2001;
Silletti et al., 2008; Murolo e Romanazzi, 2015).

Studi condotti in Germania hanno permesso di differenziare, sulla base del gene
tuf tre ceppi di fitoplasmi, indicati come tuf-a, -b, -c, appartenenti al gruppo dello stolbur,
rintracciati in vite ed in campioni di Hyalesthes obsoletus (Signoret), vettore della

malattia (Maixneir, 1994; Sforza et al., 1998) e di correlarli a fitoplasmi individuati in tre
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tipi di piante erbacee, ospiti del vettore, quali Convolvulus arvensis, Urtica dioica e

Calystegia sepium (Langer et al., 2003) (Fig. 4).

Fig. 4 — Foto di Urtica dioica (sinistra) e Convolvolus arvensis (destra).

Tutti 1 tipi di tuf, in particolare fuf-a e fuf-b, sono presenti in Italia, ma con diversa
prevalenza regionale (Pasquini et al., 2007; Romanazzi e Murolo, 2008a; Silletti et al.,
2008; Murolo e Romanazzi, 2015). Altri geni come quelli delle proteine ribosomiali,
SecY, Stamp, vmpl, meno conservati, vengono utilizzati accanto al gene tuf per
un’ulteriore caratterizzazione degli isolati Stolbur (Fabre et al., 2011; Pacifico et al.,
2009). Lo studio della variabilita dei geni SecY, Stamp e vmp1, non solo ¢ utilizzato a fini
diagnostici, ma consente anche la differenziazione dei ceppi (Murolo et al., 2010, 2014).
Inoltre, le proteine di membrana svolgono un ruolo centrale nei meccanismi molecolari
delle interazioni ospite-fitoplasmi e specificita vettore e quindi sono soggetti ad una

selezione positiva, che in genere porta ad una elevata variabilita genica (Maixner, 2011).

2.3.2. Vettore

Hyalesthes obsoletus ¢ un insetto Omottero auchenorrinco appartenente alla
famiglia dei Cixiidi, diffuso in tutta Europa e in tutto il bacino del Mediterraneo. I Cixiidi
sono una famiglia complessa dal punto di vista sistematico, non sempre semplici da
identificare. Hanno il capo piuttosto piccolo, non prolungato in avanti, con occhi globosi,
ali membranose, trasparenti, spesso con macchie nero-brune lungo le venature e zampe
con tibie posteriori prive di sperone mobile (Alma, 2008). In Italia ¢ stato trovato per la

prima volta nel secolo scorso (Ferrari, 1985) ed ¢ stato segnalato su piu di 50 specie
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vegetali anche se vive preferenzialmente su ortica, convolvolo, lavanda e sulla vite
sopravvive solo alcuni giorni (Pavan, 1989; Sforza et al., 1998). H. obsoletus & una specie
monovoltina, quindi compie un solo ciclo durante 1I’anno: sverna principalmente come
ninfa di terzo stadio mentre le ninfe di quarto e quinto stadio si trovano a fine aprile-primi
di maggio. Le forme giovanili, di colore bianco candido, sono facilmente riconoscibili
perché ricoperte di secrezioni cerose. Durante il periodo autunnale gli stadi giovanili
vivono nel sottosuolo a livello delle radici delle piante ospiti (soprattutto ortica) e sono
presenti sul colletto o nei primi centimetri di terreno, mentre durante 1’inverno sono
presenti a maggiore profondita, a seconda della temperatura, in terreni inerbiti o poco
lavorati e ricchi di scheletro. Gli adulti compaiono ad inizio giugno e rimangono attivi
fino alla seconda decade di settembre e si possono ritrovare sul cotico erboso, sulle
capezzagne o sui bordi del vigneto soprattutto su piante di ortica e convolvolo. La
deposizione delle uova inizia verso la meta di luglio e prosegue fino a meta settembre.
Anche indagini svolte nelle Marche hanno evidenziato la presenza di “Ca. P.
solani” in H. obsoletus ed altri potenziali vettori (Riolo et al., 2006). Molte altre specie
di insetti auchenorrinchi sono stati trovati infetti da tale patogeno, come Reptalus panzeri
(Low) (Palermo et al., 2004; Botti et al., 2005; Jovi¢ et al., 2007), che recentemente ¢
stato annoverato ufficialmente tra i vettori (Cvrkovi¢ et al., 2014), e Reptalus
quinquecostatus (Dufour), Hyalesthes Iuteipes (Fieber) (Trivellone et al., 2005),
Pentastiridius beieri (Wagner) (Gatineau et al., 2001), che rappresentano potenziali

vettori, il cui ruolo nella diffusione del LN della vite non € ancora stato dimostrato.

Fig. 5 — Hyalesthes obsoletus: adulto, visto dorsalmente.
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2.3.3. Controllo del Legno nero

La prevenzione delle infezioni rappresenta la piu valida strategia di difesa contro

tale ampelopatia. Essa si basa eesenzialmente su misure di lotta agronomica. Sono noti

alcuni interventi che possono essere messi in atto per limitare la diffusione di LN e talora

anche di ridurre la gravita dei sintomi. Tali interventi sono generalmente pratiche

ecosostenibili e caratterizzate da bassi costi, che pero non hanno un effetto risolutore. Tra

questi mostrano particolare interesse:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

la spollonatura delle viti, pratica che consiste nell’eliminazione dei ricacci basali,
in quanto questi costituiscono fonte di nutrimento preferenziale per i vettori ed in
particolar modo per le specie che si nutrono anche su piante erbacee, come H.
obsoletus;

la gestione dell’inerbimento naturale nel vigneto al fine di evitare la presenza di
piante spontanee in grado di ospitare il vettore e fungere da serbatoio per il
fitoplasma;

non sfalciare o trattare con erbicidi la vegetazione spontanea di capezzagne e fossi
durante il periodo estivo per evitare che gli adulti del vettore si spostino sulla vite;
effettuare 1’inerbimento artificiale che consente la semina mirata di una o piu
essenze, che scelte opportunamente non favoriscono la presenza nel vigneto di
piante erbacee possibili ospiti di fitoplasmi e di cicaline polifaghe potenziali
vettori;

il controllo della flora spontanea dei vigneti abbandonati, che possono contenere
viti e piante di altre specie infette e quindi fungere da sorgenti di infezione per i
vettori,

la scelta varietale, ovvero per quanto possibile e in funzione dell’ambiente di
coltivazione prediligere nell’impianto di un nuovo vigneto vitigni meno sensibili
all’infezione;

le barbatelle dovranno essere state controllate dal punto di vista sanitario ed essere
esenti da infezioni;

la limitazione delle concimazioni azotate in vigneto, poiché si ¢ constatato che
I’eccessivo rigoglio vegetativo predispone le piante alle infezioni da LN e da altre
fitoplasmosi, verosimilmente perché le rende piu attrattive per gli insetti vettori,

in particolare per quelli occasionali;
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9) la capitozzatura delle viti malate: in questo caso ¢ preferibile ricorrere ad una
capitozzatura bassa, ovvero all’asportazione totale del tronco a circa 50 centimetri
dal suolo, in quanto questa risulta essere piu efficace rispetto alla capitozzatura
alta nella quale andiamo ad eliminare una porzione di chioma molto inferiore
(Reggiani e Credi, 2010).

A livello sperimentale, buoni risultati sono stati ottenuti anche con I’estirpazione
controllata e lo strattonamento delle viti (Romanazzi e Murolo, 2008b). Il trattamento con
acqua calda sembra essere una strategia efficiente per ridurre il rischio di eventuali

infezioni all’interno del materiale di propagazione (Maixner, 2011).

2.4. RECOVERY E STRATEGIE DI LOTTA CONTRO LE FITOPLASMOSI DELLA VITE

A differenza di altri agenti di malattia che interessano la vite per i quali sono
presenti sul mercato formulati, per le fitoplasmosi e in particolare per il Legno nero (LN)
da anni si ¢ alla ricerca di formulati naturali o di sintesi che possano amplificare il
fenomeno del recovery (Romanazzi et al., 2009c, 2013). Il recovery ¢ definito come la
remissione spontanea dei sintomi (Caudwell, 1991; Loi et al., 2002; Osler ef al., 1993;
Schmid, 1965), recuperando la produttivita e riuscendo a produrre come le piante sane.
Spesso si utilizzano 1 termini remissione e recovery come sinonimi. Tuttavia, ¢
ragionevole fare una distinzione tra i due fenomeni. La remissione potrebbe essere
definita come una temporanea scomparsa dei sintomi o un periodo di infezione latente,
mentre la scomparsa permanente dei fitoplasmi da piante precedentemente infettate ¢
definito come recovery vero e proprio (Maixner, 2011).

In vite, tale fenomeno ¢ stato osservato, con incidenza diversa a seconda della
varieta e dell’areale di indagine, su Chardonnay affetto da FD in Friuli-Venezia Giulia,
Montepulciano e Sangiovese nelle Marche e Abruzzo, Primitivo e Cabernet franc in
Puglia, Chardonnay, Moscato bianco, Vermentino e Vernaccia in Sardegna infetti da LN
(Garau et al., 2004, 2007b; Osler et al., 1993; Romanazzi et al., 2007b). In viti recovered
generalmente 1 tentativi di individuare il fitoplasma nella chioma sono falliti (Carraro et
al.,2004; Morone et al. 2007; Musetti et al., 2007). Recentemente Landi ef al. (2019), ha
dimostrato che nelle radici piante recovered ¢ stato possibile verificare la presenza
di ’Ca.P. solani’, utilizzando pero un protocollo di amplificazione basato su qPCR.

Il fenomeno naturale ha una frequenza casuale, ma puo essere favorevolmente
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influenzato dal trattamento con elicitori che possono indurre o potenziare le difese della
pianta. Numerose sostanze, naturali o di sintesi, sono note per la capacita di indurre
resistenza (Romanazzi et al., 2009¢).

Due analoghi funzionali dell’acido salicilico, 1’acido isonicotinico (INA) e il
benzotiadiazolo (BTH o acibenzolar-S-methyl), sono noti induttori di resistenza sistemica
acquisita (SAR) (Schreiber e Desveaux, 2008), in numerose combinazioni pianta
patogeno. Inoltre, sono note applicazioni di chitosano su vite (Romanazzi et al., 2002,
2006b), di Fosetyl-Al contro patogeni delle pomacee (Oostendorp et al., 2001) e in
pervinca infetta da fitoplasmi (Prati et al., 2004) e di due diversi prodotti commerciali a
base di glutatione e oligosaccarine (Kendal, Valagro Italia e Olivis, Agrisystem Italia,
rispettivamente) utilizzati in viti infette da LN (Garau et al., 2007a; Romanazzi et al.,
2010). In differenti condizioni pedoclimatiche, prove di campo effettuate nelle Marche
hanno permesso di ottenere risultati promettenti soprattutto con formulati a base di
glutatione e oligosaccarire in miscela e acibenzolar-S-methyl (Romanazzi et al., 2009a;
Romanazzi et al., 2010; Romanazzi et al., 2013).

Per la valutazione dell’induzione di resistenza ¢ necessario indagare sull’effetto
del trattamento con elicitori o sull’esposizione a stress abiotici su alcuni processi
fisiologici della pianta e monitorare 1’espressione genica delle proteine coinvolte. Gli
studi finora condotti relativi alle molecole responsabili dell’interazione della pianta con
il fitoplasma, analogamente a quanto gia ampiamente dimostrato per altri agenti
fitopatogeni, in particolare funghi e batteri, evidenziano un coinvolgimento delle proteine
PR (Junqueira et al., 2004), di composti fenolici (Zhong e Shen, 2004) e di alcuni
perossidi (Musetti et al., 2004, 2005, 2007) che generalmente incrementano la loro
produzione in piante infette. Altre molecole sono risultate coinvolte nei meccanismi di
difesa, come proteine normalmente prodotte in risposta a stress da metalli pesanti
(Carginale et al., 2004; Hall et al., 2002). In recenti ricerche effettuate presso I’Universita
Politecnica delle Marche ¢ stato possibile verificare come una serie di geni di difesa attivi
in piante sintomatiche (B-1,3-glucanasi, chitinasi classe III, fenilalanina ammonioliasi e
flavone 3-idrossilasi) e recovered (chitinasi classe I11, fenilalanina ammonioliasi, calcone
sintasi) possano modificare la loro espressione in relazione alle cultivar di vite, alla
suscettibilita delle cultivar rispetto al Legno nero e allo stadio fenologico (Landi e

Romanazzi, 2011).
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3. OBIETTIVI DELLA RICERCA

La vite nella regione Marche ¢ una cultura particolarmente importante per
I’economia della regione stessa. Un fattore limitante nella produzione di uve di elevata
qualita ¢ rappresentato dalle fitoplasmosi, in particolare per le varieta altamente
suscettibili (Endeshaw et al., 2012; Ember et al., 2018). 11 LN della vite, pur non essendo
annoverata tra le malattie da quarantena, come la Flavescenza dorata, puo pregiudicare la
produzione sia a livello quantitativo, qualitativo e anche ridurre la carriera produttiva di
un vigneto commerciale. Considerando che non esistono al momento strategie dirette,
ufficialmente riconosciute per il controllo delle fitoplasmosi, sulla base di
sperimentazioni pregresse ¢ dei risultati promettenti (Romanazzi et al., 2009b;
Romanazzi et al., 2013) sono stati selezionati una serie di formulati da applicare sia in
fase preventiva che curativa su piante cv. Chardonnay per il controllo del LN della vite.
La prova sperimentale ¢ stata strutturata nelle seguenti fasi:

e scelta del campo oggetto della sperimentazione e adozione di uno schema
sperimentale basato sul criterio dei blocchi randomizzati;

e applicazione dei formulati sia in fase preventiva che curativa;

e rilievi sulla vegetazione per verificare presenza e gravita del LN;

e rilievo sulla vegetazione per verificare I’eventuale azione collaterale nel controllo di
infezioni di Plasmopara viticola;

e claborazione dei dati raccolti attraverso 1’applicazione di modelli statistici;

e raccolta di campioni vegetali, estrazione del DNA e analisi biomolecolari per la

diagnosi di ‘Candidatus Phytoplasma solani’, agente del LN della vite.
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4. MATERIALI E METODI

4.1. CARATTERISTICHE DEL VIGNETO OGGETTO DI STUDIO

Le prove sono state condotte presso un vigneto dell’azienda vitivinicola Moncaro
Terre Cortesi, ubicato a Castelplanio (AN). Il vigneto ha una superficie di circa 1,45 ha
ed ¢ coltivato con cv. Chardonnay ed ¢ posto a circa 217 m s.L.m. Il sistema di allevamento
¢ il Guyot bilaterale con un sesto di impianto di 1 X 2,6 m, I’interfilare ¢ inerbito. Il
vigneto non ¢ irriguo e le fertilizzazioni sono frazionate, la prima effettuata dopo la

vendemmia e le successive in primavera ed estate (Fig. 6).

Fig. 6 A - Vigneto sperimentale dell’ Azienda Moncaro Terre Cortesi a Castelplanio
(AN) (Google Earth); B - Vigneto commerciale in fase vegetativa.
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4.2. SCHEMA SPERIMENTALE

La sperimentazione ha previsto una “prova preventiva” ed una “curativa”. In
quella preventiva sono state previste cinque tesi (acqua, Kendal, F1 dosel, F1 dose2 e
controllo non trattato). Ogni tesi della prova preventiva comprendeva 30 piante e 7
repliche (210 piante per tesi) (Fig. 7).

Per la prova curativa sono state invece individuate 35 piante sintomatiche, in base
al rilievo dell’anno precedente, per ciascuna delle 4 tesi previste (acqua, Kendal, F1 dose

1, F1 dose 2) (Fig. 7). Ogni colore riportato nella mappa corrisponde ad un diverso
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Fig. 7 — Mappa del vigneto in cui € avvenuta la sperimentazione. Nel riquadro rosso ¢

evidenziata la porzione di vigneto investita dalla prova preventiva; nella restante parte del
vigneto sono state individuate le piante sintomatiche utilizzate nella prova curativa. I
diversi colori sono riferiti ai diversi trattamenti applicati. D = Kendal, .= F1 dose 1,

|:| =F1 dose 2, . = acqua, |:| = controllo non trattato.

L’applicazione dei formulati ¢ stata eseguita ogni due settimane, da meta aprile a
meta settembre 2018 (18 aprile, 10 maggio, 21 maggio, 07 giugno, 18 giugno, 2 luglio,
16 luglio, 31 luglio e 19 settembre). I trattamenti sono stati distribuiti irrorando le viti con
un volume equivalente a 1.000 litri/ha. I trattamenti sono stati eseguiti con una irroratrice
a spalla modello Honda GX 25, 25cc, con motore a 4 tempi e potenza di kW 0,81 (CV1,1).
La pressione massima ¢ di 25 bar (2,5 Mpa) e la sua regolazione avviene tramite comando

manuale a manopola con 5 posizioni impostate da 5 a 25 bar. La portata massima ¢ di 7,1
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I/minuto, la lancia ¢ provvista di 2 spruzzatori e valvola di erogazione con sfera a
comando a leva.

Le principali malattie fungine (peronospora, oidio, muffa grigia) sono state
controllate dall’azienda concordando un calendario di interventi in modo che non ci
fossero sovrapposizioni ¢ comunque rispettando un periodo sicurezza di almeno tre

giorni.

4.3. DATI CLIMATICI
Sono stati registrati i dati climatici, relativi a precipitazioni (mm), umidita relativa
(%) e temperatura (°C) media, massima e minima, mediante la stazione meteo del

Servizio Agrometeorologico ASSAM, situata a Castelplanio (AN).

4.4. RILIEVO DEI SINTOMI ASCRIVIBILI A LEGNO NERO

Nel campo sperimentale oggetto della prova, sono stati effettuati tre rilievi (13
giugno, 16 luglio e 28 settembre 2018) per registrare i sintomi di legno nero della vite,
andando ad annotare su mappa bidimensionale la presenza/assenza del sintomo per
ciascuna delle piante oggetto della prova preventiva e curativa. Nel rilievo ¢ stata
registrata non solo la presenza/assenza dei sintomi, ma ¢ stato anche attribuito un valore
da 1 a 4 secondo una scala empirica che descrive ’entita dei sintomi riscontrati sulla
pianta (Murolo et al., 2014).

I dati raccolti sono stati sottoposti ad elaborazione statistica e sono state calcolate
le medie e la deviazione standard per ciascuna delle tesi prese in esame. Infine, ¢ stata
condotta 1’analisi della varianza (ANOVA) e le medie sono state separate con il test di

Tukey, secondo il livello di probabilita P < 0,05

4.5. VALUTAZIONE DELLE INFEZIONI DI PERONOSPORA SULLE FOGLIE

E’ stata valutata I’attivita collaterale dei formulati anche per la prevenzione di
infezioni di Plasmopara viticola, agente della peronospora della vite. La valutazione delle
infezioni della peronospora della vite ¢ stata effettuata su tutte le viti di ogni trattamento
della prova preventiva, andando a considerare 100 foglie selezionate casualmente per
pianta. Il primo rilievo ¢ stato effettuato intorno al 13 giugno, periodo in cui sono iniziate

a comparire le prime “macchie d’olio”, mentre il secondo ¢ stato condotto il 18 luglio. I
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dati raccolti sono serviti per calcolare gli indici patometrici: gravita, incidenza e indice di
McKinney. Per stimare la gravita della malattia sulle foglie, ¢ stata applicata una scala
empirica composta da 11 livelli di malattia: da 0 (foglia non infetta) a 10 (oltre il 90%
della superficie foglia interessata dai sintomi) (Romanazzi et al., 2016). L'incidenza della
malattia ¢ stata espressa come percentuale di foglie infette. L'indice di infezione (o indice
di McKinney), che incorpora sia l'incidenza che la gravita della malattia, ¢ stato espresso
come media ponderata della malattia rispetto alla classe piu alta.

I dati sono stati sottoposti all'analisi della varianza e le medie sono state separate

mediante ANOVA e test di Tukey (P < 0.05) (Statsoft, Tulsa, OK).

4.6. RACCOLTA DEI CAMPIONI VEGETALI E ANALISI BIOMOLECOLARI

La raccolta dei campioni ¢ stata effettuata il 28 settembre 2018 in concomitanza
dell’ultimo rilievo. Durante il campionamento, sono stati raccolti casualmente 70
campioni, dai diversi trattamenti, 40 da piante sintomatiche e 39 da piante recovered. I
campioni prelevati sono stati sottoposti ad analisi biomolecolare per rilevare la presenza
di ‘Ca. P. solant’, agente di LN.

Ogni campione era costituito da 5 foglie. Per evitare la contaminazione, le foglie
sono state raccolte con guanti. I campioni raccolti sono stati conservati in sacchetti di
plastica sterile e conservati in una borsa termica fino a quando sono arrivati in laboratorio

per ulteriori analisi.

4.7. ANALISIMOLECOLARE PER IL RILEVAMENTO ‘CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANY’

I campioni giunti in laboratorio sono stati sottoposti a un lavaggio in una soluzione
di acqua distillata e Tween alla concentrazione dello 0,1% per 1 min e 30 s e
successivamente sono state lavate con acqua corrente. Poi sono stati asportati 1 piccioli
da cui sono stati prelevati circa 0,5 g. Questi sono stati macerati in un mortaio in 5 ml di
tampone di estrazione a base di CTAB 3% (100 mM Tris-HCL, 250 mM NaCl, 100 mM
EDTA) in presenza di un antiossidante (Na>S>0Os), seguendo il protocollo modificato da

Murolo et al. (2014) per campioni di vite (Fig. 8).
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1. Osservazione sintomi / Raccolta dei campioni

3.Lavaggio con cloroformio e precipitazione degli acidi nucleici
in isopropanolo

Fase acquosa:
DNA

Pellet

Fig. 8 — Sintesi del procedimento adottato per 1’estrazione del DNA totale da foglie di

vite.
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Le provette, contenenti il succo grezzo, sono state poste ad incubare a 65°C per
circa 20-30 min, successivamente ¢ stata effettuata una centrifugazione a bassa velocita
(5000 rpm) per favorire la sedimentazione delle parti piu grossolane e sono stati prelevati
700-800 pul del sovranatante, a cui ¢ stato aggiunto un ugual volume di cloroformio. Le
provette ripetutamente ed energicamente agitate su vortex, sono state centrifugate a 10000
rpm per 8 min, successivamente ¢ stato recuperato il sovranatante (circa 600 pl) a cui €
stato aggiunto un ugual volume di isopropanolo. Le provette, dopo essere state agitate
delicatamente, sono state lasciate a 4°C per 10 min e successivamente centrifugate a
12000 rpm per 15 min. Infine, dalle provette ¢ stata allontanata la fase liquida ed ¢ stato
fatto asciugare il pellet, che ¢ stato risospeso in 60 pl di acqua sterile. I campioni sono
stati conservati a -20°C in attesa di essere analizzati in PCR.

Il DNA totale estratto, ¢ stato sottoposto ad amplificazione generica utilizzando
una prima coppia di primer universali per i fitoplasmi (P1/P7). A questa prima reazione di
amplificazione effettuata con i primer universali, ¢ seguita una seconda PCR (nested-PCR)
che ha utilizzato come templato ’amplificato ottenuto nella prima PCR (diluito 1:30) e la
coppia di primer fStol/rStol (Maixner et al., 1995; Tab. 3) specifici per fitoplasmi appartenenti
al gruppo 16Sr XII. Il programma di amplificazione impostato prevedeva: 5 min di
denaturazione a 95°C; 35 cicli di 1 min a 95°C, 1min a 58°C e 1 minuto a 72°C; piu un

ciclo finale di 7 min a 72°C.

Tab. 3 - Sequenze di primer specifici per fitoplasmi appartenenti al gruppo 16SrXII.

Primers Sequenze del primer (5'3'") Frammenti (bp)
rStol AGA TGT GAC CTATTT TGG TGG 500
fStol GCC ATC ATT AAGTTG GGG A 500

Aliquote (10 pl) del prodotto di amplificazione sono state caricate su gel all'1,5%
di agarosio (Molecular Biology Certified Agarose, Bio-Rad Laboratories) e fatte correre in
tampone TAE (45 mM di Tris-borato; 1 mM EDTA, pH 8,0) a 110 Volts per 10 min in
camera elettroforetica per gel orizzontale sommerso (Bio-Rad Laboratories). Per la stima
delle dimensioni dei prodotti di amplificazione ¢ stato utilizzato come standard il 100 pb

DNA Ladder (New England Bio-Labs, Beverly, USA) che origina 12 bande di dimensioni
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da 100 a 1500 pb. I gel, precolorati con GelRed 10,000x (Biotium), sono stati visualizzati
e acquisiti mediante Gel Doc 1000 (Bio-Rad Laboratories).
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5. RISULTATI

L’andamento climatico della stagione vegetativa 2018, relativo a Castelplanio
(AN), zona in cui ¢ avvenuta la sperimentazione ed era posizionata la stazione meteo
dell’ASSAM, ¢ rappresentato nel grafico sottostante (Fig. 9). In particolare ,sono stati
estrapolati i dati relativi al periodo che va da inizio maggio a inizio ottobre. Come si
evince dal grafico, nel periodo compreso tra la prima decade di maggio e la prima di
giugno, la zona interessata ¢ stata soggetta ad un periodo quasi continuo di piogge, con
valori di umidita relativa abbastanza alti e una temperatura media che in questo lasso di

tempo ¢ variata da 16 °C a 22°C.

I Precipitazioni (mimn) ——Temperatura (°C) minima ~——Temperatura (*C) massima

Precipitazioni (mm)
Temperatura (°C)

Fig. 9 — Andamento climatico registrato presso Castelplanio (AN) durante il periodo

primaverile-estivo del 2018 (dati Servizio AgroMeteo, ASSAM, 2019).

I1 periodo estivo ¢ stato caratterizzato da alcuni fenomeni piovosi, distribuiti in
modo irregolare che possono essere considerati nella norma per il territorio. Durante il
periodo estivo le temperature medie non sono salite sopra 1 30 °C.

Il periodo di fine agosto e inizio settembre, corrispondente al periodo della
vendemmia, ¢ stato caratterizzato da eventi piovosi di forte intensita, collegati ad un

parziale abbassamento delle temperature, la cui media si ¢ attesta attorno ai 20 °C.
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L’ultima decade di settembre e la prima di ottobre sono state caratterizzate da
piogge di forte intensita, accompagnate da un ulteriore abbassamento delle temperature.
Possiamo perd dire che in linea generale, le condizioni metereologiche non si sono

discostate dalle condizioni medie dalla zona presa in considerazione.

5.1. VALUTAZIONE DEI SINTOMI ASCRIVIBILI A LEGNO NERO
Sono stati effettuati tre rilievi sull’intero vigneto, in particolare durante il primo
rilievo (13/06/18) sono state individuate 64 piante su 5207 che mostravano sintomi

ascrivibili a LN, con un'incidenza del 1,2% (Fig. 10A, B).

Fig. 10 — Vigneto di cv. Chardonnay (Castelplanio, AN) in cui ¢ stata effettuata la
sperimentazione (A); Sintomi di legno nero (LN) a carico delle foglie che assumono

alterazioni cromatiche e morfologiche (epinastia) (B).
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Le piante sintomatiche hanno mostrato inizialmente solo qualche foglia
sintomatica per tralcio e quindi una bassa gravita della malattia. Le foglie sintomatiche
avevano una colorazione verde pallido e iniziavano a presentarsi con il margine ripiegato
verso il basso. La maggior parte delle piante rilevate appartenevano alla classe 1 (67 %)
e alla classe 2 (33 %) (Fig. 10B).

Durante il secondo rilievo (16/07/2019), sono state registrate 279 piante con
sintomi tipici di LN con un tasso di infezione del 5,3%. Le piante erano caratterizzate da
un ingiallimento piu evidente delle foglie che assumevano la conformazione accartocciata
in modo piu pronunciato. In alcuni casi erano evidenti anche sui frutti alterazioni come
disidratazione dei grappoli. La maggior parte delle piante sintomatiche apparteneva alla
classe 2 (43%), seguite dalla classe 3 (25%) e classe 1 (24%) e infine una modesta
percentuale rientrava nella classe 4 (9%).

Un ultimo rilievo ¢ stato effettuato il 28 settembre, durante il quale 373 piante

sono state identificate con sintomi di LN, con un tasso di infezione del 7% (Fig. 11).

Fig. 11 — Principali sintomi riscontrati su foglie e grappoli nel rilievo del 28/09/2018.

25



Capitolo 5 - Risultati

A settembre i sintomi risultavano essere molto chiari, con le foglie che
presentavano accartocciamento marcato dei lembi, ingiallimenti e necrosi dei tessuti (Fig.
11 A, B). In alcuni casi sono stati individuati i soli piccioli attaccati ai tralci e il lembo
fogliare si era staccato preventivamente; inoltre sono stati notati tralci non lignificati e
pustolette necrotiche. La maggior parte delle piante sintomatiche appartiene alla classe 2
(44%) e classe 3 (25%), seguita da quelle di classe 1 (17%) e dalla classe 4 (14%) (Fig.
11). Anche sui grappoli sono stati notati fenomeni di disidratazione e in alcuni casi anche
di disseccamento (Fig. 11 C). Di seguito si riportano i risultati relativi alle prove

preventiva e curativa.

5.1.1. Prova preventiva
La prova preventiva prevedeva 210 piante per ciascuna delle tesi trattate.
L’efficacia dei trattamenti ¢ stata valutata andando a conteggiare le piante che hanno

mostrato 1 sintomi per la prima volta nel 2018 (Tab. 4).

Tab. 4 - Risultati della prova preventiva, effettuata su 210 piante, andando ad applicare
diversi formulati (Kendal, F1 dosel e F1 dose2) e a rilevare la presenza di sintomi

ascrivibili a legno nero (LN) in tre momenti della stagione vegetativa.

Nuove piante sintomatiche (n.)
Formulati nei rilievi
13/06/2018 16/07/2018 28/09/2018

Kendal 3 6 10

F1 (dose 1) 4 9 8

F1 (dose 2) 0 3 3
Acqua 4 7 9
Non trattato 2 5 6
Totale 13 20 36

Durante il rilievo del 13 giugno 2018, ¢ stata riscontrata la presenza di 13 piante
sintomatiche, di cui 3 nella tesi trattata con Kendal, 4 viti trattate con F1 (dose 1), 4 piante

trattate con acqua, 2 piante nel non trattato e nessuna in quello trattato con F1 (dose 2).
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Nel rilievo di luglio, sono state registrate 6 nuove piante sintomatiche (rispetto
alla valutazione del 2017) trattate con il Kendal, 9 viti trattate con F1 (dose 1), 3 piante
trattate con F1 (dose 2), 7 trattate con acqua e 5 piante per la tesi controllo non trattato.

Infine, nel rilievo di settembre 2018, quando generalmente il quadro
sintomatologico ¢ piu stabile e definitivo, ¢ stato possibile verificare che il formulato che
ha avuto le migliori performance nella prova preventiva ¢ stata F1 (dose 2) con la
comparsa di sole 3 piante sintomatiche, le altre tesi (Kendal e F1 dosel) non si sono

discostate dalla tesi trattata con acqua e dal testimone non trattato (Tab. 4).

5.1.2. Prova curativa
Nella prova “curativa”, i formulati sono stati applicati a cadenza quindicinale, su
piante individuate e selezionate in base all’espressione dei sintomi nel rilievo effettuato a

settembre 2017.

Tab. 5 — Risultati prova curativa.

. Piante Piante sintomatiche (n.)
j:;:c‘:ztl sintomatiche (n.) registrate nel 2018

nel 2017 13/06/2018  16/07/2018 28/09/2018
Kendal 37 4 20 27
F1 (dose 1) 36 3 14 19
F1 (dose 2) 35 6 20 25
Acqua 36 0 18 20
Totale 144 13 72 9l

Anche per questa prova ¢ stata registrata una progressivo aumento del numero
delle piate con il decorrere della stagione, partendo da 13 piante riscontrate nel rilievo di
giugno 2018 fino a 91 piante sintomatiche nel rilievo di settembre 2018, rispetto a 144
piante che erano state registrate nel settembre del 2017 che ¢ stato preso come anno di
riferimento (Tab. 5). In particolare, le piante trattate con il Kendal che hanno confermato

1 sintomi nel settembre 2018 sono state circa il 73% (27/37), il 52,7% (19/36) trattate con
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F1 (dose 1), 71,4% (25/35) trattate con F1 (dose 2) e 55,5% (20/36) le piante trattate con
acqua (Tab. 5). La percentuale di piante recovered, piante sintomatiche nel settembre
2017 e che hanno perso i sintomi nel 2018, oscilla tra il 47% per la tesi trattata con il
formulato F1 (dosel) e il 27% per le piante trattate con il Kendal (Tab. 5).

Bisogna comunque sottolineare che anche il trattamento con acqua ha fatto
registrare percentuali di recovery naturale pari al 44%. L’unico formulato che ha
incrementato il tasso di piante recoverd rispetto al testimone trattato con acqua ¢ stato il
formulato F1 (dose 1) (+3%). Anche per quanto riguarda 1’indice di gravita non sono state
evidenziate differenze tra le diverse tesi, passando da 2,2 per il testimone trattato con

acqua, a 2,55 per il Kendal.

5.2. RISULTATI VALUTAZIONE DELLE INFEZIONI DI PERONOSPORA SULLE FOGLIE

E stata anche valutata I’azione collaterale dei formulati (Kendal, F1 dosel e F1
dose 2), nel controllo di infezioni di peronospora della vite. A tal riguardo sono stati
effettuati due rilievi (13/06, 18/07) per accertare e quantificare mediante indici
patometrici la diversa incidenza e gravita della malattia. Le prime macchie d’olio sono
state registrate gia nel primo rilievo effettuato il 13 giugno 2018, anche se sporadicamente

(Fig. 12).

A
& ¥
Fig. 12 — Foglie di vite cv. Chardonnay che mostravano sintomi di peronospora,

determinati da Plasmoprara viticola nel rilievo del 13 giugno 2018.

28



Capitolo 5 - Risultati

Nel rilievo del 13 giugno, 1'incidenza della malattia ¢ stata molto bassa tra tutti 1
trattamenti, con valori medi < 0,2%. Non sono state registrate differenze significative tra

le tesi, considerando tutti gli indici patometrici (Tab. 6).

Tab. 6 — Quantificazione di peronospora su foglie di vite mediante gli indici patometrici

in base ai dati raccolti durante il rilievo del 13 giugno 2018.

Tesi Gravita Incidenza Indice di McKinney
(1-10) (“o) (“o)

Kendal 1.00 £ 0.00 0.04£0.16 0.00 £ 0.02

F1 dose 1 1.25+0.38 0.07£0.24 0.01 £0.04

F1 dose 2 1.34 £0.34 0.16 £0.36 0.03 £0.06

Acqua 1.31 £0.49 0.10+£0.37 0.01 £0.06

Testimone non 1.21+£0.27 0.06 £0.14 0.01 £0.02
trattato

Nel secondo rilievo sulla peronospora effettuato il 18 luglio, si ¢ registrata una
pressione piu elevata della malattia che ¢ arrivata a valori medi di incidenza fino al 13%

(Tab. 7; Fig. 13 — Fig. 14)

Fig. 13 — Danni da peronospora su grappoli.
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Fig. 14 — Foglie di vite cv. Chardonnay che mostravano sintomi di peronospora,

determinati da Plasmopara viticola nel rilievo del 18 luglio 2018.

Considerando la gravita della malattia e 1'indice McKinney, non sono state
registrate differenze significative tra le tesi (Tab. 7). Nelle tesi trattate con Kendal,
l'incidenza della malattia ¢ stata significativamente ridotta rispetto al controllo non

trattato e alle piante trattate solo con acqua (Tab. 7).

Tab. 7 — Quantificazione delle infezioni di peronospora su foglie di vite mediante gli

indici patometrici in base ai dati raccolti durante il rilievo del 13 giugno 2018.

Tesi Gravita Incidenza Indice McKnney
(1-10) (%) (“o)

Kendal 3.04 + 8.66 9.18+28.19b 495+293

F1 dose 1 298+ 11.07 11.49 £36.20 a 4.81 +2.88
F1 dose 2 331+12.42 12.76 £45.07 a 5.09+3.26
Acqua 321 +11.05 11.40+38.34 a 4.54+3.13
Controllo 3.16 £12.31 1230 +43.33 a 525+3.14
non trattato

30



Capitolo 5 - Risultati

5.3. DIAGNOSI MOLECOLARE DI “CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI”
Dai campioni fogliari raccolti da viti sintomatiche e viti recovered il 28 settembre
2018, ¢ stato estratto il DNA totale che ¢ stato sottoposto amplificazione genica

utilizzando 1 primer specifici per la diagnosi di ‘Ca. P. solani’.
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Fig. 15 — Gel di agarosio all’1,5% dei campioni sintomatici, amplificati con i1 primer

fStol/fStol specifici per ‘Ca. P. solani’, agente del Legno nero della vite.

Dall’analisi molecolare delle viti sintomatiche, 39 campioni su 40 sono stati
amplificati con i primer fStol/rStol e hanno prodotto una banda specifica di circa 500 bp

(Tab. 8 e Fig. 15). Un solo campione raccolto tra i campioni sintomatici, trattati con

Kendal non ha dato alcuna amplificazione.
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Tab. 8 — Campioni positivi a ‘Candidatus Phytoplasma solani’, amplificati con i1 primer

fStol/rStol

Campioni positivi a ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (28/09)

Trattamento Nuove piante Piante recovered
Piante totali (n.)

sintomatiche (n.) (n.)
Kendal 9/10 0/8 9/18
F1 (dose 1) 10/10 0/9 10/19
F1 (dose 2) 10/10 1/8 11/18
Acqua 7/7 0/13 7/20
Controllo non

2/3 0/1 2/4

trattato

Sono stati analizzati anche 39 campioni fogliari raccolti da piante recovered. In
nessuna delle piante analizzate ¢ stato possibile amplificare il DNA di ‘Ca. P. solani’ ad

eccezione di un campione trattato con il formulato F1 dose 2 (Tab. §; Fig. 16).

< 5
5 3
O = en <+ 9 <

Fig. 16 — Gel di agarosio all’1,5% con i campioni recovered, analizzati con i primer

fStol/fStol specifici per ‘Ca. P. solani’, agente del Legno nero della vite.
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6. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I1 LN ¢ un’ampelopatia chiave della vite che puo influenzare gli scenari economici
della viticoltura italiana ed europea, in quanto pud causare seri danni sia a livello
quantitativo che qualitativo soprattutto su varieta suscettibili quali Chardonnay (Borgo e
Angelini, 2002; Martelli ¢ Boudon Padieu, 2006; Maixner, 2011; Murolo et al., 2014;
Ember et al., 2018). I sintomi macroscopici sono spesso espressione di danni a carico dei
processi fisiologici e biochimici (Bertamini e Nedumchezhian, 2001; Endeshaw et al.,
2012). I fitoplasmi, infatti, come anche la maggior parte dei virus della vite, si localizzano
nei fasci floematici ¢ vanno ad interferire sull’efficienza fotosintetica, fortemente
influenzata da stress biotici e abiotici (Balachandran e al., 1994). Studi di fisiopatologia
in viti di Chardonnay e Sangiovese infette da LN hanno messo in evidenza una riduzione
della fotosintesi netta pari al 60-80% (Murolo et al., 2009; Endeshaw et al., 2012). Tale
declino puo essere imputato all’accumulo nelle foglie di carboidrati che possono inibire
I’attivita di enzimi coinvolti nel ciclo di Calvin (Bertamini ef al., 2002), ed in particolare
ad una significativa riduzione trascrizionale di geni codificanti per Rubisco (Hren et al.,
2009). Inoltre, ¢ stata registrata una diminuzione significativa dell’efficienza massima del
fotosistema II, che in genere ¢ determinata, a livello molecolare, da una repressione di
diversi geni coinvolti nel PSII (Albertazzi et al., 2009; Hren et al., 2009). 1l generale
turbamento dei principali processi metabolici indotti da infezioni di LN su Chardonnay,
varieta altamente suscettibile, pud determinare una riduzione della produzione anche di
circa il 70%, come anche dimostrato in prove sperimentali condotte con un numero piu
elevato di piante nel nord Italia e in Sardegna (Mutton ef al., 2004; Garau et al., 2007a,
2007b). Oltre ai parametri quantitativi, 1 fitoplasmi possono interferire pesantemente
anche sui parametri qualitativi, in quanto alterano il metabolismo degli zuccheri,
riducendo il contenuto di solidi solubili e conseguentemente 1 gradi Brix.

Andando a valutare I’epidemiologia del LN in campo ¢ stato possibile verificare
la comparsa delle prime piante sintomatiche gia a meta giugno 2018. Tale dato non puo
essere considerato definitivo, in quanto il rilievo di fine settembre € risultato essere quello
piu attendibile sia riguardo alla miglior individuazione delle piante sintomatiche e sia
riguardo alla gravita dei sintomi riscontrata sulle stesse. Si assiste ad aumento

esponenziale del numero di piante sintomatiche, partendo da meta giugno (64), fino a
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settembre (373). A meta settembre i1 sintomi di LN sono molto evidenti (Murolo ef al.,
2014), e la concentrazione dei fitoplasmi nelle piante sintomatiche ¢ tale da poter essere
facilmente rilevata mediante tecniche molecolari sia convenzionali che piu sensibili
(Prezelj et al., 2013; Zahavi et al., 2013).

Al momento nessun trattamento fitosanitario ¢ capace di arginare la problematica
delle fitoplasmosi. L’uso di antibiotici per il contenimento delle fitoplasmosi
teoricamente potrebbe contribuire ad attenuare il problema, ma il loro uso negli stati
dell’Unione Europea ¢ proibito (Romanazzi et al., 2009c). Inoltre, I’impossibilita di
coltivare i fitoplasmi in vitro ha ulteriormente reso difficoltoso la ricerca di principi attivi
efficaci. Considerando tali aspetti, una delle poche opportunita, potrebbe essere quella di
promuovere le resistenze endogene della pianta. Questa strategia ¢ stata applicata con
successo a piante di pervinca infette da diversi fitoplasmi. Queste piante, trattate con acido
indol-3-acetico (IAA) ed acido indol-3-butirrico (IBA) (Curkovi¢ Perica, 2008) hanno
presentato la remissione dei sintomi di malattia. Sulla base di questi dati incoraggianti,
diverse prove sono state eseguite in vigneti, andando a valutare I’efficacia di induttori di
resistenza nel controllo di questa malattia. In Emilia-Romagna, Mazio et al. (2008), hanno
utilizzato diversi fertilizzanti organici, a base di azoto, acidi umici e acidi fulvici ed
estratti di alga distribuiti rispettivamente sul suolo e sulla vegetazione in quattro diversi
periodi della stagione vegetativa su piante di Lambrusco, Salamino e Ancellotta che
mostravano sintomi di giallume. La percentuale di piante recovered ¢ risultata influenzata
da condizioni meteorologiche e dalla cultivar, mentre non sono state riscontrate differenze
tra piante trattate con diversi induttori ed il controllo. In Sardegna, I’applicazione del
Kendal su piante di Chardonnay e Vermentino affette da LN non ha consentito di
registrare alcun effetto significativo sui parametri sia qualitativi che quantitativi delle
piante sintomatiche analizzate, e soprattutto, lavorando su numeri di piante limitati, non
ha determinato nessuna differenza sulla percentuale di piante recovered rispetto al
controllo (Garau et al., 2008). I risultati di una prova quadriennale svolta in vigneti di
Chardonnay, siti nelle Marche ed in Abruzzo, ha permesso di evidenziare buone
performance dei formulati commerciali Kendal, Bion ed Olivis, nel contenimento del LN
(Romanazzi et al., 2009b; Romanazzi et al., 2013).

Kendal ¢ composto da una miscela di glutatione ed oligosaccarine. Le funzioni
proposte per il glutatione sulle piante superiori includono 1’aumento dello stoccaggio e

del trasporto dello zolfo ridotto (che ha un potere riducente), un ruolo protettivo nel
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metabolismo cellulare e la rimozione dei radicali liberi. Lo stato di zolfo ridotto sembra
essere cruciale per l'espressione di geni di difesa che codificano gli enzimi per la
biosintesi di fitoalessine e lignina, nonché per la stimolazione dei geni che codificano per
la biosintesi di componenti della parete cellulare (Wingate et al., 1988; Gomez et al.
2004). Inoltre, una trascrizione massiccia di proteine per la difesa (PR1, MPK1 e TGA1)
¢ stata osservata in piante di Arabidopsis trattate con Kendal (Salgado-Siclan et al., 2012).

Nella presente tesi sia nella prova “preventiva” che in quella “curativa”, il Kendal
applicato ogni quindici giorni non ha dato dei risultati soddisfacenti, a differenza di
quanto era stato registrato in prove dii campo effettuate nella stessa regione, sullo stesso
vitigno ma con un calendario piu intenso di applicazioni che venivano eseguite
settimanalmente (Romanazzi et al., 2013). Una notevole variabilita dell’efficacia dei
diversi induttori, in parte giustificabile dal diverso andamento climatico registrato durante
la sperimentazione, era stato gia riscontrato da Mazio et al. (2008). In vite, il recovery
naturale ¢ stato osservato per diverse cultivar e in diversi areali (Garau et al., 2004;
Maixner, 2006; Osler et al., 2003; Romanazzi et al., 2007b). Inoltre, sembra essere
influenzato oltre che dalla varieta coltivata (Bellomo et al., 2007; Garau et al., 2007ab;
Romanazzi et al., 2007b), anche dal portainnesto (Romanazzi and Murolo, 2008b) e dalle
condizioni climatiche.

Le piante recovered sembrano, inoltre, ristabilire appieno la funzionalita delle
foglie. Nei campioni prelevati da piante recovered non ¢€ stato possibile amplificare DNA
di ‘Ca. P. solani’, come dimostrato da Romanazzi ef al. (2013). Recentemente, anche in
piante recovered, partendo da campioni di radici e utilizzando tecniche particolarmente
sensibili, € stato possibile identificare la presenza di ‘Ca. P. solani’ (Landi et al., 2019).

Nelle piante recovered, in particolare nelle foglie, avviene la sintesi dei carboidrati
che sembrano implicati nell’attivazione dei segnali di difesa. Questo dato sembra essere
confermato dalle performance di crescita in campo di piante che diventano resistenti ai
nuovi attacchi quando sono recovered da fitoplasmosi (Osler et al., 2000). Alcuni
zuccheri quali glucosio, fruttosio e saccarosio, sono ampiamente riconosciuti come
molecole segnale nelle piante, oltre ai loro ruoli come fonti di carbonio e di energia (Koch,
2004; Rolland et al., 2006). Il saccarosio stimola, in maniera specifica, l'accumulo di
antociani (Solfanelli ef al., 2006), che possono fungere da agenti antimicrobici nel sistema
di difesa delle piante contro 1’invasione da parte dei patogeni (Winkel-Shirley, 2001).

Inoltre, gli zuccheri segnale, in particolare un elevato rapporto di saccarosio/esosi,
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possono contribuire a risposte immunitarie ¢ probabilmente operano come innesco
molecolare per 'attivazione piu rapida e robusta della difesa biotica o abiotica (Bolouri-
Moghaddam e Van den Ende, 2012).

Nelle prove ¢ stato possibile anche osservare che nessun formulato ha avuto
un’azione collaterale nei confronti delle infezioni di peronospora sulle foglie.

Ad ogni modo, ulteriori studi di campo sono necessari per giungere alla
definizione di protocolli di applicazione ed ottimizzare I’efficacia dei trattamenti andando
a comprendere meglio 1 cambiamenti fisiologici che intervengono nella pianta a seguito
della somministrazione di questi elicitori.

Attualmente la ricerca per il controllo del legno nero si sta orientando verso
I’individuazione di microrganismi che sono in grado di colonizzare il floema di diverse
piante, tra cui anche la vite, diventando antagonisti di patogeni come i fitoplasmi in
quanto entrano in competizione per gli spazi e per i nutrienti e rilasciano sostanze in grado
di stimolare lo sviluppo della pianta e le difese della stessa (Lahav et al., 2016; lasur-

Kruh et al., 2018).
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