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Riassunto

Negli ultimi anni, tra i vari funghi ritenuti respeabili di malattie del legno della vite,
stanno suscitando sempre piu interesse quelli tgmEmti alla famiglia delle
Botryosphaeriaceae Theiss. & H. Syd. Ad oggi sofiolel specie afferenti a questa
famiglia isolate dal legno di vite a livello montiiala maggior parte delle quali vengono
considerate potenzialmente patogene per quesgospitttavia, a fronte del costante
isolamento di specie di Botryosphaeriaceae daldegjterato di piante vite (spesso in
associazione ai funghi dell’escBhaeomoniella chlamydospor Phaeoacremonium
aleophilum), frammentarie sono le informazioni riguardo affidemiologia, tassonomia,
patogenicita e virulenza di queste specie fungbigiettivo della presente ricerca stato
quello di acquisire nuove informazioni circa I'eagia, la patogenesi e la tassonomia di
guesto ubiquitario gruppo di ascomiceti e la natlgle sue interazioni con la vite.

La prima della ricerca & consistita nell'allestiteni una collezione di isolati, a
partire da piante adulte e da materiale di propagez di vite. E' seguita la
caratterizzazione specifica di 43 isolati, effetduanediante analisi flogenetica basata
sulle sequenze dell'rDNA ITS1-5,8S-ITS2 e di poriidei geni codificanti per |#-
tubulina e il fattore di allungamentodl-Per questa via € stato possibile identificare 10
ceppi diDiplodia seriatg 3 di Botryosphaeriadothideae 30 diNeofusicoccunparvum
da materiale raccolto soprattutto in Toscana. Ssteamente al fine di valutare le
potenzialitd patogenetiche di questi funghi, udezene degli isolati ottenuti (2 ceppi di
D. seriata 1 diB. dothideae 8 diN. parvun), rappresentativi di tutti i gruppi filogenetici
individuati all'interno delle specie, € stata wiflata in prove di patogenicita mediante
inoculazione artificiale di piante adulte e barbatel rilievi hanno riguardato la
formazione di imbrunimenti nel legno e la compadsaintomi fogliari, eventualmente
riconducibili a quelli caratterizzanti la “Grapeeinleaf stripe disease”, malattia
tracheomicotica della vite attribuitaPachlamydospora a specie dPhaeoacremonium
Gli stessi ceppi di Botryosphaeriaceae impiegaliengrove di patogenicita sono stati
utilizzati anche in sagan vitro per verificare la produzione di enzimi esocellutme
poligalatturonasi, pectina esterasi, xilanasi, efobioidrolasi,$-1,4-glucosidasi, endo-
1,44-glucanasi, laccasi, manganese perossidasi, ligperassidasi, lipasi nonché la
capacita di degradazione dell'acido tannico. Cohiéttivo di ottenere strumenti utili sia
per studi epidemiologici che per indagini diagndsti, sono stati sviluppati anche due
protocolli di nested PCR utilizzando I''DNA ITS18%-ITS2 come regione “target” per

i “primer” specifici. Il primo dei protocolli € agwso utile per rilevare il DNA delle



specie afferenti alN. parvuniN. ribis complex”, la cui componentd. parvumviene
ritenuta tra le Botryosphaeriaceae piu virulentevite. Il secondo protocollo € stato
invece sviluppato per rilevare iI DNA delle 17 sigecdi Botryosphaeriaceae
potenzialmente presenti nei tessuti legnosi déléa infine, un terzo protocollo ha avuto
come obiettivo di diagnosi molecolare il fundd chlamydospora invenibile con
frequenza elevata, spesso insieme a specie di@pinaeriaceae, nei tessuti legnosi di
piante adulte e materiale di propagazione. L'indagipidemiologica che ne é seguita ha
riguardato essenzialmente materiale di propagazain@lmente commercializzato in
Italia.

| risultati delle prove di patogenicita effettuata piante adulte, benché abbiano
confermato la capacita dei ceppi di Botryosphaeraac ma anche &i. chlamydospora
P. aleophilum di provocare alterazioni del legno, sono statattarizzati da una elevata
variabilita tra le repliche. Cid non ha permessqguhintificare in maniera inequivocabile
eventuali differenze di virulenza tra i ceppi wiati. Inoltre, durante la stagione
vegetativa compresa nei 12 mesi di durata dellaggraon € stata osservata alcuna
correlazione tra lo sviluppo, in alcune piante, sietomi fogliari della “Grapevine leaf
streap disease” (ex mal dellesca) e la presenzindeulo artificiale di
Botryosphaeriaceae o &. chlamydosporae P. aleophilum Risultati analoghi si sono
avuti con le prove di inoculazione su barbatelle.

| risultati dei saggi enzimatici hanno indicato chmolti dei ceppi di
Botryosphaeriaceae utilizzati sembrano in gradgmidurre, cosi come altri funghi
implicati nelle malattie del legno della vite, alcenzimi ritenuti importanti (co)fattori
di virulenza come poligalatturonasi, pectina esters-1,4-glucosidasi, endo-14-
glucanasi o manganese perossidasi. Comunque, @Buziome dei diversi enzimi é
apparsa, salvo poche eccezioni (poligalatturonmeesitina esterasfi-1,4-glucosidasi ed
endo-1,45-glucanasi) molto variabile da ceppo a ceppo. Gabrgbbe, in un caso
sminuire il ruolo, ai fini della patogenicita/vianza, di questi enzimi; in un altro, essere
interpretato come la dimostrazione, indiretta, dieltp grande variabilita della
patogenicita/virulenza riscontrata da diversi autdfra le popolazioni di
Botryosphaeriaceae.

| protocolli di indagine molecolare per le Botrybsgriaceae e quello pé?.
chlamydospora oltre ad apparire piu attendibili rispetto alkdisi classica, hanno
permesso di constatare, in alcuni casi, previaigindl sequenza degli ampliconi

ottenuti, la contemporanea presenza di almeno Gespie Botryosphaeriaceae, talvolta



insieme aP. chlamydospora in corrispondenza di una stessa alterazione ksgno
L'analisi epidemiologica condotta utilizzando tatotocolli ha evidenziato I'abbondante
presenza del DNA di Botryosphaeriaceae anche gabléel materiale di propagazione,
che si dimostra quindi un'importante fonte di intacper i funghi afferenti al complesso
“N. parvumN. ribis” e di altre Botryosphaeriaceae coinvolte nelle attsd del legno
della vite, cosi come pér. chlamydosporaVisto che I'impianto in vigneto di barbatelle
sane e ritenuto importante per evitare il deperimelelle piante gia dopo qualche anno,
i due protocolli di diagnosi molecolare sviluppati questo lavoro potrebbero

rappresentare un utile strumento a supporto distadgegia.



Summary

In recent years, among the fungi known as grapewoed pathogens, increasing
interest has been arising by those belonging tdBtiteyosphaeriaceae family Theiss. &
H. Syd.. To date, 17 Botryosphaeriaceae species haen isolated from grapevine
wood worldwide, most of them considered potentigiighogenic to this host. However,
in spite of their constant isolation from discoledrgrapevine wood (often together with
esca fungi: Phaeomoniella chlamydospora and Phaeoacremoniumaleophilun),
information’s regarding epidemiology, taxonomy, hagenicity and virulence of these
species are fragmentary. Therefore, the goal efwhirk was to acquire new data about
the ecology, the pathogenesis and the taxonomyi®libiquitous group of ascomycetes
and the nature of their interactions with grapevimsd.

The first objective of this work was to obtain allection of Botryosphaeriaceae
isolates from nursery stock material and standinges: Then, the specific
characterization of 43 isolates, through phylogeratalysis based on rDNA ITS1-5,8S-
ITS2 and part of thg-tubulin and translation elongation facton lzene sequences, was
done. In this way it was possible to identify Diplodia seriatg 3 Botryosphaeria
dothidea and 30 Neofusicoccunparvum strains from material recovered mostly in
Tuscany. Subsequently to the characterization, riteroto evaluate the pathogenic
potential of these fungi, a selection of strainsD(2seriata 1 B. dothideaand 8N.
parvun), representative of all the phylogenetic grougntdied within the species, was
used for pathogenicity trials through artificiabgulation on standing vines and potted
rooted cuttings. The consequent checks were doonbgerve the development of wood
discolouration’s and foliar symptoms, eventuallgembling those characterizing the
“Grapevine leaf stripe disease”, a tracheomycoisease caused WB. chlamydospora
and Phaeoacremoniunspecies. The same Botryosphaeriaceae strains fasethe
pathogenicity trials were also used im vitro assays to verify the production of
extracellular enzymes as  polygalacturonase, pectesterase, xilanase,
exocellobioydrolase,$-1,4-glucosidase, endo-1,45-glucanase, laccase, manganese
peroxidase, lignin peroxidase and the capabilitdeégrade tannic acid. At last, in order
to obtain tools that were useful both for epidewgital studies and diagnostic
screenings, 2 nested PCR protocols targeting thNArX S1-5,8S-1TS2 were developed.
The first was set up to detect the species frompeyiae belonging to the\' parvuniN.
ribis complex”, in whichN. parvum is regarded as one of the most virulent

Botryosphaeriaceae on grapevine. The second plot@sodeveloped to detect the DNA



of all the 17 Botryosphaeriaceae species, includimgmembers of theN. parvuniN.
ribis complex”, potentially present within the grapeviwoody tissues. Then, a third
protocol was used to specifically deteet chlamydospora recovered with high
frequency, and often together with Botryosphaedacgpecies, within woody tissues of
standing vines and nurseries stock material. Thetopols were applied to an
epidemiological analysis on the nursery stock nigteurrently commercialized in Italy.

Results of the pathogenicity trials on standingesginalthough confirming the
capability of Botryosphaeriaceae strains as well odsP. chlamydosporaand P.
aleophilum to cause wood discolouration’s, showed a highiabdity within each
treatment. Thus, it was not possible to statidiicguantify the possible differences of
virulence among the strains used. The developnergpme plants, of the “Grapevine
leaf stripe disease” foliar symptoms (ex esca) ma@sspecifically linked to any of the
Botryosphaeriaceae strains orRafchlamydosporandP. aleophilumin the 12 months
of the trials. Similar results were also obtainedthe trials on potted rooted cuttings.

Results of the enzymatic assays indicated that ofdsie Botryosphaeriaceae strains
used are able to produce, as well as other fungilved in trunk disease of grapevine,
some enzymes regarded as important cofactors wewice as polygalacturonase, pectin
esterasef-1,4-glucosidase, endo-1,4-glucanase or manganese peroxidase. However,
production of the different enzymes, a part frormsoexceptions (polygalacturonase,
pectin esteras¢-1,4-glucosidase and endo-1f#glucanase), was more variable among
the strains. This observation in one case couldaedhe role of these enzymes in terms
of pathogenicity/virulence; in another could beemteted as the indirect demonstration
of the high variability in pathogenicity/virulenagbserved by several authors among
Botryosphaeriaceae populations.

The molecular tools for the specific detection obtfosphaeriaceae ang.
chlamydospora not only appeared to be more reliable than thentification with
traditional protocols, but also allowed to obseimesome cases, after sequence analysis
of the amplicons obtained, the contemporaneous epces of at least 2
Botryosphaeriaceae species in the same wood digsation, sometimes together wigh
chlamydosporaThe epidemiological analysis done by these pmtobighlighted the
abundant presence of Botryosphaeriaceae also invtloel of nursery stock material,
which therefore showed to be an important sourdaarfulum for the fungi belonging to
the “N. parvumiN. ribis complex” and for other Botryosphaeriaceae spdoiedved in

grapevine trunk diseases, as wellRaschlamydosporaSince planting healthy rooted



cuttings in a vineyard is recommended as an impbrsérategy to avoid grapevine
decline just after some years, the 2 protocols ldpee in this work could be an

important tool for rapid and efficient detection.
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Introduzione generale e scopo della tesi



Capitolo 1. Introduzione generale e scopo della tesi

1.1. Tassonomia delle Botryosphaeriaceae

Il genere fungindBotryosphaeriaCes. & De Not., introdotto nel 1863 da Cesari e De
Notaris (Crouset al., 2006), include un gruppo di ascomiceti ascritta &miglia delle
Botryosphaeriaceae ed € basato sulla specieBigyosphaeria dothide@Moug.: Fr.)
Ces. & De Not.

A causa della scarsa varieta morfologica delle ispeteomorfe ascritte al genere e
degli sporadici ritrovamenti di queste forimevitro cosi come in natura, la tassonomia e
l'identificazione delle specie correlate si sonadta principalmente sui caratteri degli
anamorfi (Denmanet al., 2000). Nell' ultimo decennio la tassonomia delle
Botryosphaeriaceae € stata oggetto di numerosess@gontroverse revisioni. Fino al
2004 (Crous & Palm, 1999; Denmanal., 2000; Phillips, 2000; Zhou & Stanosz, 2001,
Slipperset al., 2004a), erano due i generi di anamorfi correlaglaomorfi del genere
BotryosphaeriaDiplodia Fr (conidi con larghezza tendenzialmente maggiorE) pm,
nella maggior parte dei casi ovoidali, pigmentattan parete spessa)Faisicoccum
(conidi con larghezza tendenzialmente minore duff) fusiformi, ialini e con parete
fine). Tuttavia, questa suddivisione & stata méssdiscussione da studi successivi di
filogenetica molecolare e nuovi generi (Craisal., 2004; Pavlicet al. 2004) e nuove
specieDothiorella sarmentorumD. ibericae D. viticola, sono stati descritti (Phillipst
al., 2005; Luqueet al., 2005). Con lo scopo di rivedere la tassonomiaugistp ampio
gruppo di ascomiceti in base al “genus for genusept” (Seifertet al.,2000), Croust
al. (2006), mediante I'analisi della sequenza parziglérDNA 28S (gene LSU), hanno
chiarito che quello che fino ad allora era condascitome gener8otryosphaeriaé in
realta un insieme di diversi gruppi filogeneticiatesi a diversi singoli generi e che tali
generi sono ben individuabili anche su base mogfolo In seguito a cio, il genere
Botryosphaeria stato ristretto B. corticis(Demaree & Wilcox) von Arx & Miill. e alla
specie tipoBotryosphaeria dothideaentre, per gli altri generi, gli autori hanno atpt
di usare i nomi dei rispettivi anamorfi anche nels@ fosse conosciuto il relativo
teleomorfo.

Phillips et al. (2008), con uno studio basato sull’analisi di g&ni, hanno infine
chiarito lostatusfilogenetico e tassonomico dei generi teleomarBatryosphaeriaceae
che producono spore scure, rimasto irrisolto dopstuidio di Crougt al. (2006).

Per considerare 'insieme di questi generi, ciiferisce ora al nome della famiglia
cui appartengono, ossia alle Botryosphaeriacea@atrejeper riportare i nomi delle

specie nella forma usata prima delle su descett&sioni tassonomiche e per lasciare un



collegamento orientativo con la vecchia nomenctgtirnomi delle specie non piu
appartenenti al geneBotryospaheriazengono riportati tra virgolette.

L'utilizzo dell'analisi multigenica (combined muyfie gene genealogies) se da un
lato ha permesso la distinzione di specie di B&jpyaeriaceae strettamente correlate sia
dal punto di vista morfologico che da quello filogéico, da un altro ha evidenziato,
almeno in certi casi, un livello di variabilita iaspecifica cosi elevato da mettere in
discussione l'uso proprio del rango tassonomiccpcie. L'analisi multigenica, ad
esempio, si é rivelata importante supporto nel adelta distinzione tra due specie
patogene delle coniferdiplodia pineae D. scrobiculata(De Wetet al., 2003) e
nell'identificazione di due specie strettamenterelate al asiodiplodia theobromad..
pseudotheobromae L. parva (Alves et al., 2008). Analogamente, I'utilizzo di tale
approccio ha consentito la distinzione tBa australis' (ora Neofusicoccunaustralg e
“B. luted’ (ora N. luteun) (Slipperset al., 2004b), cosi come la risoluzione del
“Botryosphaeria dothideaomplex” (Slipperst al.,2004a), all'interno del quale, oltre a
B. dothidea erano incluse anche: parvad (ora Neofusicoccunparvun) e “B. ribis”
(ora N. ribis). In quest'ultimo studio, oltre ad essere evidateile differenze trd.
dothidea e N. ribis, confermando I'erroneita di precedenti identifice, &€ stata
possibile anche la distinzione tra gli isolatiNdiribis e quelli diN. parvum Tuttavia, lo
studio di Slipperst al. (2004a) e stato condotto con pochi isolati di triekie specie
strettamente correlate e, i dubbi riguardanti ke Idistinzione sono stati nuovamente
sollevati in seguito ad analisi eseguite su un nmaggumero di isolati, ottenuti da
diversi ospiti e provenienti da regioni diverser¢ret al., 2005; Slipperst al., 2005;
Pavlic et al., 2007). La difficolta nella distinzione tr&l. ribis e N. parvum &
esemplificata dai risultati dei lavori condottiimaniera indipendente da Slippers (2003)
e Sakalidis (2004). Utilizzando I'approccio delldisi multigenica e delle “simple
sequence repeats” (SSR) su isolati ottenuti darglivespiti e varie aree geografiche,
Slippers (2003) riusci a definire i grupmEnsuato e sensustricto per ognuna delle due
specie. Viceversa, a seguito di uno studio condottoaniera analoga, Sakalidis (2004)
concluse che le due specie fossero indistinguitBinsiderando la separazione delle loro
specie tipo come estremita della continuita geaetiia popolazioni. Entrambi i lavori
comungue sono stati considerati fallaci a causa dehrso numero di isolati provenienti
da diversi continenti (Pavliet al.,2009a).

Uno studio basato sull'identificazione di isolattemuti daSyzygiumcordatumin

Sudafrica (Pavliet al.,2007) ha evidenziato la presenza di numerositisaizialmente



Capitolo 1. Introduzione generale e scopo della tesi

ascritti aN. parvume aN. ribis. Tuttavia, I'elevato grado di variabilita morfolicg e
molecolare di questi isolati ha indotto gli stessercatori ad approfondire le indagini,
con lo scopo di verificare se questi rappresentassemeno, specie differenti (Pavét
al., 2009a). Viste le incertezze derivate dal primalist{Pavlicet al,2007), Pavlicet al.
(2009a) hanno optato per considerare gli isolahl.dyarvume N. ribis come esemplari
di un complesso, denominatd. parvuniN. ribis complex”. Lo studio condotto da
Pavlic et al. (2009a) & stato eseguito utilizzando la “geneakdgiconcordance
phylogentic species recognition” (GCPSR), un tipo ahalisi che prevede Il
riconoscimento delle specie in base alla concomdra analisi filogenetiche effettuate
su piu regioni geniche. Tale GCPSR, eseguita ddidPavcolleghi (2009a), sebbene
abbia chiaramente supportato la distinzione tagsargotraN. parvume N. ribis, ha al
contempo evidenziato I'esistenza di specie crigticiN. cordaticola N.
kwambonambiense N. umdonicola allinterno del ‘N. parvuniN. ribis complex”
(Pavlic et al., 2009a, 2009b). Allo stato attuale delle conoscahmeque, vista la loro
stretta correlaziona\. parvume N. ribis, vengono considerate, insiem&lacordaticola

N. kwambonambienseN. umdonicola costituenti del N. parvuniN. ribis complex”.

1.2. Botryosphaeriaceae su vite

| funghi appartenenti alla famiglia delle Botryogghiaceae hanno una distribuzione
cosmopolita e sono in grado di colonizzare pianteneaotiledoni, dicotiledoni e
gimnosperme (Barr, 1987; Denma al., 2000). Alcune specie vengono considerate
endofite, altre saprotrofe e altre ancora fitopategin grado di provocare deperimento,
necrosi dello xilema e numerosi altri sintomi sarpe legnose (von Arx, 1987). Secondo
alcuni autori (Schoeneweiss, 1981; Swart & Wingfjel991; Blodgett & Stanosz,
1995), le Botryosphaeriaceae sono da considerargiadogeni opportunisti, in quanto le
malattie da loro causate seguirebbero a situaziorstress estranee alla loro stessa
infezione (Slippers & Wingfield, 2007).

Nel caso dVitis sp. sono state isolate specie apparentementeatssawari sintomi:
deperimento dell'intera pianta o parti di essaléirdbranche o tronchi), mortalita dei
germogli, striature brune e necrosi del legno, imane degli acini, ritardo della ripresa
vegetativa e altri ancora (van Niekarkal.,2006). In certi casi & stato attribuito a specie
di Botryosphaeriaceae che colonizzano il legno ith ®nche lo sviluppo di sintomi
fogliari (Cristizio, 1978; Larignon & Dubos, 200Larignonet al.,2001) che ricordano

da vicino quelli di una importante malattia deliteyla “Grapevine leaf stripe disease”
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(Surico, 2009). La varieta di sintomi ascritti alRotryosphaeriaceae (insieme alla
difficolta di una corretta identificazione dellaegie fungina coinvolta) ha sempre reso
difficoltosa la correlazione sintomo-specie fungipatogena visto che varie specie
sembrano causare lo stesso o gli stessi sintorheelcuni sintomi sono molto simili a

quelli causati da altri funghi patogeni (van Nidket al.,2006).

1.2.1. Sintomi associati alle Botryosphaeriaceae isolate dal legno di vite

Le prime notizie di Botryosphaeriaceae isolate o di vite risalgono al 1964 e si
riferiscono a Sphaeropsis malorunBerk. = Diplopia mutila (Fries) Mont., isolata
insieme aPhomopsis viticola dalle parti legnose dVitis lambruscain Canada
(Lehoczky, 1974). Ad oggi sono in tutto 17 le spedi Botryosphaeriaceae isolate da

legno di vite e considerate potenzialmente patogenguest’ospite (Tab. 1).

Tabella 1.Elenco delle specie di Botryosphaeriaceae ad agdate da legno di vite. |
nomi riportati nella colonna di sinistra si rifexgno alla nomenclatura adottata dopo le
revisioni tassonomiche di Crowt al. (2006) e Phillipset al. (2008) mentre nella
colonna centrale sono riportati i nomi dei rispetileomorfi utilizzati fino alle suddette
revisioni. | casi in cui non sono riportati i noméi teleomorfi si riferiscono a specie
descritte esclusivamente sulla base della morfalaigigli anamorfi o a identificazioni
avvenute in seguito alle revisioni tassonomichedlaNeolonna di destra sono indicati i
riferimenti bibliografici relativi ai ritrovamensu vite di tali specie.

Specie Vecchio nome teleomorfo Riferimento bibladgo
Botryosphaeria dothidea B. dothidea van Niekerket al., (2006)
Diplodia corticola B. corticola Carlucciet al.,(2009)
Diplodia mutila B. stevensii van Niekerket al., (2006)
Diplodia seriata B. obtusa van Niekerket al., (2006)
Dothiorella iberica B. iberica Urbez-Torret al.,(2007)
Dothiorella sarmentorum B. sarmentorum Martin & Cobos, 2007
Dothiorella viticola *B. viticola Luqueet al.,(2005)
Lasiodiplodia plurivora ~ ----------- Dammet al., (2007)
Lasiodiplodia theobromae B. rhodina van Niekerket al., (2006)
Neofusicoccum australe B. australis van Niekerket al., (2006)
Neofusicoccum luteum B. lutea van Niekerket al., (2006)

Neofusicoccum
R —— Arocaet al., (2009)
mediterraneum
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Tabella 1. (continuazione)

Specie Vecchio nome teleomorfo Riferimento biblafgpo
Neofusicoccum parvum B. parva van Niekerket al., (2006)
Neofusicoccum ribis B. ribis van Niekerket al., (2006)

Neofusicoccum )
I — van Niekerket al.,(2006)
viticlavatum

Neofusicoccum )
I ——— van Niekerket al.,(2006)
vitifusiforme

Phaeobotryosphaeria ]
----------- van Niekerket al., (2006)
porosa

* sebbene la regola generale adottata da Cepas. (2006) e Phillipset al. (2008) sia
stata quella di identificare con un singolo nome I&namorfo che il teleomorfo (se
identificato) di una specie, utilizzando preferatiente il vecchio nome dell’anamorfo
nel caso della ridefinizione di specie gia conasgiil caso diD. viticola rappresenta
un’eccezione a tale regola, essendo stato dato amenesclusivo anche al suo
teleomorfo,Spencermartinsia viticoléPhillips et al.,2008).

Un sintomo spesso associato all'attivita di Botpfuemeriaceae diverse € osservabile
nelle sezioni longitudinali di tronchi e branchettsoforma di striature scure che
interessano tratti dei vasi xilematici. In loro gspondenza sono visibili, in sezione
trasversale, piccole macchie nere (van Niekarlal., 2006). Questo sintomo € molto
simile a quello causato, negli stessi organi, Rleaeomoniella chlamydospore/o
Phaeoacemonium aleophilyragenti del “Grapevine Phaeotracheomycosis coriplex
(Suricoet al.,2006; Surico, 2009). Tuttavia, quando il sintomoaésato esclusivamente
da specie di Botryosphaeriaceae, le macchie nene soolto piu numerose e, a
differenza di quanto accade coR. chlamydosporae P. aleophilum in loro
corrispondenza non si nota la fuoriuscita di eswudeero di consistenza gommosa
(Castillo-Pandoet al., 2001; Phillips, 2002). Al pari dP. chlamydosporae P.
aleophilum anche diverse specie di Botryosphaeriaceae dat® isolate dal materiale
di propagazione e in particolare da barbatelle m@mcato attecchimento dell'innesto
(Phillips, 2002; Fourie & Halleen, 2003, 2004; Aaat al.,2006, 2009).

Le striature brune sono spesso associate, 0 se@ogiai si evolvono (Larignoet
al., 2001; Phillips, 2002; Urbez-Torres al., 2006) nella sintomatologia del legno pit
comunemente ascritta alle Botryosphaeriaceae,dasie | processi necrotici dei tessuti

legnosi, che prendono spesso awvio dalle feritepakiatura, possono arrivare ad
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interessare ampi settori del tronco e dei cordora eonseguente ridotta capacita
vascolare pud portare al deperimento dellinterants, specie se contestualmente
sottoposta ad altri fattori di stress, siano essiatiura biotica o abioticdJn particolare
tipo di necrosi & rappresentato da settori nedroffevedge-shaped necrosis”).
Quest'ultima alterazione, osservabile in seziomsversale di tronchi e cordoni, € molto
simile a quella causata daitypa lata agente della malattia conosciuta sotto il nome di
“Eutypa dieback” o Eutipiosi (Carter, 1991), sebbaém questo caso la sintomatologia
dei tessuti legnosi interni sia strettamente assacad una sintomatologia della parte
verde della vite rappresentata da crescita stewkaitaralci che presentano internodi
raccorciati e foglie malformate, clorotiche e mgfia piccole del normale (van Niekerk
et al., 2006). Un altro tipo di necrosi comunemente atitd a specie diverse di
Botryosphaeriaceae si presenta sotto forma di fi@meh shaped necrosis”); questo
sintomo si sviluppa soprattutto a partire da feditepollonatura.

Alcune specie di Botryosphaeriaceae sono ritenlitaggnti causali della malattia
nota con il nome di “black dead arm” (BDA). Il tema fu coniato da Lehoczky (1974)
per distinguere la malattia causata @mtryosphaeria stevensii{ora Diplodia mutild)
dalla gia nota “dead arm disease”, provocatd®’damopsis viticolaLehoczky ritenne
opportuno dare questo nome alla malattia indotta'Ristryosphaeria stevensii”in
quanto le piante di vigneti ungheresi dalle quiafungo venne isolato, presentavano,
rispetto alla “dead arm disease”, I'ulteriore smtodella necrosi del legno di tronchi e
cordoni. La presenza della malattia fu descrittdahia da Cristinzio (1978) e da Rovesti
& Montermini (1987) in vigneti delle province di dsia e Reggio Emilia,
rispettivamente. In entrambe le ricerche perd fanidicato quale agente causale
“Botryosphaeria obtusa’(ora Diplodia seriatd. Piu recentemente, una forma di
deperimento della vite da BDA causato @aseriata B. dothideae N. parvume stata
descritta da Larignon & Dubos (2001) e Larigmral. (2009) in Francia.

Un sintomo considerato essere tipico della BDA deacin Francia (Larignon &
Dubos, 2001; Lecomtet al.,2005), cioé una striscia necrotica del legnadbilisisotto la
corteccia, € stato in realta riprodotto anche imuige ad inoculazione diP.
chlamydospora P. aleophilumsu speroni di vite (Sparapaabal.,2001) ed inoltre altri
studi lo avevano gia riportato associato alla “@rape leaf stripe disease” (ex esca)
(Suricoet al.,2006; Surico, 2009).

Nella forma osservata da Larignon & Dubos (2008, dindrome risultava

caratterizzata dalla presenza di particolari simtéogliari, molto simili a quelli della
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“Grapevine leaf stripe disease”, malattia trachewmtita, nella quale sono coinvoRi.
chlamydospora P. aleophilum(Suricoet al.,2006). Secondo la descrizione dei sintomi
fogliari attribuiti alla BDA data da Larignon & Dols (2001), questi potevano essere
facilmente distinti da quelli dellex esca sia pérperiodo in cui cominciavano a
evidenziarsi (inizio Giugno anziché inizio Lugliohe per il colore delle macchie visibili
sulla superficie fogliare all'inizio del loro svijypo (rosso o giallo-arancio anziché
clorotiche). E importante perod sottolineare chimtiosni fogliari descritti da Larignon &
Dubos (2001) coincidono solo con quelli in precederriportati da Rovesti &
Montermini (1987), mentre risultano differenti lestrizioni date da Lehoczky (1974) e
Cristinzio (1978), che si riferivano rispettivamert clorosi generalizzata e arrossamenti
delle lamine fogliari. Lecomteet al. (2005, 2009) e Suriceet al. (2006) hanno
evidenziato una difficolta oggettiva nel distingai@isintomi della “Grapevine leaf stripe
disease” dagli eventuali sintomi fogliari della BxAe per altro non sono, a differenza
di quelli a carico dei tessuti legnosi interni, retati riprodotti nei saggi di patogenicita
eseguiti né con le diverse specie di Botryospheeaa isolate da legno di vite
(Cristinzio, 1978; Phillips, 1998; Castillo-Pandbal.,2001; Larignoret al.,2001; van
Niekerk et al., 2004; Augeret al., 2004; Tayloret al., 2005; Savocchizt al., 2007;
Urbez-Torreset al., 2007, 2008; Burruanet al., 2008; Urbez-Torres & Gubler, 2009)
né, almeno in maniera univoca e ripetibile, d&nchlamydosporee P. aleophilum
(Sparapanet al., 2000; Suriccet al., 2006).

Riguardo la genesi dei sintomi fogliari delle pmntffette da “Grapevine leaf stripe
disease” o da deperimenti da Botryosphaeriacedat@ ipotizzato che questi possano
essere causati da composti prodotti dalla piantésposta all'infezione o da metaboliti
tossici secreti dagli stessi funghi lignicoli, graslocati all’'apparato fogliare (Mugnef
al., 1999). In effetti, i filtrati colturali o i compdispurificati da filtrati colturali diP.
chlamydosporaP. aleophilume Fomitiporia mediterraneahanno riprodotto sintomi
reminiscenti quelli della“Grapevine leaf stripeafise” quando sono stati fatti assorbire
a foglie o tralci di vite (Sparaparat al.,2000). Tali capacita sono state attribuite anche
agli esopolisaccaridi presenti nel fluido xilematidi piante affette da “Grapevine leaf
stripe disease” (Brun@& Sparapano, 2007) e, ultimamente (Mar&tsal., 2008), ai
composti idrofilici ad alto peso molecolare otterddi filtrati colturali di cinque specie
di Botryosphaeriaceae isolate da vite. Quelli éstdal filtrato colturale diN. parvum
una tra le specie piu virulente su vite (van Nigker al., 2004; Laveatet al., 2009;

Urbez-Torres & Gubler, 2009), si sono rivelati palicaridi composti principalmente da
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glucosio, galattosio e mannosio. Martdsal. (2008) hanno riportato inoltre che le foglie
di vite immerse nel filtrato colturale di un cepgioN. parvumhanno sviluppato sintomi
fogliari simili a quelli causati da filtrati coltali, o composti da essi estratti, Bi
chlamydosporae P. aleophilum Questi risultati sono un importante punto di gara
per verificare I'eventuale coinvolgimento delle Batsphaeriaceae nello sviluppo di

sintomi fogliari.

1.2.2 Altri sintomi associati alle Botryosphaeriaceae isolate da vite

Un sintomo al quale spesso sono associate le sge8@etryosphaeriaceae su vite € la
mortalita dei germogli che, nella maggior parte dasi, rappresenta il risultato di
infezioni occorse all'inizio della stagione vegétat Tali infezioni, che in seguito
evolvono sotto forma di lesioni scure visibili lumgli internodi dei tralci, conducono al
deperimento degli stessi, che diventano molto firagila cui corteccia si stacca dal
legno. Dopo la vendemmia, le lesioni divengono ghiiare mettendo in evidenza corpi
fruttiferi immersi nei tessuti dell’ospite (Philbp 1998). Il nome dato a questa malattia,
escoriosi, fu introdotto da Ravaz & Verge nel 19®hillips, 2000) e si riferiva
presumibilmente al distaccamento della cortecciardéi. Nella descrizione originaria
della malattia, Ravaz & Verge individuarono l'agerdéziologico inPhoma flaccida
Viala & Ravaz, successivamente considerato sinominfausicoccum aescylanamorfo

di Botryosphaeria dothiedé&hillips & Lucas, 1997) mentre, gli stessi sintpasservati
negli USA., furono attribuiti &homopsis viticola(Sacc.) Sacc. (Phillips, 2000). Per
molti anni si & molto discusso su chi fosse, ilovagente eziologico dell’escoriosi; nel
1998 Phillips confermo la capacita dei due funghprdvocare lesioni sui tralci di vite
ma in seguito precisd che l'escoriosi fosse dabaite a Botryopshaeria dothidea
mentre, il nome piu corretto per la malattia caasiP. viticola era “Phomopsis cane
blight and leaf spot” (Phillips, 2000).

In seguito fu dimostrato (Phillips, 2002) che giblati di “Botryosphaeria” che
Phillips analizzo prima di concludere che I'escerifbsse causata dBotryosphaeria
dothidea erano in realta costituiti da tre diverse spedidle quali la piu rappresentata
era“B. parva” (ora N parvum. La sintomatologia dell’escoriosi costituisce arec
motivo di incertezze e, forse per questo motivegnei comunemente attribuita R
viticola.

Specie di Botryosphaeriaceae sono state associate al marciume dei grappoli
(Hewitt & Pearson, 1988; Milholland, 1988; Ramsd&lIMilholland, 1988; Pascoe,
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1998; Wunderlichet al., 2009). L'evoluzione delle infezioni sui grappoli ava viene
descritta con lo sviluppo di una massa di micelittassuperficie dell’acino. In questa
fase, dagli acini che spesso raggrinziscono, passEmergere picnidi; tuttavia, la
situazione descritta & stata osservata raramecéeisa di infezioni secondarie dovute a
lieviti ed altri funghi che causano il marciume taotel grappolo. Si ritiene che il
marciume dei grappoli potrebbe giocare un ruolodrtamte nell’epidemiologia delle
Botryosphaeriaceae e come fonte di inoculo perziafé che si verificano in seguito a
ferite (Hewit & Pearson, 1988; van Niekezkal.,2006). In base ai risultati ottenuti da
Wunderlich et al. (2009), il marciume dei grappoli potrebbe non difere
dall'infezione di tessuti verdi all'inizio dellaagione vegetativa, visto che diverse specie
di Botryosphaeriaceae sono state isolate dagli ag@turi ma non durante la fioritura o
dagli acini allo stadio di “chicco di pepe”.

Esempi di malattie caratterizzate dal marciume gtappoli sono rappresentati da
“Macrophoma rot” (Milholland, 1988), attribuitaB. dothidea “Diplodia cane dieback
and bunch rot” (Hewitt & Pearson 1988), ascrittaasiodiplodia theobromae “black
rot of grapevine” (Ramsdell & Milholland, 1988), dui agente causale viene ritenuto
Guignardia bidwelli Quest’ultima specie sembra essere associatasasehente con la
parte verde della pianta. Infatti, mentre Biadothideache Lasiodiplodia theobromae
risultano tra le specie di Botryosphaeriaceae isafa tessuti legnosi della vite (Urbez-
Torres et al., 2006), ad oggi non sono riportati esempi a talppsito per quanto

concernesGuignardia bidwelli

1.2.3. Descrizione e caratterizzazione patologica delle Botryosphaeriaceae isolate dal
legno di vite

1. Botryosphaeria dothide@Moug.: Fr.) Ces. & De Not.
Dopo la revisione tassonomica scaturita dallo stddiCrouset al. (2006),B. dothideae
B. corticisvon Arx & Mull. sono le uniche due specie ritenatgpartenenti al genere
BotryosphaeriaUna delle prime notizie riguardanti I'isolamerdoB. dothideada vite
risale al 1988, negli USA. In questa circostankzay® anamorfd-usicoccum aescylin
precedenza conosciuto coracrophoma flaccidaViala & Ravaz), venne riportato
come l'agente causale del marciume dei grappolVisis rotundifolia e alla malattia
venne dato il nome di “Macrophoma rot” (MilhollartB88).

Durante uno studio condotto da Tomaz & Rego (19B0)othidearisultd essere

associata con l'escoriosi, malattia che fino a gqueimento si riteneva essere causata
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esclusivamente dR. viticola | risultati di un altro studio condotto in Port&dlp nel
1998 (Phillips, 1998), basato su prove di patog&niger verificare la sintomatologia
sviluppata da tralci di vite in seguito ad inocidee di isolati diB. dothideae
Phomopsis viticolaindicarono che entrambi i funghi erano in gradosdluppare i
sintomi dell’escoriosi. Tuttavia, dopo tale studlioconcluso che in realta I'unico agente
causale dell’escoriosi erB. dothideae nonP. viticola quest'ultima ritenuta invece
'agente causale di una malattia nominata “Phonsopsine blight and leaf spot”
(Pearson & Goheen, 1994). Con uno studio tassomomseguito nel 2002 (Phillips,
2002), fu pero evidenziato che molti degli isol@tiprecedenza identificati contg.
dothidea(Phillips, 1998) erano in realta isolatiMi parvum

B. dothideaé stata isolata anche da alterazioni del legnoecstriature brune e
necrosi settoriale e il suo ritrovamento in tafcostanze é stato documentato in Spagna
(Urbez-Torres & Gubler, 2006; Martin & Cobos, 20@7)n California (Urbez-Torrest
al., 2006). In Portogallo & stata isolata da barbateb@ mancato attecchimento
dell'innesto (Phillips, 2002) e in ltalia & stattiavata in associazione con imbrunimenti
del legno in alcuni vigneti pugliesi (Carluatial.,2009).

Prove di patogenicita su vite hanno evidenziate@dpacita dei ceppi utilizzati di
produrre lesioni nel legno di barbatelle e piandeli, sebbene il grado di virulenza
osservato per questa specie non sia stato tra elpiati (van Niekerlet al., 2004;
Urbez-Torres & Gubler, 2009).

2. Diplodia corticolaA. J. L. Phillips, A. Alves & J. Luque
Questa specie € stata descritta da Alesl. (2004) analizzando isolati ottenuti da
Quercusspp. che presentavano lesioni esterne (cancn) generale deperimento, ed &
stata recentemente isolata per la prima volta thainiPuglia (Carluccet al., 2009), in

corrispondenza di imbrunimenti del legno.

3. Diplodia mutila(Fr.) Mont.
D. mutila € stata riportata per la prima volta su vite irgbleria (Lehoczky, 1974) e in
seguito a cid venne ritenuta l'agente causale di mmova malattia, nominata “black
dead arm” (BDA). E una delle specie di Botryosphmaerae ritenute essere associate con
il deperimento delle piante di vite (Phillips, 200fth Spagna € stata isolata da viti che
presentavano sintomi fogliari normalmente ascttiE. lata o agli agenti della

“Grapevine leaf stripe disease” (Martin & Cobos02Pmentre in Australia (Taylost
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al., 2005) e in California (Urbez-Torrest al., 2006) & stata isolata da legno che
presentava necrosi settoriale e ad arco. In qualake e stata isolata in corrispondenza
delle macchie nere, simili a quelle associate ilédattia di Petri (Suricet al, 2006),
osservabili in sezioni trasversali di tronchi e danmi (Castillo-Pandcet al., 2001,
Phillips, 2002). Isolamenti di questa specie soteti dnoltre ottenuti dal tessuto
necrotico contornante gemme morte (Phillips, 2002)Sudafrica, sebbene non siano
riportati isolamenti di questa specie da vite, essdata isolata darunusspp. insieme
ad altre Botryosphaeriaceae e altri funghi assooiat le malattie del legno della vite ed
e stato supposto che le piante da frutto, spesisatetin prossimita dei vigneti, possano
costituire una fonte di inoculo di questi funghi panfezione della vite (Damnet al.,
2009). Inoltre, un recente studio ha evidenziatoalacita di questo fungo, inoculato nel
terreno, di infettare piante di vite in vaso atéeo le radici.

| risultati delle prove di patogenicita effettuaien isolati di questa specie in diverse
aree viticole mondiali sono piuttosto contrastalmfatti, mentre nei lavori di Phillips in
Portogallo (1998), di Taylor in Australia (2005) d¢ Urbez-Torres & Gubler in
California (2009), i ceppi utilizzati hanno mostrabbassi livelli di virulenza, quelli
impiegati nel lavoro di van Niekerk e colleghi iudafrica (2004) si sono mostrati

altamente virulenti.

4. Diplodia seriataDe Not.
D. seriataé una delle Botryosphaeriaceae piu diffuse swev@idnte legnose (Damat
al., 2009) e, essendo stata ritrovata in diverse régilimatiche (Tayloret al., 2005,
Savocchiaet al.,2007), risulta anche tra le piu cosmopolite (TlasBandoet al.,2001).
Riguardo ai rinvenimenti su vite, questa specigtadasassociata alla BDA in ltalia
(Cristinzio, 1978; Rovesti & Montermini, 1987), Krancia (Larignon & Dubos, 2001),
in Cile (Augeret al., 2004) e in Libano (Choueiri & Jreijiri, 2006) mastata ritrovata
anche in associazione con vari sintomi osservatiits@eperite (Phillips, 2002). Come
altre Botryosphaeriacead). seriata € stata isolata da striature brune del legno
reminiscenti quelle tipicamente associate alla thalali Petri (Castillo-Pandet al.,
2001; Phillips, 2002; Urbez-Torrext al., 2006) e, similmente &. dothidea & stata
isolata da barbatelle con mancato attecchimentonmesto (Phillips, 2002)D. seriata
e stata ritrovata in associazione con la necrasrsge del legno (Castillo-Pands al.,
2001; Phillips, 2002; Urbez-Torrest al., 2006) ma anche con legno apparentemente

sano di barbatelle (van Niekeek al.,2004). Si é rivelata la specie maggiormente isolat
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durante lo studio condotto in Sudafrica da van Hiklet al. (2004) e, in associazione
con i sintomi sopra citati, & stata ritrovata anichAustralia (Castillo-Pandet al.,2001;
Taylor et al., 2005; Savocchiat al., 2007), California (Urbez-Torrest al., 2006), in
Messico (Urbez-Torrest al.,2008) e in Spagna (Martin & Cobos 2007). Ultimateda
sua presenza € stata documentata anche nei vigigigsi (Carluccet al.,2009).

Nonostante I'elevata diffusione di questa specesua patogenicita su vite rimane
ancora da chiarire. Cid € dovuto sia a casi innoui € stato ottenuto il completamento
dei postulati di Koch (Radmaeat al., 1981; Rovesti & Montermini, 1987; Bonfigliodit
al., 2006) sia a causa delle discrepanze tra i risuitéénuti nelle diverse prove di
patogenicita effettuate in diversi esperimenti [[iRis, 1998; Castillo-Pandet al.,2001;
van Niekerket al.,2004; Tayloret al.,2005; Savocchiat al.,2007; Urbez-Torrest al.,
2008). Una situazione piuttosto comune sembra e$sdevata discrepanza di virulenza
tra gli isolati usati anche nello stesso studiorigir@on et al., 2001; van Niekerlet al.,
2004; Urbez-Torrest al.,2008; Urbez-Torres & Gubler, 2009).

5. Dothiorella ibericaA. J. L. Phillips, J. Luque & A. Alves
D. iberica e stata descritta da Phillips e colleghi (2005)zatindo isolati ottenuti da
Quercuse Malus spp. in Spagna e il suo primo ritrovamento su &istato documentato,
sempre in Spagna, da Martin & Cobos (2007), i gitedinno isolata da giovani piante di
vite deperite. Questa specie & stata rinvenutaeanehvigneti californiani, dove e stata
ritrovata in associazione con legno necrotico (@rberreset al.,2007).

Prove di patogenicita su vite con isolatilliiberica sono state effettuate da Urbez-
Torres & Gubler (2009) e, sebbene il livello di eegpivita osservato sia stato piu basso
rispetto alle altre specie esaminate, & stata cquauevidenziata la potenziale capacita

di produrre alterazioni del legno.

6. Dothiorella sarmentorunfFr.) A. J. L. Phillips, A. Alves & J. Luque
Questa specie e stata descritta da Phidlipal. (2005) nello stesso lavoro in cui € stata
descrittaD. iberica e, cosi come quest’ultima, il suo primo rinveniteesu vite & stato
documentato in Spagna da Martin & Cobos (2007). Nono stati descritti peculiari
tessuti sintomatici dai quali & stata isolata, edsestata riportata solo I'informazione
della sua presenza nel legno di piante deperitetaiinferiore ai cinque anni e, al
momento, non sono disponibili notizie di prove ditggenicita effettuate con questa

specie su vite.
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7. Dothiorella viticolaA. J. L. Phillips & Luque
D. viticola & stata descritta da Lugagal. (2005), utilizzando isolati ottenuti da sarmenti
eliminati con la potatura in alcuni vigneti spagndla sua presenza € stata in seguito
riportata anche in California da Urbez-Torres al. (2007), dove & stata trovata in
associazione con legno necrotico di viti adultecd®¢emente e stata trovata per la prima
volta suPrunussp. in Sudafrica (Damet al.,2007).

Le uniche prove di patogenicita su vite riguardapigsta specie sono state condotte
da Urbez-Torres & Gubler (2009) e, analogamerite #erica, gli isolati diD. viticola
hanno mostrato la capacita di causare alterazeiniedno nelle piante inoculate, anche

se di entitd minore se comparate a quelle prodtitre specie.

8. Lasiodiplodia plurivoraDamm & Crous
Questa specie € strettamente correlata, sia mgitalmente che filogeneticamentd,.a
theobromae Infatti, la sua presenza su vite (Danatnal., 2007) & stata documentata
proprio in seguito all’ ulteriore analisi di un lato ottenuto nei vigneti del Sudafrica
(van Niekerket al., 2004), in precedenza identificato cometheobromaeProve di
patogenicita, effettuate su ramiRliunus domestica Prunus persicaospiti sui quali &
stata rinvenuta per la prima volta (Dangnal., 2007), hanno evidenziato un’elevata
virulenza degli isolati utilizzati. Invece, non Isanno ancora informazioni riguardo la

virulenza di isolati di questa specie su vite.

9. Lasiodiplodia theobromagPat.) Griff. & Maubl.

In passatol.. theobromaee stata considerata soprattutto I'agente causale dhalattia
denominata “Diplodia cane diebak and bunch rot” wiie& Pearson, 1988). Come
indicato dallo stesso nome, i sintomi descritti ple malattia sono il marciume dei
grappoli e il deperimento dei tralci, accompagrdatia presenza di corti internodi e di
foglie piccole e clorotiche. Tuttavia, negli ultiranni questa specie € stata isolata, in
varie aree viticole mondiali (van Niekegt al., 2004; Tayloret al., 2005; Wood &
Wood, 2005; Urbez-Torrest al., 2006; Arocaet al.,2006, 2008; Burruanet al., 2008;
Urbez-Torreset al., 2008; Urbez-Torres & Gubler, 2009), da diverseoltgie di
sintomi, tra cui il pit frequentemente osservata gecrosi settoriale del legno di tronchi
e cordoni. Tra tutte le specie di Botryosphaeriacéslate dal legno di vitel.
theobromaeé quella la cui presenza sembra essere associatall@ particolari

condizioni climatiche, essendo stata ritrovata attptto in aree con clima subtropicale o
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semidesertico (Tayloet al., 2005; Wood & Wood, 2005; Urbez-Torres$ al., 2006;
Urbez-Torrest al.,2008; Burruanet al.,2008).

Le varie prove di patogenicita effettuate dove tpepecie € stata ritrovata su vite
hanno dato risultati contrastanti. Altamente vintilesono infatti risultati gli isolati
ottenuti in Western Australia (Taylaet al., 2005), in Messico (Urbez-Torrest al.,
2008), in California (Urbez-Torres & Gubler, 2009)in Spagna (Arocat al., 2008),
mentre, nello studio condotto da van Niekerk eegfil in Sudafrica (2004), gli isolati
ottenuti dai vigneti di quella regione hanno svgato lesioni simili a quelle del

controllo non inoculato.

10. Neofusicoccum australSlippers, Crous & M. J. Wingf.) Crous, SlippersA&
J. L. Phillips

N. australeé stata riportata per la prima volta su vite inl&tica da van Niekerkt al.
(2004), dove é stata isolata da legno apparentensamto di piante madri e da ferite di
potatura. La sua presenza su vite, soprattuttesnaazione con la necrosi settoriale del
legno, & stata riportata anche in California (UrBerreset al., 2006) e in Australia
(Taylor et al., 2005), regione, quest'ultima, dove la specie éasolata per la prima
volta e descritta utilizzando isolati ottenuti 8aquoiadendron giganteaAcacia spp.
(Slipperset al., 2004b). Recentemente, la sua presenza € statandotai anche nei
vigneti del Portogallo (Reget al., 2009), dove é stata isolata in corrispondenza di
striature brune del legno e da necrosi settorgilailmente ad altre Botryosphaeriaceae,
in Sudafrica e in Australia é stata isolata anciidetyno di altre piante da frutto (Damm
et al.,2007; Cunningtoet al.,2007; Slipper®t al.,2007; Damnet al.,2009).

Gli isolati di questa specie usati in prove di g&taicita su vite sono risultati sempre
altamente virulenti (van Nieke® al.,2004; Tayloret al.,2005; Urbez-Torres & Gubler
2009).

11. Neofusicoccum luteunfPennycook & Samuels) Crous, Slippers & A. J. L.
Phillips
AncheN. luteum allo stesso modo di altre Botryosphaeriacea¢ata ssolata da tessuti
legnosi sintomatici rappresentati per lo piu dasire brune e necrosi settoriali, presenti
in piante di vigneti australiani (Castillo-Panéb al., 2001; Savocchiat al., 2007),
portoghesi (Phillips, 2002; Rega al., 2009), californiani (Urbez-Torrest al., 2006) e

italiani (Carlucciet al., 2009). Una caratteristica peculiare di questaispgermette di
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discriminarla dalle altre Botryosphaeriaceae perzauealella semplice osservazione del
micelio di una colturan vitro (Phillips et al., 2002) poiché rilascia un pigmento giallo
nel mezzo di crescita.

Le prove di patogenicita su vite condotte da Sahiacet al. (2007) in East Australia
e da Urbez-Torres & Gubler (2009) in California,nha dato risultati concordanti,
evidenziando un elevato grado di virulenza dei tsppgiati. Invece, I'unico ceppo di
N. luteumutilizzato da van Niekerk e colleghi (2004) neitgo prove ha sviluppato

lesioni del legno non molto differenti da quellsesrate per il controllo non inoculato.

12. Neofusicoccum mediterraneu@nous, M. J. Wingf. & A. J. L. Phillips
Questa specie € stata descritta utilizzando isaténuti da branche deperienti di
Eucalyptussp. dell'lsola di Rodi in Grecia (Crow al., 2007) ed in seguito ritrovata
anche in associazione con il marciume delle drugagi wliveti del sud Italia (Lazzizera
et al., 2008). Il suo primo ritrovamento su vite & staszantrato molto recentemente in
Spagna, dove Aroca e colleghi (2009) I'hanno isglatsieme . chlamydospora altri
patogeni del legno, da piante madri di portinnesitatterizzate sia dalla presenza di

foglie piccole e clorotiche o tralci rinsecchitia @sintomatiche.

13. Neofusicoccum parvurfPennycook & Samuels) Crous, Slippers & A. J. L.
Phillips

Dal momento che molti degli isolati analizzati daillijps (1998) e Larignoret al.
(2001), inizialmente identificati comB. dothidea sono stati in seguito ascritti .
parvum (Phillips, 2002; Larignoret al., 2009), questa specie viene di conseguenza
considerata I'agente causale dell’escoriosi (Rislli2002) e quella maggiormente
associata ai casi di BDA osservati in Francia @ronet al.,2009). Inoltre, come altre
specie di Botryosphaeriaceae isolate dal legnatelj risulta essere associata soprattutto
alle striature brune e alla necrosi settorialeleigho, e in tali circostanze la sua presenza
e stata documentata in Portogallo (Phillips, 2@®&goet al.,2009), in Sudafrica (van
Niekerket al.,2004), in Spagna (Urbez-Torres & Gubler, 2006) €alifornia (Urbez-
Torreset al.,2006). In Spagna, il suo ritrovamento é stato demtato anche su piante
deperienti di meno di cinque anni (Martin & Cob2807) e, in corrispondenza di varie
alterazioni del legno, in alcuni vigneti puglieSigflucciet al.,2009).

Come per le altre Botryosphaeriaceae isolate @g aitche peN. parvumsono state

osservate differenze di aggressivita tra gli isalaggiati nello stesso esperimento (van
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Niekerk et al., 2004; Laveatet al., 2009; Urbez-Torres & Gubler, 2009). Tuttavia, in
questo caso, i risultati delle varie prove indicartee i ceppi di questa specie sono
sempre tra i pit virulenti (van Niekesgkt al.,2004; Laveawt al.,2009; Urbez-Torres &
Gubler, 2009).

14. Neofusicoccum ribis(Pennycook & Samuels) Crous, Slippers & A. J. L.
Phillips
N. ribis & stata solo occasionalmente isolata da marciwengrdppoli (Pascoe, 1998) e
da alterazioni del legno (Croes al., 2000, citato da van Niekegk al.,2004). Tuttavia,
i risultati di prove di patogenicita su vite condoton un ceppo isolato dibessp. (van
Niekerk et al., 2004), hanno indirettamente suggerito che anclestguspecie potrebbe

essere un importante patogeno per la vite (vane¥liet al.,2006).

15. Neofusicoccum viticlavatuniNiekerk & Crous) Crous, Slippers & A. J. L.
Phillips
Questa specie € stata descritta utilizzando isold¢inuti da vite in Sudafrica (van
Niekerk et al., 2004) da ferite di potatura. Prove di patogenisitavite, eseguite nello
stesso studio mediante inoculazione artificialepgante adulte, hanno evidenziato la
possibilita che in Sudafrichl. viticlavatumpossa essere un altro importante patogeno
per quest'ospite. Al momento non sono riportatezietell'isolamento di tale specie in

altre aree viticole.

16. Neofusicoccum vitifusiform@\iekerk & Crous) Crous, Slippers & A. J. L.
Phillips

ComeN. viticlavatum ancheN. vitifusiformee stata descritta utilizzando isolati ottenuti
da vite in Sudafrica (van NiekesX al.,2004). In particolare, tale specie € stata isolata
da legno necrotico e striature brune osservabilengezioni trasversali di tronchi e
cordoni di piante deperite. Isolati Hi. vitifusiformesono stati ottenuti anche su altre
piante legnose da frutto in Sudafrica e saggi thgenicita effettuati s@runus salicina
hanno dimostrato un’elevata virulenza degli isalditizzati (Dammet al.,2007). La sua
presenza in area mediterranea € stata riscontaatazizeraet al. (2008) su drupe di
olivo (Olea europepe recentemente € stata isolata dal legno digiamadri di vite in
Spagna (Arocat al.,2009).
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Le prove di patogenicita effettuate con isolatNdivitifusiformein Sudafrica hanno
evidenziato che anche questa specie potrebbe smmpage un importante patogeno per

la vite.

17. Phaeobotryosphaeria porogaan Niekerk & Crous) Crous & A. J. L. Phillips
Questa specie, anch’essa descritta da van Nie&erél. (2004) utilizzando isolati
ottenuti da ferite di potatura in vigneti del Suits, venne inizialmente identificata con
il nome diDiplodia porosumvan Niekerk & Crous, per poi essere riclassificdta
Phillips et al. (2008) e quindi identificata con I'attuale nomencheP. porosain base ai
risultati delle prove di patogenicita condotte danwWiekerk e colleghi (2004), si &

dimostrata un potenziale patogeno per la vite.

Il confronto dei risultati delle prove di patogetd; condotte con le specie di
Botryosphaeriaceae isolate da legno di vite e saggper la loro virulenza su
guest’ospite, evidenzia che in molti casi, isoldélla stessa specie hanno mostrato
differente aggressivita in esperimenti diversi. dmegazione di cido potrebbe dipendere
da svariati fattori, come le differenti cultivar eth dell'ospite, la differenza del periodo
di incubazione, il tipo di inoculo utilizzato, cosbme le differenze climatiche delle
diverse regioni in cui tali esperimenti sono statindotti. Anche le condizioni
microclimatiche degli spazi adibiti a tali provegtgebbero influenzare, allo stesso modo
degli altri fattori, o forse anche di piu, il diffente comportamento tra gli isolati di una
stessa specie. Ma soprattutto, non & da sottovaldg possibilita di differenze
intraspecifiche tra gli isolati, le quali potrebberdeterminare il differente
comportamento degli isolati di una stessa speceharprescindendo dall'influenza
dell’'ospite, del’ambiente esterno e delle condizisperimentali. Quest’ultima ipotesi
supportata dal fatto che tali differenze si osseovanche nell’'ambito dello stesso
esperimento, soprattutto quando non ci si limitanapiegare 1 o 2 isolati per specie di
Botryosphaeriaceae considerata (van Nielatrél., 2004; Tayloret al.,2005; Laveawet
al., 2009; Reget al.,2009; Urbez-Torres & Gubler, 2009).

Lo stato attuale delle conoscenze indica Bheparvum nonostante le differenze
osservate tra gli isolati, € la specie per la qualkultati dei saggi di patogenicita hanno
sempre evidenziato un’elevata aggressivita degliais (van Niekerket al., 2004;
Laveauet al.,2009; Reget al.,2009; Urbez-Torres & Gubler, 2009).
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1.3. Epidemiologia

Sono ancora poche le informazioni riguardanti Bepniologia delle diverse specie di
Botryosphaeriaceae su vite e, probabilmente, cidoeuto al costante aumento del
numero di specie ritrovate su questospite. E switmostrato che le condizioni
climatiche ottimali per lo sviluppo delle fruttiizioni non sono uguali per tutte le specie
e cio indica che vi potrebbe essere un ampio spditfattori in grado di influenzare in
maniera significativa I'andamento del processottivie (Copes & Hendrix, 2004). Tra
questi, 'umidita (pioggia; elevata UR dell’ariagrabra avere un ruolo preponderante
sulla diffusione dei propaguli da parte delle Bosphaeriaceae e/o sulla gravita della
malattia.

Phillips (1998) ha descritto I'escoriosi come unalattia presente in tutte le aree
viticole mondiali, caratterizzata dall'infezioneidealci nelle prime fasi della stagione
vegetativa, risultando piu severa durante le pren@awmolto piovose. Tale osservazione
€ supportata da quella di Lehoczky (1974), il quweriportato cheB. stevensii(ora
Diplodia mutilg), 'agente causale della BDA in Ungheria, sviluppae fruttificazioni
in presenza di alta umidita durante il periodo prmerile dopo aver trascorso la stagione
invernale in uno stato di quiescenza. L'incremeddba gravita delle infezioni dei tralci
durante prolungati periodi di umidita, come deserita Phillips (1998), potrebbe essere
attribuito ad una maggiore disponibilita di inoculd risaputo infatti che I'elevata
umidita determina la reidratazione di picnidi eyzkateci, che attivano la produzione e il
rilascio di conidi e spore. Inoltre, sembra che mjoapiu i periodi di pioggia siano
prolungati, e i conseguenti elevati valori di urtddperdurino, tanto pit aumenti la
produzione e il rilascio di spore (Michailides & k¢an, 1993). Infatti, Michailides
(1991) e Pusey & Bertrand (1993), hanno osservadonuaggiore gravita delle infezioni
su alberi diPistaciaveradurante periodi di pioggia prolungati.

Anche nel caso della malattia “Diplodia cane diéband bunch rot” e stato
osservato che il suo agente causdlasiodiplodia theobromaeproduce e rilascia
propaguli in concomitanza di periodi di pioggia lpr@ati, dopo essere rimasta
quiescente durante il periodo invernale sulla digierdei tralci eliminati con la
potatura. | tralci derivanti dalla potatura sonmsiderati un'importante fonte di inoculo
anche nel caso della malattia “Macrophoma rot’cll agente causald3. dothidea
sopravvive durante l'inverno all'interno delle bhecrinsecchite di grappoli rimasti
attaccati ai tralci (Milholland, 1988).

Attualmente, le ferite da potatura sono ritenut@riacipale via di infezione per le
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Botryosphaeriaceae, infatti strettamente assoeidtalterazioni del legno che spesso si
sviluppano a partire dalle superfici delle feritar§ Niekerket al.,2006). L'infezione del
legno pud avvenire anche durante le fasi di viv8ipecie di Botryosphaeriacea®. (
dothidea D. seriata e N. ribis) sono state infatti isolate a partire dal legno
apparentemente sano di spezzoni di portinnestorig~8uHallen, 2003) e si pensa che
tali infezioni originino, verosimilmente, da quelfgesenti nel legno di piante madri
(Fourie & Hallen, 2004; Arocat al., 2009), indicando che il materiale di propagazione
pud essere infetto gia prima dell'innesto. Quesitezioni, presenti gia prima della
messa a dimora delle giovani piante, possono rinedlagenti fino a quando I'ospite non
sia esposto a condizioni di stress o a situazibei mossano favorire lo sviluppo della
malattia, che pud condurre al deperimento o, teyanche alla morte precoce della
pianta infetta.

Sebbene tra tutte le specie di Botryosphaeriacadaté da viteD. seriatarisulti la
specie pit cosmopolita (van Niekeek al., 2006), ancheN. parvum N. luteume D.
mutila (Phillips, 2002; van Niekerkt al.,2004; Tayloret al., 2005; Urbez-Torrest al.,
2006; Savocchi&t al., 2007; Martin & Cobos, 2007; Carlucet al., 2009) sono state
ritrovate in regioni climatiche diverseN. australe inizialmente ritrovata solo
nell’emisfero sud (van Nieker&t al.,2004; Tayloret al., 2005), era ritenuta una specie
nativa dell’Australia, regione dove € stata isola¢a la prima voltala Sequoiadendron
giganteae Acaciaspp. (Slipper®t al., 2004b); tuttavia questa specie € stata poi isolata
anche in regioni dell'emisfero boreale (Urbez-Tereal., 2006; Carluccet al., 2009;
Aroca et al., 2009).B. dothideaé presente soprattutto nelle regioni dell’emisfeond
(Urbez-Torreset al., 2006; Carluccet al., 2009; Arocaet al., 2009), mentre per quanto
riguardalL. theobromada sua presenza in vigneto sembra essere strettamssociata a
particolari caratteristiche climatiche. | suoi ramimenti sono infatti relativi a regioni
caratterizzate da clima subtropicale o semidese(Tiayloret al.,2005; Wood & Wood,
2005; Urbez-Torrest al.,2006; Urbez-Torrest al.,2008; Burruanet al.,2008).

1.4. Metodi di lotta

La lotta contro le malattie causate su vite, venisiente da specie di
Botryosphaeriaceae, risulta difficile vista la manza di mezzi e misure ben definite. In
Francia, I'arsenito di sodio € stato in passatdastegjo per il controllo della BDA, con
modalita di intervento simili a quelle indicate pkfGrapevine Phaeotracheomycosis

complex” (Lehoczky, 1974, 1988; Larignon & Dubo802). Tuttavia, questo fungicida
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€ stato bandito in quanto ritenuto potenziale caogeno (Decoin, 2001; Lyubuet al.,
2002).

Visto che la principale via di infezione delle Baisphaeriaceae € rappresentata dalle
ferite, € importante evitare quanto piu possibie lbro produzione, qualora non
strettamente indispensabile (Lehoczky, 1988; Midvad, 1988, 1991; Larignon &
Dubos, 2001). Saggn vitro effettuati in Sudafrica per verificare I'attividi fungicidi
(Bester & Fourie, 2005) hanno evidenziato l'inibizé della crescita miceliare dei
funghi D. seriata L. theobromage N. australe e N. parvum da parte dei composti
benomyl, tebuconazolo, prochloraz manganese clpflusilazolo e fenarimol. Questi
fungicidi, che in altri studi sono risultati attidinche contraP. chlamydosporaP.
viticola ed E. lata (van Niekerket al., 2006), hanno inoltre evidenziato una buona
attivita contro I'infezione da Botryosphaeriaceammgdo sono stati applicati su ferite da
potatura (Besteet al., 2006). In Australia, saggi in vitro condotti cosbticonazolo,
miceliare di isolati dD. seriatae N. luteum(Savocchiat al.,2005), mentre, i composti
iprodione, benomyl, captan e penconazolo hannddimil'infezione diL. theobromae
quando sono stati applicati alle ferite prima detitulazione artificiale del fungo
(Leavitt, 2003).

E stato dimostrato che agenti di lotta biologicaned-usarium lateritium Nees,
Cladosporiumherbarum(Pers.) Link,TrichodermaharzianumRifai e Bacillus subtilis
sono in grado di ridurre la crescita miceliareEdilatain vitro cosi come sulle ferite da
potatura (Carter & Price, 1974; Ferregtaal., 1991; Munkvold & Marios, 1993; Jolet
al., 2004). Alcune prove in vitro hanno evidenziatottkata parassitaria di diverse
specie diTrichodermanei confronti di Botryosphaeriaceae diverse (Kaxgi®t al.,
2002; Cheret al., 2003). E stato inoltre dimostrato che alcune speciTrichoderma
sono in grado di colonizzare le ferite da potat(allen & Fourie, 2005). Attivita
antagonistica nei confronti dB. dothidea &€ stata anche mostrata dal batterio
Paenibacilluslentimorbus applicato su ferite da potatura in piante Ristacia vera
prima dell'inoculazione con una sospensione coaidiel fungo (KeXianget al.,2002;
Chenet al., 2003). Comunque, una buona pratica al fine di gmae o ridurre le
infezioni delle ferite da potatura, & l'allontanart® dei sarmenti dal vigneto e la loro
distruzione (van Niekerkt al.,2004).

Infine, si ritiene che le strategie utilizzate pieiurre I'infezione in vivaio da parte di

altri patogeni del legno della vite confe chlamydosporaPhaeoacremoniunspp.,
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Cylindrocarponspp, costituite dalla protezione delle ferite, imgta di fungicidi nelle
vasche utilizzate per la reidratazione, trattamentoacqua calda e aggiunta di formulati
di Trichodermaal terreno (Fourie & Hallen, 2005), potrebberceessfficaci anche per

ridurre le infezioni da specie di Botryosphaeriagcea

1.5. Monitoraggio e identificazione delle Botryospheriaceae
La distinzione delle specie di Botryosphaeriaceasata sul confronto dei caratteri delle
specie anamorfe, sebbene meno difficoltosa risgetioella impostata sul confronto dei
teleomorfi (Denmaret al., 2000), ha spesso causato confusione a causanttieanza
di peculiarita che permettessero la discriminazitr@e specie strettamente correlate
(Jacobs & Rehner, 1998). Un valido supporto alli@halassica si € rivelato I'uso della
filogenetica molecolare, basata sull’analisi dilggtga di regioni altamente conservate.
La regione genica maggiormente utilizzata per titifecazione su base molecolare delle
specie di Botryosphaeriaceae, e di altri funghiagpresentata dallrDNA ITS1-5.8S-
ITS2 (ITS) (Hajibabaeket al., 2007; Pavlicet al., 2009a). Nel caso specifico delle
Botryosphaeriaceae, I'analisi multigenica (combimedltiple gene genealogies), basata
su un'analisi filogenetica condotta utilizzandaratteri di piu regioni geniche altamente
conservate, ha consentito la distinzione tra spgicegtamente correlate (Slippers et al.,
20044a; 2004b) e la descrizione di altre (Lugual.,2005; Phillipset al.,2005; Pavlicet
al., 2009a). Le regioni maggiormente utilizzate perndlisi multigenica sono
rappresentate, oltre che dall'lTS, da parti deii gbe codificano per Ig-tubulina (BT) e
per il fattore di allungamento d<EF 1l«). Per questo motivo, l'identificazione delle
specie di Botryosphaeriaceae isolate da vite a afpiti &€ attualmente basata sul
riconoscimento morfologico supportato da analifdgénetica condotta sfruttando le
informazioni derivanti da almeno due regioni geri¢hian Niekerlet al., 2004; Taylor
et al., 2005; Slipperst al.,2007; Urbez-Torrest al., 2006, Alveset al., 2008; Urbez-
Torreset al.,2008; Lazzizerat al.,2008).

Alcune analisi filogenetiche e le ricerche condogo di rilevare in maniera specifica
il DNA delle Botryosphaeriaceae in campioni infetiindexing) si sono basate
sull’'amplificazione di regioni minisatellite, micsatellite, corte sequenze ripetute o sullo
sfruttamento dei siti di restrizione per le enddeasi. La distribuzione casuale di questi
tratti di DNA produce, in seguito a PCR (e sucosssligestione con endonucleasi nei
casi in cui si sfruttino i siti di restrizione), idpattern” specifici che consentono di fare

una distinzione interspecifica o addirittura inpasifica (Zhou & Stanosz, 2001; Zhet

28



al., 2001; Alveset al.,2005;Alves et al.,2007).

Sfruttando I'MSP-PCR (microsatellite primed-PCR),aMt al. (2003) hanno
sviluppato un protocollo di nested PCR per rilevihi2NA di Botryosphaeria dothidea
nel legno di pistacchigPistaciavera). Mentre, un protocollo di standard-PCR specie-
specifica per amplificare il DNA dei patogeni déh@Diplodia scrobiculatae Diplodia
pineaé stato sviluppato da Smith & Stanosz (208f8)ttando la variabilita all'interno
dell mt SSU rDNA (mitochondrial small subunity rB¥). In occasione del ‘6
International Workshop on Grapevine Trunk Diseasestitosi a Firenze nei giorni 1-3
Settembre 2008, Martost al. (2009) hanno proposto un’ibridazione tipo “dot thlo
preceduta dall’'amplificazione della regione ITSisblati di Botryosphaeriaceae, per
identificare il DNA di 10 delle specie ritenute porialmente patogene del legno della
vite. Un protocollo di real-time PCR, in grado diévare il DNA diD. seriatg D. mutila
e N. luteum ¢ stato presentato da Luéhial. (2009), mentre Lummerzheiet al. (2009)
hanno descritto un protocollo di multiplex-PCR cheevede I'amplificazione dB.

dothideaeD. seriata

1.6. Scopo della tesi
Fino a circa vent'anni fa erano solo tre le spetii@otryosphaeriaceae ritenute essere
coinvolte nelle malattie del legno della vif@: mutila (= Botryosphaeria stevenkiiD.
seriata (= B. obtusa e L. theobromag(= B. rhoding. D. mutila e D. seriata erano
considerate gli agenti causali della BDA rispettiate in Ungheria (Lehoczky, 1974) e
in Italia (Cristinzio, 1978; Rovesti & Montermini,987), mentreL. theobromaeera
ritenuta I'agente causale della malattia nomin&iglodia cane dieback and bunch rot”
(Hewitt & Pearson, 1988). Tuttavia, i risultatieruti in studi effettuati in varie parti del
mondo durante 'ultimo decennio, hanno evidenziata situazione molto piu complessa
di quanto si potesse credere in precedenza. N& #60ltavano essere 12 le specie di
Botryosphaeriaceae isolate dal legno di vite, sp&ssassociazione con alterazioni del
legno e altri sintomi (Luquet al.,2005; van Niekerlet al,2006), mentre, attualmente, il
numero di tali specie & di 17 (Danmehal.,2007; Martin & Cobos, 2007; Carlucei al.,
2009; Aroceet al,2009).

Obbiettivo del presente lavoro di tesi € stato lguatquisire nuove informazioni
circa I'ecologia e la tassonomia di questo ubigidgtgruppo di ascomiceti e la natura

delle sue interazioni con la vite.
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Con il fine di raccogliere informazioni circa la ffdisione, I'epidemiologia e
l'attitudine patogenetica delle principali specieBotryosphaeriaceae isolabili da vite in
Toscana, la prima fase del lavoro e stata costitiatl'allestimento di una collezione di
isolati, sia da materiale di propagazione che datpiadulte ubicate in un vigneto della
provincia di Firenze. Successivamente alla loraitterizzazione specifica, al fine di
valutare le potenzialita patogenetiche di questghi, una selezione degli isolati ottenuti
€ stata impiegata in prove di patogenicita mediaméeulazione artificiale su piante
adulte e su barbatelle. Tali prove, oltre che pa&lutare la capacita degli isolati di
provocare alterazioni del legno, sono state effiddttanche per verificare il possibile
sviluppo di sintomi fogliari, eventualmente ricoméhili a quelli caratterizzanti la
“Grapevine leaf stripe disease”. Con lo scopo gierge informazioni riguardanti le
interazioni di questi funghi con la pianta ospiyé, stessi isolati utilizzati nei saggi di
patogenicita sono stati caratterizzati anche meeliden verifica della produzione di
enzimi esocellulari, alcuni dei quali ritenuti immpanti fattori di virulenza di questi, e
altri organismi fitopatogeni. Gli stessi isolatingostati inoltre

Infine, con I'obbiettivo di ottenere strumenti usia per studi epidemiologici che per
indagini diagnostiche, sono stati sviluppati 2 poatli di diagnosi molecolare, il primo
utile per rilevare il DNA delle specie afferenti‘@l. parvumiN. ribis complex” (Pavlic
et al., 2009a), il secondo quello delle 17 specie di Bmthaeriaceae potenzialmente
presenti nei tessuti legnosi della vite. Dopo lsssaea punto, i due protocolli sono stati
utilizzati per un’indagine epidemiologica condottal materiale di propagazione

attualmente commercializzato in Italia.
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
materiale di propagazione di vite

2.1. Riassunto

Scopo del presente studio & stato quello di ideaté un gruppo di 43 isolati di
Botryosphaeriaceae ottenuti dal legno di pianteltad{#0 isolati) e da materiale di
propagazione di vite (3 isolati). La caratterizoaa specifica dei 43 isolati & stata basata
sull'analisi filogenetica condotta utilizzando legsienze delle regioni ITS1-5,8S-ITS2
(ITS) e di parte dei geni codificanti pergaubulina (BT) o il fattore di allungamento 1-
o (EF l). Un’indagine parallela ha riguardato la speef@meomoniella chlamydospora
(Pch), fungo tracheomicotico, responsabile dellaraffevine leaf stripe disease”,
comunemente ritrovato nel legno di piante di vipesso in associazione a specie di
Botryosphaeriaceae.

L'analisi effettuata ha permesso di identificareeppi diBotryosphaeriadothidea
10 di Diplodia seriatg tutti da piante adulte, e 30 dieofusicoccunparvum (27 da
piante adulte e 3 da materiale di propagazionefc&sivamente, con lo scopo di
valutare il grado di variabilita tra i ceppi ti. parvum l'analisi filogenetica per i 30
ceppi di quest'ultima specie € stata condotta antbhase alle sequenze delle regioni BT
e EF 1le. | risultati hanno evidenziato la distinzione deppi diN. parvumin 3 gruppi
filogenetici correlati. Inoltre, I'analisi morfolaca degli stessi ha confermato la presenza
di caratteristiche tipiche della specie.

Quanto all’'origine specifica degli isolati, tutti40 ceppi di Botryosphaeriaceae
ottenuti dalle 5 piante adulte di vite sono statilati da 28 delle 54 alterazioni legnose
prese in esame; Pch é stata invece isolata insponidenza di 10 alterazioni e solo in 3
casi il suo ritrovamento si &€ sovrapposto a quéilspecie di Botryosphaeriaceae. Nel
caso del materiale di propagazione, costituito @darbatelle, gli isolamenti sono stati
caratterizzati da un basso tasso di fertilita, pedidentemente dalla presenza o meno di
alterazioni del legno. Da tale materiale sono staiati solo 3 ceppi dN. parvum
mentre da nessun campione € stata isolata Pch.

La presenza delle 3 specie di Botryosphaeriaceastifitate in questo studidB(
dothidea D. seriatae N. parvum e specialmente dil. parvum considerata una delle
Botryosphaeriaceae piu virulente su vite, indica cuesti funghi, cosi come altri
patogeni del legno della vite, potrebbero esseirvotii nello sviluppo di alterazioni del
legno e nel deperimento delle piante di vite angheéloscana. La poco frequente
associazione fra Botryosphaeriaceae e Pch, rilévafaesto studio, suggerisce, anche se

non esclude, una eventuale azione indipendentegugeiipi di funghi.
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2.2. Introduzione

Atteso che il numero di specie di Botryosphaeriacia@o ad oggi isolate da piante di
vite & salito a 17, soprattutto in virtl di una pitenta caratterizzazione tassonomica dei
funghi ottenuti, (Damnet al.,2007; Martin & Cobos, 2007; Carlucei al.,2009; Aroca
et al, 2009), in Italia, fino a circa due anni fa, le ¢ché notizie relative all'isolamento di
tali funghi dal legno di vite si riferivano agliugti di Cristinzio (1978) e di Rovesti &
Montermini (1987), entrambi riguardanti il ritrovamto diD. seriata Piu recentemente
€ stata riportata la presenza ldisiodiplodiatheobromaenella provincia di Trapani
(Burruanoet al., 2008) e di 9 specie nei vigneti pugliesi (Carluetial., 2009). In
quest’ultimo caso, oltre ad essere stata ritroyeala prima volta su vite la specie
Diplodia corticola, € stata riportata anche la presenza della spe¥e®usicoccum
parvum ritenuta una delle Botryosphaeriaceae piu vitglesu vite (Phillips 2002; van
Niekerk et al., 2004; Martoset al., 2008; Laveatet al., 2009; Urbez-Torres & Gubler,
2009).

A causa della scarsa varieta morfologica delle isptdeomorfe e degli sporadici
ritrovamenti di queste formen vitro cosi come in natura, la tassonomia e
l'identificazione delle specie di Botryosphaeriagesi sono basate principalmente sui
caratteri degli anamorfi (Denmaet al., 2000). Tuttavia, la distinzione basata sul
confronto dei caratteri delle specie anamorfe, sabbmeno difficoltosa rispetto a quella
impostata sul confronto dei teleomorfi (Denmen al., 2000), ha spesso causato
confusione a causa della mancanza di peculiarigapelimettessero la discriminazione
tra specie strettamente correlate (Jacobs & Retif88). Un valido supporto all’analisi
classica si € rivelato 'uso della filogenetica puwilare, basata sull’analisi di sequenza
di regioni altamente conservate. La regione genicaggiormente utilizzata per
I'identificazione delle specie di Botryosphaeriagea di altri funghi, &€ rappresentata
dall'rDNA ITS1-5.8S-ITS2 (ITS) (Hajibabaet al.,2007; Pavlicet al.,2009a). Nel caso
specifico delle Botryosphaeriaceae, I'analisi ngdtiica (combined multiple gene
genealogies), basata su un’analisi filogeneticadotia utilizzando i caratteri di piu
regioni geniche, ha consentito la distinzione frecée strettamente correlate (Slippets
al., 2004a; 2004b) e la descrizione di altre (Lugeal., 2005; Phillipset al., 2005;
Pavlicet al.,2009a). Le regioni maggiormente utilizzate pendlisi multigenica sono
rappresentate, oltre che dall'l TS, da parti dei gée codificano per Ig-tubulina (BT) e
per il fattore di allungamento d-(EF 1«). Per questo motivo, l'identificazione delle

specie di Botryosphaeriaceae, isolate da vite o alpiti, € attualmente basata
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sull'analisi filogenetica condotta sfruttando lefoirmazioni derivanti da almeno due
regioni geniche (van Nieker&t al., 2004; Tayloret al., 2005; Slipperset al., 2007;
Urbez-Torreset al., 2006, Alveset al.,2008; Urbez-Torrest al.,2008; Lazzizerat al.,
2008; Pavlieet al.,2009a).

Un recente studio condotto in Sudafrica su isadétienuti daSyzygiumcordatum
(Pavlic et al., 2009a), basato sull'utilizzo di una tecnica denmata “Genealogical
concordance phylogenetic species recognition” (GR)P8a confermato la distinzione
traN. parvume la specie strettamente correliitaibis, anche quest’ultima considerata
un importante patogeno del legno della vite. Tudtas causa della stretta correlazione
tra le 2 specie, gli autori hanno optato per carside come componenti di un
complesso, denominatdN€eofusicoccunparvumniN. ribis complex”. Inoltre, nello stesso
studio, l'utilizzo della GCPSR ha evidenziato, #etenza di quanto era stato possibile
con la sola analisi morfologica, I'esistenza di B&e criptiche nellambito dellN.
parvuniN. ribis complex”, denominateN. cordaticola N. kwambonambiense N.
umdonicola Ad oggi, queste specie criptiche sono state vdii® solo suSyzygium
cordatum(Pavlicet al.,2009a), quindi le uniche specie del complessaisdiialla vite
risultano esserl. parvume N. ribis.

In questo studio, con lo scopo di ricavare maggdiddrmazioni circa la presenza di
Botryosphaeriaceae nei vigneti italiani, & statadotta un’indagine esplorativa in un
vigneto della provincia di Firenze e su material@mpagazione commercializzato in
Italia. Inoltre, al fine di verificare la distribione relativa di questi funghi, & stato
effettuato anche il monitoraggio dPhaeomoniella chlamydospora (Pch), fungo
tracheomicotico, agente causale della “Grapeviaé d&ripe disease” (ex esca) (Surico,
2009), comunemente rinvenuto nel legno delle pianteite adulte e nel materiale di
propagazione (Retieket al., 2006; Arocaet al., 2006; Edwardset al., 2007).
L’identificazione degli isolati di Botryosphaeriam ottenuti & stata effettuata mediante

analisi filogenetica, basata sulle sequenze detjeoni ITS, EF 1x e BT.
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2.3. Materiali e Metodi

2.3.1. Materiale vegetale

Come materiale vegetale di partenza sono statézzatie 5 viti adulte (cultivar
Sauvignon blanc) e 20 barbatelle con differenti bmazioni di cultivar e/o portinnesto.
Le viti adulte, espiantate da un vigneto di 12 aubicato presso l'azienda agraria
dell'Universita di Firenze (Villa Montepaldi), sita San Casciano in Val di Pesa (Fl),
sono state scelte, in diversi punti del vigneta, duelle che nella stagione vegetativa
precedente avevano manifestato sintomi di depetonefo la sintomatologia fogliare
della “Grapevine leaf stripe desease” (Fig. 1).blagbatelle sono state prelevate a caso
da 3 lotti prodotti da un vivaio della provincia Birenze (vivaio A) e da un lotto
prodotto da un vivaio francese (vivaio B). Per agmdelle 5 piante adulte, allevate con
la tecnica del “cordone speronato”, sono statiipregsame segmenti del tronco, del
cordone e dello sperone, mentre, nel caso delleabelte, sono stati considerati 2 0 3
punti del portinnesto (Fig. 2). Dopo lavaggio camea corrente, le piante adulte e le
barbatelle sono state sezionate trasversalmewsiefattate secondo le modalita descritte
da Retiefet al. (2006) e private della corteccia mediante I'utiizdi una lama sterile. |
campioni legnosi, rappresentati dalle porzionirdnthi, cordoni e speroni delle piante
adulte, o dal portinnesto delle barbatelle, soati gbi sezionati longitudinalmente per
verificare I'eventuale presenza di alterazioni igjno (Fig. 2). Nel caso delle piante
adulte, frammenti legnosi (peso medio 98 + 20 nuoglosstati prelevati esclusivamente
dalle alterazioni piu rappresentative (Fig. 3), tr&nnel caso delle barbatelle, i
frammenti legnosi sono stati prelevati sia dal egon alterazioni sia da legno

apparentemente sano (Fig. 3).
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Figura 1. Pianta di Sauvignon blanc con sintomi di Grapevieaf stripe disease
utilizzate nelle prove per verificare la presenzgpecie di Botryosphaeriaceae e di Pch.

Figura 2. Punti di prelievo dei campioni legnosi dalle piaatiilte &) e dalle barbatelle

(b).

punti di prelieve
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Figura 3. Esempi delle alterazioni legnose piu frequentemengervate all'interno dei
tronchi, dei cordoni o degli speroni delle piantkilée @ e b, sezione longitudinale; e

d, sezione trasversale) o allinterno del legno elebbarbatelle €); f), legno
apparentemente asintomatico del portinnesto diharbatella. La maggior parte delle
alterazioni osservate e stata ritrovata in cornsjgmza di ferite da potataura.

2.3.2. Isolamento e caratterizzazione delle Botryosphaeriaceae e di Pch

Da ogni campione legnoso, 7 frammenti di legno sstadi prelevati asetticamente e
posti in piastre Petri contenenti brodo di pataatasio e agar (PDA) al 2% (Difco
laboratories Inc., Detroit, MI, USA), addizionaterc solfato di streptomicina allo
0.015% (Sigma-Aldrich Corporation, Saint Louis, MQSA). Le piastre sono state poi
incubate per circa 3 settimane, in assenza di lwwe25°C. Le colonie di
Botryosphaeriaceae, sviluppatesi dalle scheggegtid alterato, sono state inizialmente
identificate sulla base della caratteristica detiionia e, per ogni alterazione dalla quale
si sono sviluppate tali colonie, sono stati ottedatl a 4 isolati puri. Tutti gli isolati di
Botryosphaeriaceae sono stati poi ulteriormentatifieati mediante analisi di sequenza
della regione ITS, in accordo a come riportato daeld-Torreset al. (2006). In seguito,
una selezione di isolati, che sulla base della esezm ITS sono stati ascritti al
“NeofusicoccunparvuniN. ribis complex” (Pavlicet al., 2009a), € stata ulteriormente
caratterizzata mediante analisi di sequenza di partgeni BT e EFL: e successiva

analisi filogenetica. L'analisi morfologica & statandotta su una selezione di ceppi
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scelti in base ai risultati ottenuti con I'analfdogenetica. Gli isolati di Pch sono stati

identificati in base alla caratteristica della cofo

2.3.2.1. Analisi filogenetica degli isolati di Botryosphaeriaceae

2.3.2.1.1. Estrazione del DNA
Ogni isolato di Botryosphaeriaceae € stato cres¢uB0 ml di PDB al 2%, in assenza
di luce, a 25°C e in agitazione (100 rpm) per 7gi@rni. Circa 200 mg della massa
miceliare sviluppatasi sono stati prelevati asaftiente e sottoposti ad estrazione del
DNA. Ciascun campione di micelio fungino é statstpoin un mortaio di ceramica e
disgregato con l'ausilio di sabbia inerte steril@zeto liquido. Dopo I'aggiunta di 8Q0
di buffer AP1 (Qiagen N.V., Venlo, Netherlands),deccessive fasi di estrazione del
DNA sono state eseguite utilizzando il “DNeasy PI&mhnikit” (Qiagen N.V., Venlo,
Netherlands), secondo le istruzioni riportate.

Al fine di verificare I'avvenuta estrazione del DNA'assenza di inibitori della PCR,
tutti i campioni ottenuti sono stati inizialmentenglificati utilizzando i “primer”
universali ITS5 e ITS4 (Whitet al., 1990) e in seguito conservati a -80°C prima delle

successive amplificazioni.

2.3.2.1.2. Amplificazione delleregioni ITS, BT e EF1-a mediante standard PCR

Le reazioni di PCR sono state condotte utilizzandaermociclizzatorddio-rad (Bio-
Rad laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). Taq (DreamTaq™) e gli altri reagenti
sono stati acquistati dalla “Fermentas Internationa,” (Burlington, Ontario, Canada)
mentre i “primer” sono stati sintetizzati dalla ‘#Bfins MWG Operon” (Ebersberg,
Germany). Tutte le reazioni sono state allestiterrinvolume finale di 2ql in base ai
protocolli descritti da Urbez-Torrest al. (2006) nel caso delle amplificazioni delle
regioni ITS e BT, o da van Niekemt al. (2004) nel caso dell'amplificazione della

regione EFls.

2.3.2.1.3. Analisi filogenetica
Tutti i prodotti di PCR sono stati purificati coh metodo “EXOSAP” (USB Europe
GmbH, Staufen, Germany) secondo le istruzioni tgder e sottoposti ad analisi di

sequenza con sequenziatore “ABI prism Big Dye Teatur Cycle Sequencing Kit v.
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1.1” (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA), lizkando il sistema “ABI prism 310
CE” (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). laznatogrammi, inclusivi delle
sequenze senso e antisenso, sono stati revisieresemblati manualmente al fine di
ottenere una singola sequenza consenso, la ctuifidgrione é stata effettuata mediante
comparazione con quelle disponibili nel “databdsesD.

Per ogni gruppo di sequenze (ITS, BT, Efl¥analisi filogenetica é stata condotta
utiizzando sia l'analisi Bayesiana che il criteridella Massima Parsimonia.
Relativamente alle specie Meofusicoccunisolate da vite, e a tutti i componenti dal. “
parvumiN. ribis complex”, l'analisi €& stata condotta anche considéo,
contemporaneamente, le sequenze ITS e ERITS + EF 1e), la cui congruenza é
stata verificata mediante il test di partizionel'delogeneita (partition homogeneity
test), utilizzando il programma PAUR.4.0b10 (Swofford, 2002). Nei casi in cui non
sono risultate disponibili sequenze di riferimerdtative a Botryosphaeriaceae isolate da
vite, sono state utilizzate quelle di ceppi isotddi altri ospiti. Le sequenze sono state
allineate con il programma Clustalw, utilizzandopzione Mega 4.1 (Tamuret al.,
2007) e l'analisi filogenetica & stata condotta doprogramma “MrBayes v 3.1.2"
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) nel caso dellan@®syesiana, 0 MEGA 4.1 (Tamura
et al.,2007) nel caso del criterio della Massima Parsimon

L'analisi Bayesiana e stata condotta secondo leesggimpostazioni: “substitution
rate=2, nucleotide frequencies=equal, 25% of theestrand sampled generations
discarded”; per ogni gruppo di sequenze sono sfffiéttuate 3 corse indipendenti per
verificare la congruenza del risultato e gli albéifogenetici risultanti sono stati
visualizzati e revisionati utilizzando il programmaFigtree v 1.2.1
(http://tree.bio.ed.ac.uk/).

L’analisi filogenetica basata sul criterio della 48ama Parsimonia & stata condotta
impostando I'opzione di ricerca euristica (branetagping NNI) e, per verificare la
lunghezza dei bracci, sono state valutate 1000ctepldei valori di “Bootstrap”. Gli
alberi filogenetici ottenuti sono stati visualiiza¢ revisionati con l'ausilio del
programma MEGA 4.1 (Tamuet al.,2007).

Nel caso dell’analisi filogenetica relativa alleqeenze ITS di tutte le specie di

Botryosphaeriaceae da vite, I'outgroup” é statppr@sentato d&uignardia bidwelli
CBS 111145 (codice di accesso a GenBank: EU6836&¥&)ire, quando I'analisi & stata

effettuata considerando le sequenze ITS, BT e &&éHe sole specie dNeofusicoccum
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Ioutgroup” € stato costituito d&. dothideaCMWB8000 (codici di acceso a GenBank:
ITS, AY236949; BT, AY236927; EF&; AY236898).

2.3.2.2. Analis morfologica

Al fine di ottenere la formazione dei picnidi, ippg sono stati cresciuti in piastre Petri
(@ 60 mm) contenti agar al 2% e tralci di pioppdladéunghezza di circa 4 cm. Le
piastre sono state incubate a temperatura amhgentpresenza di luce naturale. Quando
presenti, i picnidi sono stati sezionati trasversaite con lama sterile e, il contenuto,
costituito da cellule conidiogene e conidi, &€ statmtato su vetrino in presenza di acido
lattico al 100%. L'osservazione delle strutture mogécopiche € stata effettuata con
stereomicroscopio “Leica MZ95” e microscopio “LeiDMR” e le rispettive immagini
digitali sono state ottenute con le videocamereicdaedFC320” e “Leica DC300". Le
misurazioni sono state condotte con l'ausilio deldoio di misurazione “Leica IM500

image management system” (Leica Micro-systems Gridetzlar, Germany).

2.4. Risultati

2.4.1. Analisi filogenetica degli isolati di Botryosphaeriaceae

L'analisi filogenetica dei 43 isolati di Botryospgréaceae ha condotto all'identificazione
di 3 ceppi diB. dothidea 10 diD. seriatae 30 diN. parvum In base alle caratteristiche
della regione ITS, entrambi i metodi di analisiimiati hanno permesso di individuare
un unico clado relativo B. dothideae due pebD. seriatae N. parvum(Fig. 4). Tuttavia,
mentre i due tipi di sequenze Bi seriatasono stati raggruppati con varianti gia note
della specie, nel caso Ni parvum uno dei due gruppi non € stato supportato dauness
delle sequenze di riferimento utilizzate. Le segeedi questo gruppo, caratterizzate da
una relativamente maggiore identita con quell@&dribis, sono state pertanto definite
“atipiche”, mentre, le restanti, avendo formato wmico clado contenente anche la
sequenza del ceppo tipN.(parvumCBS110301) sono state definite “tipiche”. Il grapp
delle sequenze “atipiche” é risultato evidenteggmalmente, anche in seguito all'analisi
filogenetica condotta considerando esclusivamerteseéquenze ITS di specie di
Neofusicoccumcomprese quelle delle altre componenti del cosguleN. parvurmiN.
ribis” (Fig. 5). Nessuna distinzione, tra i ceppiNl parvum ottenuti in questo studio

(PVFi-Np), € stata invece osservata nel caso dellisi filogenetica condotta per le
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sequenze di parte del gene codificante pef-tabulina. Infatti, a parte la sequenza
relativa al ceppd\. parvum CMW27901, le restanti hanno formato un unico clado
insieme al ceppo tipo (Fig. 6). Comunque, le segeet riferimento utilizzate in questa
analisi si riferiscono solo ai componenti del coegsb N. parvumiN. ribis” in quanto
non sono risultate reperibili sequenze relativea#tte specie diNeofusicoccumLa
presenza di sequenze “atipiche” & stata nuovamesdgervata in seguito all'analisi
filogenetica condotta utilizzando parte del gengiftcante per il fattore di allungamento
1l-o (EF 1-a). Sia I'analisi Bayesiana sia il metodo della Mass Parsimonia hanno
infatti generato 2 gruppi relativi . parvum uno che include il ceppo tipo, insieme al
ceppo PVFi-Np e ad altri 3 di riferimento, e l'altcostituito da tutti i ceppi PVFi-Np
aventi sequenze ITS “atipiche”, ma anche da alcoompresi i restanti 3 ceppi di
riferimento, che con I'analisi dell'ITS erano steaggruppati insieme al ceppo tipo (Fig.
7). Questo risultato ha fatto ipotizzare che, iseballe regioni geniche considerate, i
ceppi PVFi-Np fossero suddivisibili in 3 gruppi: aucaratterizzato da sequenze ITS ed
EF 1-a “atipiche”, uno con sequenze ITS “tipiche” ed Efal“atipiche” e uno con
entrambi i tipi di sequenze “tipiche”. Tale ipot@sistata confermata, con entrambi i
metodi utilizzati, in seguito all'analisi condottansiderando contemporaneamente le
informazioni relative sia alla regione ITS che BN 1- a (Fig. 8), evidenziando la
presenza di un gruppo di ceppi PVFi-Np, aventssiquenze ITS che EF dé-atipiche”,
non supportato da alcun ceppo di riferimento. $t t# partizione dellomogeneita ha
evidenziato la mancanza di incongruenze signifiea(P=0.133) tra le sequenze ITS e
EF la dei ceppi diNeofusicoccum validando il risultato ottenuto in seguito al

contemporaneo utilizzo dei 2 tipi di sequenze.
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
materiale di propagazione di vite

Figura 4. Analisi filogenetica condotta utilizzando le seqee ITS dei 43 isolati di
Botryosphaeriaceae ottenuti in questo studio (PVIE-almeno una sequenza di
riferimento per ognuna delle specie di Botryospiaaeae isolate dal legno di vite. Il
ceppo “outgroup € rappresentato @aignardia bidwelliCBS111645.a), albero di
consenso dell'analisi Bayesiana (15002 replichejalori di supporto rappresentano la
probabilita a posteriori (la probabilita che il dtasia corretto, dati i parametri e i dati).
La lunghezza della barra rappresenta 10 variazipialbero consenso ottenuto con il
criterio della Massima Parsimonia. | valori di “listvap” rappresentano il risultato di
1000 repliche. La lunghezza della barra rappreskhtaariazioni.
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
materiale di propagazione di vite

Figura 5. Analisi filogenetica condotta utilizzando le sequenTS dei 30 ceppi d\.
parvumottenuti in questo studio (PVFi-Np) e almeno unquemza di riferimento per
ognuna delle specie appartenenti Bl parvumiN. ribis complex” e delle specie di
Neofusicoccunisolate dal legno di vitea), albero di consenso dell’analisi Bayesiana
(15002 repliche). | valori di supporto rappresentda probabilita a posteriori (la
probabilita che il clado sia corretto, dati i pasme i dati). La lunghezza della barra
rappresenta 10 variazior), albero consenso ottenuto con il criterio dellasbiana
Parsimonia. | valori di “bootstrap” rappresentarorisultato di 1000 repliche. La
lunghezza della barra rappresenta 10 variazioni.
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
materiale di propagazione di vite

Figura 6. Analisi filogenetica condotta utilizzando le seqeeftF 1e dei 30 ceppi dN.
parvumottenuti in questo studio (PVFi-Np) e almeno unquemza di riferimento per
ognuna delle specie appartenenti Bl parvumiN. ribis complex” e delle specie di
Neofusicoccunisolate dal legno di vitea), albero di consenso dell’analisi Bayesiana
(15002 repliche). | valori di supporto rappresentda probabilita a posteriori (la
probabilita che il clado sia corretto, dati i pasme i dati). La lunghezza della barra
rappresenta 10 variazior), albero consenso ottenuto con il criterio dellasbiana
Parsimonia. | valori di “bootstrap” rappresentarorisultato di 1000 repliche. La
lunghezza della barra rappresenta 10 variazioni.
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
materiale di propagazione di vite

Figura 7. Analisi filogenetica condotta utilizzando le sequerBT di una selezione
dei 30 ceppi dN. parvumottenuti in questo studio (PVFi-Np) e almeno ungusmza di
riferimento per ognuna delle specie appartenentiNalparvuniN. ribis complex”. a),
albero di consenso dell’analisi Bayesiana (1500@lialee). | valori di supporto
rappresentano la probabilita a posteriori (la pbdiia che il clado sia corretto, dati i
parametri e i dati). La lunghezza della barra rappnta 10 variazionib), albero
consenso ottenuto con il criterio della Massimasiawnia. | valori di “bootstrap”
rappresentano il risultato di 1000 repliche. Laglezza della barra rappresenta 10
variazioni.
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
materiale di propagazione di vite

Fugura 8 . Analisi filogenetica condotta utilizzando le seqeenTS e EF Xx dei 30
ceppi di N. parvum ottenuti in questo studio (PVFi-Np) e almeno ungusmza di
riferimento per ognuna delle specie apparteneritNaparvuniN. ribis complex” e delle
specie diNeofusicoccunisolate dal legno di vite.a), albero di consenso dell’analisi
Bayesiana (15002 repliche). | valori di supporfppr@sentano la probabilita a posteriori
(la probabilita che il clado sia corretto, datiairametri e i dati). La lunghezza della barra
rappresenta 10 variazior), albero consenso ottenuto con il criterio dellasbiana
Parsimonia. | valori di “bootstrap” rappresentarorisultato di 1000 repliche. La
lunghezza della barra rappresenta 10 variazioni.
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Neofusicoccum ribis CMW7773

occum cordaticola CMW13992
occum cordaticola CMW14151

4 Neofusicoccum kwambonambiense CMW14023

neofusicoccum kwambonambiense CMW14123
Neofusicoccum umdonicola CMW14079
Neofusicoccum umdonicola CMW14127

96 Neofusicoccum australe STE-U 4425

98, Neofusicoccum luteum STE-U 4593
Neofusicoccum luteum STE-U 4592

94, Neofusicoccum australe STE-U 4415

Neofusicoccum vitifusiforme STE-U 5050
Neofusicoccum vitifusiforme STE-U 5252

100, Neofusicoccum viticlavatum STE-U 5041
B9 Neofusicoccum viticlavatum STE-U 5044
| 93;

Botryosphaeria dothideaCMW8000

TIPICHE
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2.4.2. Analis morfologica

L'analisi morfologica é stata effettuata solo scuai ceppi diN. parvumin quanto nei
casi diB. dothideae di D. seriata non e stata osservata la formazione di strutture
riproduttive. Nel caso dN. parvum la formazione di picnidi & stata osservata dopo u
periodo di circa 20 gg (Fig. 9) e la successivdisimaicroscopica del loro contenuto ha
consentito di apprezzare, nella maggior parte dsi, ¢e diverse fasi della conidiogenesi

(Fig. 10).

Figura 9. Sviluppo di picnidi di una colonia dNl. parvumsulla superficie di tralci di
pioppo posti in piastre Petri (@ 60 mm)ntenenti agar/acqua al 2%);(b) fuoriuscita
del contenuto di un picnidio, sviluppatosi da umdonia di N. parvum in seguito al
sezionamento trasversale effettuato a livello dsitemita superiore. Le barre indicano
una lunghezza di 1mm.

Figura 10. Conidiogenesi in 2 ceppi di. parvum a), immagine raffigurante diverse
fasi della conidiogenesi nel ceppo PVFi-Nf), conidiogenesi nel ceppo PVFi-Np27.
Le barre indicano una lunghezza djhf
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I ceppi diN. parvumsottoposti ad analisi morfologica, rappresentad®i 3 gruppi
filogenetici individuati nellambito della specidanno evidenziato la formazione di
conidi aventi caratteristiche morfologiche corrisgenti a quelle tipiche della specie. In
tutti i casi infatti € stato osservato l'aspettdinia, la parete sottile, la forma
fusoide/ellissoidale, I'estremita inferiore piu @ondata rispetto a quella superiore e la
massima larghezza a livello mediano o del terztiotrauperiore (Fig. 11). In nessun
caso, probabilmente a causa del breve lasso diaetrgscorso dall'inizio della
conidiogenesi, € stata osservata la presenza dilicdinaspetto olivaceo, con parete
inspessita e mono- o bi-settati, caratteristichipicthe” della forma matura di questi
propaguli.

Figura 11. Conidi dei diversi ceppi PVFi-NpN. parvun). a e b; conidi dei ceppi PVFi-
Np gruppo 1a), PVFi-Np8;b), PVFi-Np10;c ed; conidi dei ceppi PVFi-Np gruppo 2;
¢), PVFi-Np3;d), PVFi-Np11;e edf; conidi dei ceppi PVFi-Np gruppo 8), PVFi-Np9;
f), PVFi-Np14. Le barre indicano una lunghezza qir0
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
materiale di propagazione di vite

Tuttavia, sono state osservate delle peculiaritdimiensione e struttura correlate ai
singoli ceppi, quindi apparentemente indipendendl dyruppo filogenetico di
appartenenza. E da precisare che tale variabilistata verificata soprattutto tra i
componenti del gruppo 1 (Fig. 11a e 11b) e tralgdel gruppo 2 (Fig. 11c e 11d),
mentre una maggiore uniformita & stata osservatadomponenti del gruppo 3, risultati
maggiormente correlati al ceppo tipo in seguit@aadlisi filogenetica.

Le dimensioni medie dei conidi dei ceppi utilizzati questo studio (PVFi-Np),
confrontate con quelle ottenute nel lavoro di sll(2002), sono apparse in generale
piu piccole, soprattutto per quanto riguarda laghezza (Tab. 1). Di conseguenza, nella
maggior parte dei casi, anche il rapporto lunghtaghezza ¢ risultato inferiore rispetto
ai parametri di riferimento, specialmente nel casoPVFi-Np8 e PVFi-Np10. La
maggiore corrispondenza con le misure di riferimeatstata invece evidenziata dai
ceppi PVFi-Np3 e PVFi-Np27, che hanno prodotto dorbn misure medie quasi in
linea con quelle di riferimento. Comunque, allonggdia si considerano i valori minimi e
massimi dei parametri di riferimento, le misure deppi PVFi-Np concordano, a parte il
caso specifico di PVFi-Np8 e PVFi-Np10, con queliservate da Phillips (2002).

Le caratteristiche morfologiche dei ceppi PVFi-Nms state confrontate anche con
guelle tipiche diN. ribis (dati non riportati), i cui conidi sono carattedti da una
lunghezza relativamente maggiore e da forma piwidiage, rispetto a quelli dN.
parvum evidenziando quindi la maggiore somiglianza depp PVFi-Np con le

caratteristiche dN. parvum
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Tabella 1. Confronto delle misure dei conidi dei ceppi PVR-IN. parvun) con quelle tipiche della spedie parvum(Phillips, 2002), riferite
alla produzione dei propaguii vitro. | valori minimo e massimo sono inclusi in parentésialori medi sono riportati insieme alla deviaze
standard (SD).

Specie, gruppo filogenetico, Dimensioni dei conidi (lunghezza x larghezaanj Rapporto lunghezza/larghezpan)
ceppo

Parametri Media + SD Parametro Media + SD
Misure tipiche peN. parvum (12-) 15-20 (—24) x (4-) 4.5-6 (-7.5) 172+ 156&+0.6 (1.8-) 2.5-4 (-5) 3.2+04
N. parvum- gruppo 1
PVFi-Np-8 (10.4-) 12.0-12.5 (-14.3) x (4.7-) 5.6-5.9 (-7.2) 2.2 0.9x 58 + 0.6 (1.6-) 2.1-2.2 (-3.0) 203
PVFi-Np10 (8.8-) 11.0-11.6 (12.9) x (4.5-) 5.2-5.5 (6.2) HM®BIx54+04 (1.6-) 2.0-2.2 (-2.6) 2102
PVFi-Np27 (13-) 16-17.5 (-21) x (4.5-) 5.1-5.5 (7.0) 16.983454 +0.5 (2.2-) 3.0-3.4 (-4.0) 3.2+05

N. parvum- gruppo 2
PVFi-Np3 (14.5-) 15.9-17 (-18.9) x (4.5 -) 4.8-5 (-5.5) 36153 x 4.9 +0.3 (2.8-) 3.2-3.5 (-4.0) 3.4+0.3
PVFi-Np11 (12.3-) 14.4-15(-17.8) % (4.1-) 5-5.3 (-5.8) 14B83x52+04 (2.3-) 2.8-3.0 (-3.5) 29+0.3

N. parvum- gruppo 3

PVFi.Np9 (13.9-) 15-15.5 (~17.4) x (5.3-) 5.8-6 (~6.4) 1588 x 5.9 + 0.3 (2.4-)25-2.6 (-3.3) 2.6+0.2
PVFi.Np14 (13.9-) 15.1-15.6 (~16.9) x (5.3-) 5.6-5.8 (=6.3)5.41 0.7 x 5.7 + 0.3 (2.4-)2.6-2.8 (-3.0) 20.%
PVFi.Np20 (13-) 14.5-15 (-16.4) x (5.4-) 6.9-7.1 (-7.1) M08 x 7.0 +0.5 (1.8-)2.0-2.2 (-2.8) 2.1+0.2

PVFi.Np31 (12.1-) 14.6-15.3 (-17.5) x (4.5-) 5.3-5.5 (=6.0) 5.0 1.3 x 5.4 + 0.3 (2.0-)2.7-2.9 (-35) 283




2.4.3. Distribuzione dei ceppi di Botryosphaeriaceae e di Pch nelle piante adulte e nel
materiale di propagazione

Gli isolamenti dal legno alterato delle 5 viti aiguha indicato la presenza dei morfotipi
di Botryosphaeriaceae e di Pch rispettivamenteitie & in 4 delle piante analizzate. Su
un totale di 54 campioni (alterazioni), isolati Bibtryosphaeriaceae e di Pch sono stati
ottenuti rispettivamente in 28 e in 10 casi; inyesetrambi i morfotipi (Fig. 12) sono
stati isolati dalla stessa alterazione in 3 casab(T2-6). L'analisi ha permesso di
constatare la contemporanea presenZa dothidea D. seriatae N. parvum o di piu di

un ceppo diD. seriata o di N. parvum anche nella stessa pianta, ma mai in
corrispondenza della stessa alterazione. Tuttavigarte il caso della pianta n. 5 (Tab.
6), la distribuzione tra le piante delle 2 spedierpppresentatd). seriatae N. parvum
non & apparsa omogenea. Infditi,seriatae stata isolata soprattutto dalle piante n. 3 e
n. 4 (Tab. 4 e 5) mentre la maggior parte deglaisali N. parvumsono stati ottenuti
dalle pianten. 1 en. 2 (Tab.2e 3).

Figura 12. Colonia del ceppo PVFi-Np1IN( parvum cresciuta su PDA al 2%, dopo 7
(a) e 20gg ) di incubazione a 25°C e in assenza di la¥ecolonie di Pch emergenti su
PDA al 2% da frammenti di legno dopo 10gg di inaibae a 25°C e in assenza di luce.

b

La presenza di funghi diversi dalle Botryosphaerigce da Pch & stata osservata in
un totale di 17 campioni. In particolare, questhnghi sono stati isolati in maniera
esclusiva in 7 casi, mentre, la presenza in cortemé con Botryosphaeriaceaae, Pch o
entrambi, & stata riscontrata rispettivamente i8 B,2 campioni. Il riconoscimento dei
morfotipi, o I'analisi di sequenza della regioneS|Thanno evidenziato in un caso la
presenza di componenti dei geneékureobasidion Cylindrocarpon Fusarium e

56



Gliocladium nell'altro diBionectriasp., mentre in nessun campione € stata veriflaata
presenza di specie &8haeoacremoniunfquesto genere include specie, frequentemente
associate a Pch, coinvolte nella malattia di Piernella “Grapevine leaf stripe disease).
Nel caso delle barbatelle (materiale di propaga@iohanalisi &€ stata caratterizzata
da un elevato tasso di infertilita degli isolameftale tasso ha infatti raggiunto valori
intorno al 90% nel caso dei lotti n. 2 e n. 4 (T&ke 10) o del 100% nel caso del lotto n.
3 (Tab. 9). Vista la presenza, nei campioni dii tutbtti, sia di legno alterato che
apparentemente sano, la bassa frequenza di isdiamen € sembrata, di conseguenza,
correlata alle caratteristiche del campione. Toéais di Botryosphaeriaceae, relativNa
parvum sono stati ottenuti solo da 2 barbatelle deblaott1 (Tab. 7), mentre Pch non &

stata isolata da nessun campione.
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Tabella 2. Risultati degli isolamenti effettuati dal legndeshto di una pianta adulta di Sauvignon blaR@iita n.1), che nella precedente
stagione vegetativa aveva mostrato i sintomi fogtialla “Grapevine leaf streap disease”. | campswmo rappresentati da porzioni di sperone,
cordone o tronco, dai quali sono stati prelevafiammenti legnosi per la prova di isolamento fulginnumeri in parentesi accanto al nome
della specie rappresentano il gruppo filogeneticapgartenenza individuato nell’ambito della spegiseguito all’analisi filogenetica.

Posizione Campione Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaegae Altri funghi

campione Totali Pch  Botryosphaeriaceae

Sperone 1 1 Phomopsisp.
2 7 2 5 Neofusicoccum parvudl) — PVFi-Np6

Neofusicoccum parvudl) — PVFi-Np7
Neofusicoccum parvuidl) — PVFi-Np8

Cordone 1 4 4 Neofusicoccum parvu2) — PVFi-Np2
2 7 5 Neofusicoccum parvu2) — PVFi-Np3 2 non identificati
Neofusicoccum parvuii2) — PVFi-Np4
3 5 2 2 Neofusicoccum parvuii2) — PVFi-Np5 Gliocladiumsp.
4 0
Tronco 1 2 2
2 3 3 non identificati
3 1 1 Neofusicoccum parvui3) — PVFi-Np9
4 2 1 Neofusicoccum parvuiid) — PVFi-Np10 1 non identificato




Tabella 3. Risultati degli isolamenti effettuati dal legnoeatito di una pianta adulta di Sauvignon blaR@ifta n.2), che nella precedente
stagione vegetativa aveva mostrato sintomi fogtiafia “Grapevine leaf streap disease”. | campgmmio rappresentati da porzioni di sperone,
cordone o tronco, dai quali sono stati prelevaftiammenti legnosi per la prova di isolamento fulginnumeri in parentesi accanto al nome
della specie rappresentano il gruppo filogeneticapgartenenza individuato nell’ambito della spegiseguito all’analisi filogenetica.

Posizione Campione Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaesgae Altri funghi
campione Totali Pch  Botryosphaeriaceae
Sperone 1 4 4 Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np27
2 2 Fusariumsp.
Fusariumsp.
3 2 2
Cordone 1 3 3 Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np28
2 5 4 Neofusicoccum parvu) — PVFi-Np25 Bionectriasp.
Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np26
3 7 7 Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np22

Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np23

Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np24
Tronco 1 7 7 Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np19
Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np20
Neofusicoccum parvuifl) — PVFi-Np21
Botryosphaeria dothidea PVFi-Bd3 2 non identificati
Neofusicoccum parvuii3) — PVFi-Np18
Neofusicoccum parvui) — PVFi-Np14
Neofusicoccum parvui®) — PVFi-Np15
Neofusicoccum parvui3) — PVFi-Np16
Neofusicoccum parvui) — PVFi-Np17

A WDN
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Tabella 4. Risultati degli isolamenti effettuati dal legnoeatito di una pianta adulta di Sauvignon blaR@iita n.3, che nella precedente
stagione vegetativa aveva mostrato sintomi fogtietia “Grapevine leaf streap disease”. | campgmnio rappresentati da porzioni di sperone,
cordone o tronco, dai quali sono stati prelevafiammenti legnosi per la prova di isolamento fulginnumeri in parentesi accanto al nome
della specie rappresentano il gruppo filogeneticapgartenenza individuato nell’ambito della spegiseguito all’analisi filogenetica.

Posizione Campione Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaegae Altri funghi
campione Totali Pch  Botryosphaeriaceae
Sperone 1 2 2 non identificati
2 0
3 1 1 non identificato
Cordone 1 1 1 Diplodia seriata(2)— PVFi-Ds9
2 0
3 3 3 Diplodia seriata(2)- PVDs10
Tronco 1 1 1 Diplodia seriata(2)- PVFi-Ds11
2 0
3 1 Cylindrocarponsp.
4 0




Tabella 5. Risultati degli isolamenti effettuati dal legnoeatito di una pianta adulta di Sauvignon blaR@ifta n.4), che nella precedente
stagione vegetativa aveva mostrato sintomi fogtiafia “Grapevine leaf streap disease”. | campgmmio rappresentati da porzioni di sperone,
cordone o tronco, dai quali sono stati prelevafiammenti legnosi per la prova di isolamento fulginnumeri in parentesi accanto al nome
della specie rappresentano il gruppo filogeneticapgartenenza individuato nell’ambito della spegiseguito all’analisi filogenetica.

Posizione Campione Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaegae Altri funghi
campione Totali Pch  Botryosphaeriaceae
Sperone 1 0
2 2 2 Neofusicoccum parvuifl) — PVFI-Np29
3 5 1 3 Diplodia seriata(1)— PVFi-Ds2 Aureobasidiorsp.
4 0
Cordone 1 3 2 1 non identificato
2 5 3 Diplodia seriata(1)— PVFi-Ds3 2 non identificati
3 1 Diplodia seriata(1)— PVFi-Ds4
4 1 1
5 3 2 1 non identificati
Tronco 1 2 2
2 2 2 Diplodia seriata(1)—- PVFi-Ds5
3 1 1 Diplodia seriata(1)— PVFi-Ds6




Tabella 6. Risultati degli isolamenti effettuati dal legnoeahito di una pianta adulta di Sauvignon blaR@iita n.5), che nella precedente
stagione vegetativa aveva mostrato sintomi fogtietia “Grapevine leaf streap disease”. | campgmnio rappresentati da porzioni di sperone,
cordone o tronco, dai quali sono stati prelevafiammenti legnosi per la prova di isolamento fulginnumeri in parentesi accanto al nome
della specie rappresentano il gruppo filogeneticapgartenenza individuato nell’ambito della spegiseguito all’analisi filogenetica.

Posizione Campione Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaegae Altri funghi
campione Totali Pch  Botryosphaeriaceae
Sperone 1 0
2 2 2 non identificati
3 2 2 Neofusicoccum parvu@@) — PVFi-Np30
4 4 2 2 non identificati
Cordone 1 0
2 4 3 Diplodia seriata(2)— PVFi-Ds7 1 non identificato
3 0
4 0
Tronco 1 3 3 Neofusicoccum parvuii3) — PVFi-Np31
2 0
3 2 2 Botryosphaeria dothidea PVFi-Bd4
4 1 1 Botryosphaeria dothidea PVFi-Bd5




Tabella 7. Risultati degli isolamenti effettuati dal legno corsenza alterazioni di 5 barbatelle prelevatesa cka un lottol(otto n.1) prodotto
da un vivaio della provincia di Firenz¥i¢aio A). | campioni sono rappresentati da porzioni detgionesto, dai quali sono stati prelevati 7
frammenti legnosi per la prova di isolamento fulegihnumeri in parentesi accanto al nome dellaispeppresentano il gruppo filogenetico di
appartenenza individuato nell’ambito della spegisdguito all’analisi filogenetica.

Barbatelle Campione Alterazioni Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaeriaceae Altri funghi
Totali Pch Botryosphaeriaceae
1 1 Assenti 1 1 non identificato
2 Assenti 0
2 1 Presenti 2 2 N. parvum(2) — PVFi-Np11
2 Presenti 0
3 Presenti 1 Bionectriasp.
3 1 Presenti 0
2 Presenti 3 2 N. parvum(3) — PVFi-Np12 1 non identificato
3 Presenti 2 2 N. parvum(3) — PVFi-NP13
4 1 Presenti 0
2 Assenti 2 2 non identificati
5 1 Assenti 0
2 Presenti




Tabella 8. Risultati degli isolamenti effettuati dal legno corsenza alterazioni di 5 barbatelle prelevatesa ¢t un lottol(otto n.2) prodotto
da un vivaio della provincia di Firenz¥i¢aio A). | campioni sono rappresentati da porzioni detgonesto, dai quali sono stati prelevati 7
frammenti legnosi per la prova di isolamento fulegihnumeri in parentesi accanto al nome dellaispeppresentano il gruppo filogenetico di
appartenenza individuato nell’ambito della spegisdguito all’analisi filogenetica.

Barbatelle Campione Alterazioni Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaeriaceae  Altri funghi

Totali Pch Botryosphaeriaceae

Presenti
Presenti
Presenti
Assenti
Presenti
Assenti
Assenti
Assenti
Assenti
Assenti
Presenti

1 non identificato

Aspergillussp.

NOOCOOORkOoro

2 non identificati
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Tabella 9. Risultati degli isolamenti effettuati dal legno corsenza alterazioni di 5 barbatelle prelevatesa cka un lottol(otto n.3) prodotto
da un vivaio della provincia di Firenz¥i¢aio A). | campioni sono rappresentati da porzioni detgionesto, dai quali sono stati prelevati 7
frammenti legnosi per la prova di isolamento fulegihnumeri in parentesi accanto al nome dellaispeppresentano il gruppo filogenetico di
appartenenza individuato nell’ambito della spegisdguito all’analisi filogenetica.

Barbatelle Campione Alterazioni Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaeriaceae Altri funghi
Totali Pch Botryosphaeriaceae
1 1 Assenti 0
2 Assenti 0
2 1 Assenti 0
2 Assenti 0
3 1 Presenti 0
2 Assenti 0
4 1 Assenti 0
2 Presenti 0
5 1 Presenti 0
2 Presenti 0




Tabella 10.Risultati degli isolamenti effettuati dal legno corsenza alterazioni di 5 barbatelle prelevatesa ca un lottol(otto n.4) prodotto
da un vivaio francese/{vaio B). | campioni sono rappresentati da porzioni detgonesto, dai quali sono stati prelevati 7 framtnkegnosi
per la prova di isolamento fungino. | numeri in gr@esi accanto al nome della specie rappresentajroppo filogenetico di appartenenza

individuato nell’ambito della specie in seguitdaatlalisi filogenetica.

Barbatelle Campione Alterazioni Frammenti fertili/7 Isolati Botryosphaeriaceae  Altri funghi
Totali Botryosphaeriaceae
1 1 Presenti 0
2 Presenti 0
3 Presenti 1 1 non identificato
2 1 Assenti 0
2 Assenti 0
3 1 Assenti 0
2 Presenti 1 1 non identificato
4 1 Presenti 0
2 Presenti 0
3 Presenti 0
5 1 Assenti 2 2 non identificati
2 Assenti 0




2.5. Discussione e Conclusioni

Scopo del presente studio € stato quello di caizttee un gruppo di isolati di
Botryosphaeriaceae ottenuti dal legno di piantdtaduda materiale di propagazione di
vite. La caratterizzazione specifica di 43 isoldt) ottenuti da piante adulte e 3 da
materiale di propagazione, € stata basata sulisr#ébgenetica condotta utilizzando le
sequenze delle regioni ITS, EFale BT. L'analisi basata sulle caratteristiche delle
sequenze ITS ha permesso di identificare 3 cepi dothidea 10 diD. seriatae 30 di

N. parvum Sia l'analisi Bayesiana che il criterio della Mesa Parsimonia hanno
evidenziato il raggruppamento in un unico clado 2leeppi diB. dothideae in 2 cladi
nel caso dei ceppi d@. seriatae diN. parvum Tuttavia, mentre i 2 gruppi d@. seriata
sono risultati essere costituiti anche da ceppifeiimento, confermando I'esistenza di
varianti gia note delle sequenze ITS di questaisg@tillipset al.,2007), nel caso d.
parvum uno dei 2 gruppi non é stato supportato da nessequenza nota. Le sequenze
di tale gruppo, presentando, comunque, la masdiewtita con quelle della spedi
parvum sono state definite “atipiche”, mentre, le reitaavendo formato un gruppo
contenente, oltre ad altre sequenze di riferimeatwhe quella del ceppo tipdN.(
parvumCBS 110301), sono state definite “tipiche”. Constmpo di valutare meglio il
grado di variabilita tra i 2 tipi di ceppi 4. parvume considerando anche l'ipotesi che le
sequenze “atipiche” fossero relative ad una speggica del ‘N. parvuniN. ribis
complex”, I'analisi filogenetica relativa ai 30 qepdi N. parvum ottenuti in questo
studio (PVFi-Np), & stata condotta utilizzando andd sequenze BT ed EFol-Le
sequenze BT, benché abbiano confermato la distiezi@ i ceppi dN. parvume diN.
ribis, non sono risultate utili al fine di evidenziardfetenze tra i ceppi PVFi-Np,
mentre, I'ulteriore analisi condotta sulla basdedebratteristiche delle sequenze Ek, 1-
ha riproposto la loro separazione in 2 cladi. Destiyy quello privo del ceppo tipo &
risultato essere composto dagli stessi ceppi cqnesee ITS “atipiche”, ma anche da
alcuni aventi sequenze ITS tipiche, compresi 3 céppiferimento. Questo risultato,
benché importante per evidenziare un’ulterioreedifhza tra i ceppi PVFi-Np, ha pero
dimostrato che sequenze E&ldiverse da quella del ceppo tipo fossero gia note.
Comunque, la presenza di sequenze ITS tipiche ed-&Rtipiche ha fatto ipotizzare
che i ceppi PVFi-Np fossero suddivisibili in 3 gpie tale ipotesi & stata confermata in
seguito all’analisi filogenetica condotta consid®la contemporaneamente le sequenze

ITS e EFle. Tuttavia, le differenze osservate tra i 3 grupmin sono state ritenute
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Capitolo 2. Identificazione di una collezione di isolati di BBmsphaeriaceae ottenuti da piante adulte e da
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sufficienti per confermare l'ipotesi della preserdianuove specie nell’'ambito deN*
parvuniN. ribis complex” ma, piuttosto, hanno evidenziato che segsib rappresentati
da ceppi diN. parvumche si stanno evolvendo separatamente, confernla@silstenza
di una certa variabilita, anche intraspecifica, epgata tra i componenti delN:
parvunmiN. ribis complex” (Pavlicet al.,2009a).

| risultati dell’analisi morfologica, condotta pafcuni ceppi diN. parvum (PVFi-
Np), sebbene abbiano evidenziato una generale eninoghezza dei conidi rispetto a
quella tipica (Phillips, 2002), hanno comunque eomfato che tutti presentano le
caratteristiche morfologiche tipiche di questa smpdnoltre, le differenze morfometriche
osservate tra i ceppi PVFi-Np, non correlate cappartenenza ad un particolare gruppo
filogenetico, rappresentano una caratteristicaog&ervata pe. parvum cosi come per
gli altri componenti delN. parvuniN. ribis complex” (Pavlicet al.,2009a)

Le ferite da potatura vengono ritenute la prin@palia di infezione per le
Botryosphaeriaceae in vigneto. Tali ferite sonoatif strettamente associate ad
alterazioni del legno che spesso si sviluppano wirpadalle superfici delle ferite
(Phillips, 2002; van Niekerkt al.,2006). Da ognuna delle 5 viti adulte analizzastaéo
possibile isolare almeno uno dei 40 ceppi di Baipfwmeriaceae (3 &. dothidea,10 di
D. seriatae 27 diN. parvun) ottenuti da tale materiale. Questi sono stalais@a 28
delle 54 alterazioni analizzate, in maniera indgente dal punto di prelievo (tronco,
cordone o sperone), che nella maggior parte déiecatgto individuato in vicinanza di
una ferita da potatura. Oltre che per verificargptasenza di Botryosphaeriaceae in
corrispondenza di alterazioni apparentemente cadeglle ferite da potatura, un altro
obiettivo legato a questa modalita di prelievo delteriale legnoso € stato quello di
osservare la distribuzione di diverse specie drnmsphaeriaceae, o diversi ceppi della
stessa specie, in relazione ai punti corrisponderferite procurate in diversi periodi
dell'anno. | risultati ottenuti non hanno evidenaialcuna particolare relazione tra un
particolare punto di prelievo e una data speciefpo, sebbene in nessun caso sia stata
osservata la presenza di piu di una specie, o deppo, in corrispondenza della stessa
alterazione. Inoltre, ad eccezione di una piamtaui sono state ritrovate tutte e tre le
specie identificate in questo studio, la distrilbme di quelle maggiormente
rappresentate). seriatae N. parvum non ¢ risultata omogenea tra le piante, ma bensi
correlata al singolo corpo vegetale. Pch & stéiaveta in 10 dei 54 campioni analizzati

e, in 3 casi, il suo isolamento ha coinciso conllqu#i Botryosphaeriaceae. Anche la
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presenza di questo fungo, osservata in 4 dellaB@iesaminate, non &€ sembrata essere
correlata al particolare tipo di campione.

L'analisi effettuata sul materiale di propagazi@gnstata caratterizzata da un basso
livello di fertilita degli isolamenti, che nel casb un lotto & stato dello 0%. Questa
situazione, che é risultata indipendente dallagmzs o assenza di alterazioni, € forse
dipesa, in tutto o in parte, dal fatto che la maggiarte del materiale esaminato,
costituito da barbatelle pronte alla vendita, prisge direttamente dalla
frigoconservazione, pratica normalmente attuataodigllestimento delle barbatelle.
Solo nel caso di un lotto il tasso di fertilita deigolamenti ha raggiunto il 50%, e
proprio da tale materiale sono stati ottenuti glicu3 ceppi di Botryosphaeriaceae,
rappresentati dBl. parvum mentre in nessun caso é stata isolata Pchrdivaimento di
N. parvumnel materiale di propagazione ha rappresentatmitderma del fatto che le
specie di Botryosphaeriaceae, allo stesso moditrdiumghi coinvolti nelle malattie del
legno della vite, possono essere presenti nelleagigiante gia prima del loro impianto
in vigneto (Fourie & Halleen, 2004). Cio indica deeinfezioni possono avvenire anche
durante le fasi di lavorazione in vivaio, o provendirettamente dalle piante madri
(Fourie & Halleen, 2003, 2004; Aroed al., 2006, 2009).

Le Botryosphaeriaceae identificate in questo sty@iodothidea D. seriata e N.
parvun) sono state rinvenute in diverse aree viticole dialn(van Niekerket al.,2006),
cosi come in ltalia (Cristinzio, 1978; Rovesti & WMermini, 1987; Carluccet al.,
2009). 1l ritrovamento dB. dothideanel legno di vite, in associazione con striature
brune e necrosi settoriale, & stato documentagpagna (Urbez-Torres & Gubler, 2006;
Martin & Cobos, 2007) e in California (Urbez-Torrsal., 2006). In Portogallo & stata
isolata da barbatelle con mancato attecchimentonaelsto (Phillips, 2002) e in Italia €
stata ritrovata in associazione con imbrunimenti ldgno in alcuni vigneti pugliesi
(Carlucciet al., 2009).D. seriatg la prima specie di Botryosphaeriaceae rinvenuta s
vite in Italia (Cristinzio, 1978; Rovesti & Monteim, 1987), & stata ritrovata in
associazione con la necrosi settoriale del legrastfl-Pandoet al., 2001; Phillips,
2002; Urbez-Torrest al.,2006) ma anche con legno apparentemente sanotuitbbe
(van Niekerket al., 2004). Questa specie si € rivelata quella maggotenisolata
durante lo studio condotto in Sudafrica da van Hiklet al. (2004) e, in associazione
con i sintomi sopra citati, & stata ritrovata anichAustralia (Castillo-Pandet al.,2001;
Taylor et al., 2005; Savocchiat al., 2007), California (Urbez-Torrest al., 2006),
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Messico (Urbez-Torrest al.,2008) e Spagna (Martin & Cobos 2007). Ultimamelate
sua presenza é stata documentata anche nei vigrgtesi (Carlucciet al., 2009).N.
parvum cosi come altre specie di Botryosphaeriaceaatesalal legno di vite, risulta
essere associata soprattutto alle striature bratia @ecrosi settoriale del legno, e in tali
circostanze la sua presenza € stata documentBtatiogallo (Phillips, 2002; Regst al.,
2009), in Sudafrica (van Niekesk al.,2004), in Spagna (Urbez-Torres & Gubler, 2006)
e in California (Urbez-Torregt al., 2006). In Spagna, il suo ritrovamento & stato
documentato anche su piante deperienti di menmdue anni (Martin & Cobos, 2007),
mentre in Italia,N. parvum é stata isolata in corrispondenza di varie alterazdel
legno, in alcuni vigneti pugliesi (Carlucet al.,2009). E importante sottolineare die
parvume ritenuta una delle Botryosphaeriaceae piu vitelsu vite (Phillips, 2002; van
Niekerk et al., 2004; Regoet al., 2009; Laveatet al., 2009; Urbez-Torres & Gubler,
2009). Il rinvenimento di questa specie in 4 déllpiante adulte esaminate, ma anche
nel materiale di propagazione prodotto in provindidrirenze, indica ché&l. parvum
cosi come altre Botryosphaeriaceae, potrebbe essmreolta nello sviluppo di

alterazioni del legno e nel deperimento delle @atitvite anche in Toscana.

Parte della ricerca relativa al presente capitolstata svolta presso il “Centro de
Recursos Microbiologicos (CREM), Departamento dénCias da Vida, Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova de Lisp@dparica, Portogallo, sotto la
supervisione del Prof. Alan J. L. Phillips.
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Capitolo 3. Caratterizzazione del potenziale patogenetico dpicdi Botryosphaeriaceae ottenuti da piante
adulte e da materiale di propagazione di vite

3.1. Riassunto

Scopo del presente lavoro € stato quello di venifida patogenicita su vite da parte di
11 ceppi Botryosphaeriaceae ( 2 ceppBdiryosphaeriadothidea 1 diDiplodia seriata

e 8 diNeofusicoccurparvun) ottenuti da piante adulte e da materiale di pgegene di
vite. Le prove sono state condotte sia su piantitedhe su barbatelle e i rilievi hanno
riguardato la formazione di alterazioni del legndaecomparsa di sintomi fogliari
eventualmente riconducibili alla “Grapeviene le#fipg disease” (ex esca), malattia
tracheomicotica caratterizzata da alterazioni &rgiche fanno assumere alla lamina il
tipico aspetto tigrato. Nei saggi sono stati inclaeache 2 ceppi dPhaeomoniella
chlamydosporae 2 di Phaeoacremoniunaleophilum ritenuti gli agenti causali della
malattia. La verifica della formazione di alteradiodel legno, che ha riguardato
esclusivamente le piante adulte, & stata effettape 12 mesi in tralci di piante di 30
anni allevate con la tecnica dell' “archetto tosgarmentre, lo sviluppo di sintomi
fogliari associati alla presenza degli inoculi faatali, & stato verificato durante una
stagione vegetativa nel caso delle piante aduiteZstagioni vegetative nel caso delle
barbatelle.

L’incidenza dei sintomi fogliari della “Grapevinedf stripe disease” nel vigneto in
cui erano presenti le piante adulte inoculate d@iteta del 5% e la loro presenza (con la
stessa percentuale) sulle piante inoculate norparag in nessun modo correlata ad un
particolare inoculo artificiale. Nel caso delle lnatelle non e stato osservato alcun
sintomo fogliare tipico della “Grapevine leaf stiglisease”, o ad essa riconducibile.
Inoltre, la mancata ripresa vegetativa o il disaewento di alcune barbatelle, verificatisi
soprattutto nel secondo anno della prova, anclipi@sto caso non sono apparsi essere
correlati con la presenza di un dato inoculo.

| rilievi relativi alla formazione di alterazionietllegno hanno evidenziato la capacita
di tutti i ceppi utilizzati di provocare necrosianfielevata variabilita tra le repliche di
ogni tipo di inoculo non ha permesso di quantigcan maniera inequivocabile le
eventuali differenze di virulenza esistenti traeppi. Tuttavia, € stato possibile notare
che le alterazioni di maggiore entita sono statelpite dai 2 ceppi d?. chlamydospora

e da un ceppo di. parvum
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3.2. Introduzione

I funghi appartenenti alla famiglia delle Botryogghiaceae hanno una distribuzione
cosmopolita e sono in grado di colonizzare piantenacotiledoni, dicotiledoni e
gimnosperme (Barr, 1987; Denmah al., 2000). Nelle piante legnose, questi funghi
vengono spesso ritrovati in stretta associaziomensxrosi dello xilema e deperimento
di tralci, branche o dell'intera pianta (von AnQar).

Nel caso diVitis sp., dalle parti legnose di questa pianta sonie $talate specie
apparentemente associate a vari sintomi: deperamggit'intera pianta o parti di essa
(tralci, cordoni o tronchi), mortalita dei germaqgditriature brune e necrosi del legno,
ritardo della ripresa vegetativa e altri ancoran(Wiekerk et al., 2006). Attualmente
risultano essere 17 le specie di Botryosphaeriata®ate nel legno di vite e diverse
prove di patogenicita condotte in varie parti deingio hanno evidenziato che molte di
queste sono in grado di provocare alterazionietgid (Phillips, 1998; Castillo-Panéb
al., 2001; Larignoret al.,2001; van Niekerlet al., 2004; Augeret al.,2004; Tayloret
al., 2005; Savocchiat al.,2007; Urbez-Torrest al.,2007, 2008; Burruanet al., 2008;
Urbez-Torres & Gubler, 2009). Tuttavia, il confrontlei risultati delle prove di
patogenicita evidenzia che in molti casi, isolaélla stessa specie hanno mostrato
differente aggressivita in esperimenti diversi. Qooue, allo stato attuale delle
conoscenze, tra le specie che si sono mostrateipilente, Neofusicoccum parvum
risulta quella maggiormente diffusa e per la qualesultati dei saggi di patogenicita
hanno sempre evidenziato un’elevata aggressivig @®lati utilizzati (van Niekerlet
al., 2004; Laveaet al.,2009; Reget al.,2009; Urbez-Torres & Gubler, 2009).

In certi casi € stato attribuito a specie di Bospleaeriaceae che colonizzano il legno
di vite anche lo sviluppo di sintomi fogliari (Clilszio, 1978; Larignon & Dubos, 2001;
Larignonet al., 2001) che ricordano da vicino quelli di un’ importe malattia della
vite, la “Grapevine leaf stripe disease” (Suric@®0%). Tale situazione si riferisce
soprattutto ad una forma di “black dead arm” (BA}yervata in Francia da Larginon &
Dubos (2001) e attribuita Botryosphaeriadothidea Diplodia seriata e N. parvum
Tuttavia, a causa dell’estrema somiglianza deosintfogliari osservati da Largnon &
Dubos con quelli tipici della “Grapevine leaf s&iplisease”, alcuni autori hanno
evidenziato una difficolta oggettiva nel distingaésintomi della “Grapevine leaf stripe
disease” dagli eventuali sintomi fogliari della BxAe per altro non sono, a differenza
di quelli a carico dei tessuti legnosi interni, rsati riprodotti nei saggi di patogenicita

eseguiti con le diverse specie di Botryosphaeriadsalate da legno di vite. Gli unici
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casi in cui é stata osservata I'associazione waulo artificiale di Botryosphaeriaceae e
la comparsa di sintomi fogliari si riferiscono agtudi condotti da Cristinzio (1978) e
Regoet al. (2009). Nel primo caso, in seguito all'inoculazkoartificiale di isolati dD.
seriata furono riprodotti gli arrossamenti delle laminegliari osservati sulle piante
naturalmente infette, mentre nello studio di Regmleghi é stata osservata la presenza
di sintomi fogliari su barbatelle inoculate con elise specie di Botryosphaeriaceae. In
guest'ultimo caso, comunque, non € stata riporédtana descrizione dettagliata dei
sintomi osservati.

D’altra parte, scarsi risultati si sono avuti anaiala riproduzione dei sintomi
fogliari della “Grapevine leaf stripe disease” iegsito all'inoculazione dei funghi che
ne sono considerati la causBhaeomoniellachlamydosporae Phaeoacremonium
aleophilum ad oggi infatti &€ uno solo il caso in cui talntimi sono risultati associati
all'inoculo artificiale dei 2 funghi (Sparapaetal.,2000).

Comunque, le Botryosphaeriaceae vengono spessateisgal legno di piante che
presentano i sintomi fogliari tipici della “Grapee leaf stripe disease” e in
concomitanza diP. chlamydosporae P. aleophilum (Aroca et al., 2006; Martin &
Cobos, 2007; Carluceit al.,2009).

Scopo del presente lavoro € stato quello di veriéda patogenicita su vite da parte
di 11 ceppi Botryosphaeriaceae ottenuti da piadtét@ e da materiale di propagazione
di vite. Le prove sono state condotte sia su piashelte che su barbatelle e i rilievi
hanno riguardato la formazione di alterazioni @ghlo e la comparsa di sintomi fogliari
eventualmente riconducibili alla “Grapeviene legipg disease”. Al fine di confrontare
le alterazioni del legno provocate dai ceppi di rBogphaeriaceae, e gli eventuali
sintomi fogliari ad essi associati, con quelli pyoati dagli agenti della “Grapevine leaf
stripe disease”, nei saggi sono stati inclusi arzleeppi diP. chlamydospora di P.

aleophilum

3.3. Materiali e Metodi

3.3.1. Ceppi utilizzati
| ceppi di Botryosphaeriaceae utilizzati in questiadio (Tabella 1) sono stati scelti sulla
base dei risultati ottenuti con un’analisi filogdna effettuata per un totale di 43 isolati

di Botryosphaeriaceae ottenuti da legno di vitdi @eppi sono stati isolati da piante di
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vite ubicate in un vigneto dell'azienda agraria I'theliversita di Firenze (“Villa
Montepaldi”, San Casciano in Val di Pesa, Fl) édiatelle prodotte da un vivaio della
provincia di Firenze (Capitolo 2). Nel casoRlichlamydospora P. aleophilumsono
stati utilizzati ceppi ottenuti da viti affette d&rapevine leaf stripe disease” e

collezionati presso la sezione di Patologia vegedall'Universita di Firenze.

Tabella 1. Ceppi di Botryosphaeriacea®, chlamydospora P. aleophilumutilizzati per
i saggi di patogenicita su piante adulte e barleatélccanto alle sigle dei ceppi Oi.
seriata e N. parvum & riportato il gruppo filogenetico di appartenenadividuato in
seguito ad analisi filogenetica (capitolo 2).

Ceppo Origine

Phaeomoniella chlamydospora

PVFi-Pch22 collezione sez. di Patologia vegetalenze
PVFi-Pch52 collezione sez. di Patologia vegetalenze
Phaeoacremonium aleophilum

PVFi-Pal78 collezione sez. di Patologia vegetalerize
PVFi-Pal80 collezione sez. di Patologia vegetélerize
Botryosphaeria dothidea

PVFi-Bd3 vite di 12 anni, cv. Sauvignon blanc,
Diplodia seriata

PVFi-Ds2 (gruppo 1) vite di 12 anni, cv. Sauvigrmanc,
PVFi-Ds7 (gruppo 2) vite di 12 anni, cv. Sauvigrmanc,

Neofusicoccum parvum
PVFi-Np8 (gruppo 1)

PVFi-Np9 (gruppo 3) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
PVFi-Np10 (gruppo 1) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
PVFi-Np11 (gruppo 2) barbatella cv. Sangiovese 528/ 110R 180
PVFi-Np12 (gruppo 3) barbatella cv. Sangiovese 528/ 110R 180
PVFi-Np18 (gruppo 3) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
PVFi-Np23 (gruppo 1) vite di 12 anni, cv. Sauvigrtdanc,
PVFi-Np29 (gruppo 2) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,

3.3.2. Inoculazioni su piante adulte e barbatelle

3.3.2.1. Piante adulte
Oggetto di tale prova sono state 160 piante dir80, @&ultivar Sangiovese, ubicate in un
vigneto dell'azienda agraria dell'Universita di émze (“Villa Montepaldi’, San

Casciano in Val di Pesa, Fl). In particolare, satate utilizzate viti coltivate con la
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tecnica dell' “archetto toscano”, consistente nailizzo due tralci di un anno come
punto di partenza per la vegetazione successivgui@ila). Questi tralci, che si
dipartono direttamente dal tronco della pianta,ma@mento della potatura annuale
vengono piegati ad archetto e fissati al filo drdeche delinea il filare. L'allestimento
della prova, avvenuto nel periodo 6 Febbraio 20B8Marzo 2008, & consistito
nell’inoculo di micelio in ferite artificiali, prowcate con l'ausilio di una lama sterile ed
eseguite in modo che coinvolgessero il tessutomdl&eco pit esterno del primo
internodo di uno dei 2 tralci. L'inoculazione é tataffettuata ponendo un tassello di
PDA (brodo di patata-destrosio e agar) al 2% daingtro di 5 mm prelevato, con un
punteruolo sterilizzato con fiamma, dal marginecdionie fungine in attiva crescita
uniforme. Le ferite sono state poi chiuse mediaaegiamento del lembo di corteccia e
successivo avvolgimento di parafilm (Figura 1b)mitelio di ogni ceppo, cosi come il
controllo (PDA sterile), € stato inoculato su 1ane (repliche), separate in 2 gruppi di 5

unita attigue, distribuiti casualmente.

Figura 1. a) piante di 30 anni cultivar Sangiovese, allevaie ka tecnica dell’ “archetto
toscano”, utilizzate per i saggi di patogenicitd;porzione di un tralcio, rappresentata
dal primo internodo, protetta con parafilm dopad'tulazione.

I g - - O e i

I rilievi hanno riguardato la comparsa di sintomglfari, eventualmente riconducibili
a quelli della “Grapevine leaf stripe disease’adédrmazione di alterazioni del legno. Al
fine di verificare la presenza di sintomi fogliagsociati ad un particolare inoculo
artificiale, nel periodo Giugno-Settembre 2008 saieti fatti sopralluoghi a cadenza
bisettimanale per documentare eventuali situazlegne di nota mentre, la verifica della
formazione di alterazioni del legno & stata effgtiua distanza di 12 mesi dall'inizio
della prova. Dopo il prelievo, i tralci inoculatoso stati condotti in laboratorio e

sezionati longitudinalmente per verificare I'evealaupresenza di alterazioni del legno. |
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relativi dati sono stati sottoposti ad analisiistata delle medie, comparate mediante il
test ANOVA (ANalysis Of VAriance) di Fisher per wai di P<0.05. Inoltre, al fine di
soddisfare il quarto postulato di Koch, per ogmiotidi inoculo, 2 tralci sono stati
utilizzati per la prova di reisolamento del relatinoculo artificiale. | tralci sottoposti a
tale prova sono stati lavati con acqua correntgnfdittati secondo le modalita descritte
da Retiefet al. (2006) e, dopo la rimozione della corteccia medidiutilizzo di una
lama sterile, sono stati sezionati longitudinalreguar verificare I'eventuale presenza di
alterazioni del legno. In seguito, dalle estrenditgtali delle alterazioni, 7 frammenti di
legno sono stati prelevati asetticamente e pogtiastre Petri contenenti brodo di patata-
destrosio e agar (PDA) al 2% (Difco laboratories. IDetroit, Ml, USA), addizionato
con solfato di streptomicina allo 0.015% (Sigma+fld Corporation, Saint Louis, MO,
USA). Le piastre sono state incubate per circattdrszne, in assenza di luce, a 25°C. |
risultati sono stati basati sul confronto dei mtpio ottenuti con quelli dei ceppi

inoculati.

3.3.2.2 Barbatelle
Per questa prova sono state utilizzate 220 balbateltivar Sangiovese F9-A5-48/420

A-MI-Q-88, confezionate in un vivaio della proviaaii Pisa. Gli inoculi, eseguiti con le

stesse modalita descritte per le piante adulteu(&ig), sono stati effettuati nel periodo 5
Marzo 2008-11 Aprile 2008.

Figura 2. Immagine raffigurante
l'inoculazione mediante
deposizione di un tassello di agar,
contenete il micelio fungino, su una
ferita procurata al di sotto del punto
di innesto di una barbatellag)( b),
protezione del punto di inoculo
mediante apposizione di parafilm.

Al fine di valutare I'effetto della quantita di inalo o della contemporanea presenza
di piu tipi di inoculo, le barbatelle sono stateategsanche per effettuare inoculazioni

triplici di un singolo ceppo, o di 3 diversi ceppiJl portinnesto della stessa unita di
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propagazione (Tabella 2). Quando le inoculazionpliti sono state effettuate
utilizzando contemporaneamente ceppi di Botryospéeeae,P. chlamydospora P.
aleophilum e stato tenuto conto anche della loro posiziaiativa, per cui sono state
considerate tutte le combinazioni in modo che ogeppo venisse inoculato nella
posizione basale, centrale o apicale del portiong3tiando € stata procurata una sola
ferita, il taglio & stato fatto 5 cm sotto il purdbinnesto; nei casi in cui erano previste 3
inoculazioni sulla stessa piantina, le ferite agtjue sono state fatte a ~ 15 e 25 cm dal
punto di innesto. Per ogni tipo di inoculo sonaestallestite 5 repliche. Appena dopo
l'inoculazione, le barbatelle sono state messensodi in vasi di plastica 30x20 cm,
contenenti terriccio universale e agriperlite, eicate all'esterno, nei pressi del
Dipartimento di Ortoflorofrutticoltura dell’'Univeits di Firenze (Figura 3a). Inoltre, al
fine di monitorare lo stato di salute delle barbatén assenza di ferite o di inoculo
artificiale, 5 barbatelle, denominate TQ (tal qlias®no state messe a dimora e coltivate
con le stesse condizioni di quelle inoculate. Lanfine sono state regolarmente irrigate
nel periodo Giugno-Settembre mediante collegameado impianto di irrigazione
automatica, consistita in 2 cicli giornalieri di b%in (Figura 3b). Nello stesso periodo
sono state effettuate due concimazioni utilizzafiidrophoska gold” (COMP®) e
condotti trattamenti anticrittogamici e antipargamsipreventivi e curativi con i prodotti
QUADRIS (Syngentd), CIMOXANIL (Bayer CropScienc®, TIOVIT (Syngent§), ed
ENVIDOR (Bayer CropSciené®, rispettando le indicazioni da etichetta.

| rilievi, che hanno riguardato la verifica dellarsparsa di sintomi fogliari
attribuibili agli inoculi artificiali e lo stato geerale di salute delle barbatelle, sono stati
condotti, con cadenza bisettimanale, nel periodag@-Settembre degli anni 2008 e
2009.

Figura 3. @), immagine raffigurante le 220 barbatelle dopoggQdallinoculazioneb),
collegamento dell'impianto di irrigazione automatic
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Tabella 2. Descrizione delle inoculazioni effettuate sulleldzdelle. La sigla TQ (tal
quale) e relativa a barbatelle messe a dimora serergprocurato alcuna ferita, mentre il
controllo & rappresentato da barbatelle inoculate tasselli sterili di PDA al 2%. Le
inoculazioni triplici relative ad un solo tipo didculo sono indicate con “x 3", mentre,
per quelle effettuate con 3 diversi tipi di inocsldla stessa barbatella, la sequenza delle
sigle dei ceppi fungini indica, da sinistra a d&sta posizione basale, centrale o apicale
del relativo punto di inoculo sul portinnesto ddderbatella.

Tipo di inoculazione (tesi)

Inoculazione singola Inoculazione triplice

TQ Controllo x 3

Controllo PVFi-Pch52 x 3

PVFi-Pch22 PVFi-Pal80 x3

PVFi-Pch52 PVFi-Bd3 x 3

PVFi-Pal78 PVFi-Ds2 x 3

PVFi-Pal80 PVFi-Ds7 x 3

PVFi-Bd3 PVFi-Np8 x 3

PVFi-Ds2 PVFi-Np9 x 3

PVFi-Ds7 PVFi-Np11 x 3

PVFi-Np8 PVFi-Pch52 + PVFi-Bd3 + PVFi-Pal80
PVFi-Np9 PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80 + PVFi-Bd3
PVFi-Np10 PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Bd3
PVFi-Np11 PVFi-Pal80 + PVFi-Bd3 + PVFi-Pch52
PVFi-Np12 PVFi-Bd3 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Np18 PVFi-Bd3 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52
PVFi-Np23 PVFi-Pch52 + PVFi-Ds7 + PVFi-Pal80
PVFi-Np29 PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80 + PVFi-Ds7

PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Ds7
PVFi-Pal80 + PVFi-Ds7 + PVFi-Pch52
PVFi-Ds7 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Ds7 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52
PVFi-Pch52 + PVFi-Np9 + PVFi-Pal80
PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80 + PVFi-Np9
PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Np9
PVFi-Pal80 + PVFi-Np9 + PVFi-Pch52
PVFi-Np9 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Np9 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52
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adulte e da materiale di propagazione di vite

3.4. Risultati

3.4.1. Piante adulte

3.4.1.1. Sintomi fogliari

L'incidenza della “Grapevine leaf stripe disease8@rvata nel vigneto considerato per i
saggi di patogenicita su piante adulte é risulpata al 5%. La presenza dei sintomi di
questa malattia (Figura 4) sulle piante inoculaten ci ceppi fungini di
Botryosphaeriacea®,. chlamydosporaP. aleophilum cosi come in quelle inoculate con
il controllo, non & apparsa correlata alla presetfizan particolare inoculo artificiale.
Inoltre, quando questi sono stati osservati sulkntp inoculate non sono risultati

associati al tralcio inoculato, essendo stati vaitbanche su entrambi o sul solo tralcio

non inoculato.

Figura 4. Tipica sintomatologia della “Grapevine
leaf stripe disease” osservata su una foglia di un
tralcio inculato con il controllo.

3.4.1.1. Alterazioni del legno

Tutte le alterazioni sviluppatesi a partire del foudi inoculo dei ceppi fungini sono
risultate piu estese di quelle osservate per itrotin, le quali, nella maggior parte dei
casi, avevano un’entita corrispondente a quellé&adetita procurata per l'inoculazione
(Figura 5a e b; Tabella6). La tipologia delle altg@oni riscontrate non € apparsa
specifica per un particolare fungo, infatti in tuticasi, compreso il controllo, € stata
osservata la necrotizzazione dello xilema. Alcuiffeitnze sono state notate dal punto
di vista della larghezza di tali alterazioni. Qeefisservate nella maggior parte dei tralci
inoculati con i ceppi di Botryosphaeriaceae, soppagse sotto forma di aree necrotiche
non definite dai vasi xilematici (Figura 5c), inegaei tralci inoculati con i ceppi &.

chlamydosporale alterazioni erano costituite da necrosi irdeamti un fascia definita, e
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relativamente ristretta, di vasi xilematici (Figiad). Nei tralci inoculati con i ceppi é.
aleophilumsono state spesso osservate entrambe le situaaiwtie all'interno dello
stesso tralcio (Figura 5e).

Sebbene le alterazioni osservate nei tralci indcatan i ceppi fungini siano risultate
piu estese di quelle relative al controllo, I'elevaariabilita tra le repliche di ogni tipo di
inoculo & risultata tale da non evidenziare nessulifferenza statisticamente
significativa tra i ceppi. Comunque, le alteraziqgii estese in assoluto sono state
osservate nel caso del ceppo PVFi-Pch52P dchlamydospora mentre, per quanto
riguarda le Botryosphaeriaceae, i valori piu elesaho risultati quelli relativi al ceppo
PVFi-Np8 diN. parvum

La prova di reisolamento ha permesso di verificerepresenza di funghi con
morfotipo correlato a quello del ceppo utilizzater ¥ inoculazione in 11 casi, mentre
per i 2 ceppi diP. aleophilum 1 ceppo dD. seriatae di 1 diN. parvum il relativo
morfotipo non é stato reisolato (Tabella 3). Daidr inoculati con il controllo non &
stato ottenuto nessun isolato fungino, mentre rddgitinoculati con i ceppi fungini non

sono stati isolati funghi con morfotipi differewt@d quelli utilizzati per I'inoculo.

Figura 5. @), callo cicatriziale osservato in corrispondenzdladferita effettuata per
I'inoculazione del controllop), striscia necrotica, corrispondente alla solaresbne
della ferita, osservata su un tralcio inoculato t@ontrollo; ¢, d ede; necrosi osservate
all'interno di tralci inoculati con i ceppi PVFi-Npdi N. parvum(c), PVFi-Pch52 dP.
chlamydospa d) e PVFi-Pal80 dP. aleophilum(e).
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Figura 6. Estensione delle alterazioni, misurata in diregianropeta, nei tralci inoculati
con il controllo e con i 15 ceppi fungini. | vala@ppresentano la media £+ SD di 10
repliche.
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3.4.2. Barbatelle

| rilievi condotti nel periodo Giugno-Settembre tegnni 2008 e 2009 non hanno
evidenziato alcuna presenza di alterazioni fogléssociate ad un particolare inoculo
artificiale, cosi come non é stata osservata alcongelazione con un dato inoculo nel
caso della mancata ripresa vegetativa o del diasgsato di alcune barbatelle.
Quest’ultimo, osservato specialmente nell'estat@92@ebbene sia stato verificato per 2
barbatelle inoculate con il ceppo PVNp8, uno dealiqwerosimilmente dovuto al
malfunzionamento dell'impianto di irrigazione, eatst osservato anche per una

barbatella TQ e 2 barbatelle inoculate con il calidr
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Tabella 3. Risultati della prova di reisolamento effettuatar p saggi condotti sulle
piante adulte. Per ogni tipo di inoculo sono statalizzati 2 dei 10 tralci inoculati. |
risultati sono stati basati sul riconoscimentordeifotipi ottenuti.

Ceppo Reisolamento
morfotipo
Controllo 0

Phaeomoniella chlamydospo(Rch)

PVFi-Pch22 2
PVFi-Pch52 1
Phaeoacremonium aleophilum
PVFi-Pal78 0
PVFi-Pal80 0
Botryosphaeria dothidea

PVFi-Bd3 1

Diplodia seriata
PVFi-Ds2 (gruppo 1) 0
PVFi-Ds7 (gruppo 2)

=

Neofusicoccum parvum
PVFi-Np8 (gruppo 1)
PVFi-Np9 (gruppo 3)
PVFi-Np10 (gruppo 1)
PVFi-Np11 (gruppo 2)
PVFi-Np12 (gruppo 3)
PVFi-Np18 (gruppo 3)
PVFi-Np23 (gruppo 1)
PVFi-Np29 (gruppo 2)

NNFRPRORFRNDNDN
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Tabella 4. Risultati dei rilievi, effettuati nel periodo GiugfSettembre 2008, riguardanti
la comparsa di sintomi fogliari tipici della “Grapee leaf stripe disease” (0 ad essa
riconducibili) e lo stato generale di salute déldebatelle inoculate.

Tipo di inoculo (tesi)

Inoculo singolo Inoculo triplice

TQ Controllo x 3

Controllo PVFi-Pch52 x 3

PVFi-Pch22 PVFi-Pal80 3

PVFi-Pch52 PVFi-Bd3 x 3

PVFi-Pal78 PVFi-Ds2 x 3

PVFi-Pal80 PVFi-Ds7 x 3 la
PVFi-Bd3 PVFi-Np8 x 3

PVFi-Ds2 PVFi-Np9 x 3

PVFi-Ds7 PVFi-Np11 x 3

PVFi-Np8 PVFi-Pch52 + PVFi-Bd3 + PVFi-Pal80
PVFi-Np9 PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80 + PVFi-Bd3
PVFi-Np10 PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Bd3
PVFi-Np11 PVFi-Pal80 + PVFi-Bd3 + PVFi-Pch52
PVFi-Np12 PVFi-Bd3 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Np18 PVFi-Bd3 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52
PVFi-Np23 PVFi-Pch52 + PVFi-Ds7 + PVFi-Pal80
PVFi-Np29 *1b PVFi-Pch52 + PVFi-Bal+ PVFi-Ds7

PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Ds7
PVFi-Pal80 + PVFi-Ds7 + PVFi-Pch52
PVFi-Ds7 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Ds7 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52
PVFi-Pch52 + PVFi-Np9 + PVFi-Pal80
PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80 + PVFi-Np9
PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Np9
PVFi-Pal80 + PVFi-Np9 + PVFi-Pch52
PVFi-Np9 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Np9 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52

* numero di piante (su un totale di 5) con mancgteesa vegetativa (a) o disseccate (b)
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Tabella 4. Risultati dei rilievi, effettuati nel periodo GiugfSettembre 2009, riguardanti
la comparsa di sintomi fogliari tipici della “Grapre leaf stripe disease” (0 ad essa
riconducibili) e lo stato generale di salute déliebatelle inoculate.

Tipo di inoculo (tesi)

Inoculo singolo Inoculo triplice

TQ *1b Controllo x 3

Controllo 2b PVFi-Pch52 1b
PVFi-Pch22 PVFi-Pal80 1b
PVFi-Pch52 PVFi-Bd3 x 3

PVFi-Pal78 PVFi-Ds2 x 3

PVFi-Pal80 PVFi-Ds7 x 3

PVFi-Bd3 PVFi-Np8 x 3

PVFi-Ds2 PVFi-Np9 x 3 1b
PVFi-Ds7 PVFi-Np11l x 3

PVFi-Np8 2b PVFi-Pch52 + PVFRiB+ PVFi-Pal80

PVFi-Np9 1b PVFi-Pch52 + PVFil80 + PVFi-Bd3

PVFi-Np10 PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Bd3
PVFi-Np11 PVFi-Pal80 + PVFi-Bd3 + PVFi-Pch52
PVFi-Np12 PVFi-Bd3 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Np18 la PVFi-Bd3 + PVFi-PaI8 PVFi-Pch52
PVFi-Np23 PVFi-Pch52 + PVFi-Ds7 + PVFi-Pal80
PVFi-Np29 1b PVFi-Pch52 + PVFil#ta+ PVFi-Ds7

PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Ds7
PVFi-Pal80 + PVFi-Ds7 + PVFi-Pch52
PVFi-Ds7 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Ds7 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52
PVFi-Pch52 + PVFi-Np9 + PVFi-Pal80
PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80 + PVFi-Np9
PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52 + PVFi-Np9 2b
PVFi-Pal80 + PVFi-Np9 + PVFi-Pch52
PVFi-Np9 + PVFi-Pch52 + PVFi-Pal80
PVFi-Np9 + PVFi-Pal80 + PVFi-Pch52

* numero di piante (su un totale di 5) con mancgeesa vegetativa (a) o disseccate (b)
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3.5. Discussione e Conclusioni

Il presente lavoro ha riguardato la verifica deditogenicita su vite di 11 ceppi di
Botryosphaeriaceae ottenuti da piante adulte e aleriale di propagazione di vite. Le
prove sono state condotte sia su piante adulte schéarbatelle e i rilievi hanno
riguardato la formazione di alterazioni del legndaecomparsa di sintomi fogliari
eventualmente riconducibili alla “Grapeviene legiipg disease”. Al fine di confrontare
le alterazioni del legno provocate dai ceppi di rBosphaeriaceae, e gli eventuali
sintomi fogliari ad essi associati, con quelli pyoati dagli agenti della “Grapevine leaf
stripe disease”, nei saggi sono stati inclusi arzleeppi diP. chlamydospora di P.
aleophilum

Riguardo alla malattia delle foglie tigrate (Graipevieaf stripe disease) si pensa che
all'origine dei suoi sintomi fogliari ci sia la pdozione di fitotossine da parte dei due
principali funghi che per ora ne sono consideraticausa,P. chlamydosporae P.
aleophilum Tali fitotossine (scitalone, isosclerone e padsidi complessi), trasportati
dalla corrente linfatica, si accumulerebbero nddiglie provocando i noti sintomi.
Riguardo al possibile coinvolgimento delle Botrybapriaceae nello sviluppo dei
sintomi fogliari della “Grapevine leaf stripe dised, o ad essi riconducibili, alla base di
tale ipotesi ci sono le numerose documentazionilaie isolamento da piante con i
sintomi fogliari di questa malattia, cosi come @afe che presentavano sintomi fogliari
molto simili ma attributi ad una forma di BDA, osgata in Francia, e i cui agenti
causali sono state ritenuotryosphaeriadothidea Diplodia seriata e N. parvum
(Larignon & Dubos, 2001). Inoltre, polisaccaridiotiossici sono stati isolati anche da
filtrati colturali di N. parvume N. luteum(Martoset al., 2008) e un recente studio ha
evidenziato la presenza di questo tipo di moleqwdle foglie di piante affette da
“Grapevine leaf stripe disease” (Calanedial., 2009), mentre, a differenza da quanto
osservato da Sparapaebal. (2007b), non é stata confermata la presenza deilialone
e dell'isolsclerone. Sulla base di tutto cid, riaubuanto meno lecito ipotizzare |l
potenziale coinvolgimento delle Botryosphaeriacenei sintomi fogliari della
“Grapevine leaf stripe disease”. Sfortunatamergegyrbve condotte nel corso di questo
studio non hanno apportato nuove informazioni aiaido, infatti le piante adulte
inoculate che hanno sviluppato i sintomi fogliaelld malattia delle foglie tigrate
nell’estate 2008 non hanno evidenziato alcuna taxi@ne con la presenza dell'inoculo
artificiale di Botryosphaeriaceael. chlamydosporao P. aleophilum e nessuna

particolare informazione € scaturita nemmeno dopiclRvegetativi delle barbatelle.
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I rilievi riguardanti lo sviluppo di alterazioni héegno dei tralci delle piante adulte
hanno evidenziato la capacita dei ceppi utilizgatprovocare alterazioni piu estese di
quelle osservate nel caso del controllo. Tuttaylieelevati valori di deviazione standard
non hanno permesso di quantificare in maniera iwegabile le eventuali differenze di
virulenza esistenti tra le specie. La variabili@ le repliche dello stesso tipo di inculo &
risultata infatti molto maggiore di quella osseavat seguito a prove di patogenicita
condotte in maniera simile e in cui, nonostanteadaabilita tra ceppi della stessa specie,
e stato comunque possibile determinare dei divgradi di virulenza tra le diverse
specie. Un esempio di questo tipo & dato dalloistadndotto in Francia da Laveat
al. (2009) in cui sono stati utilizzati ceppi Bi chlamydosporaP. aleophilume diN.
parvum In seguito a tale studio la specie piu viruleataisultataP. chlamydospora
seguita da\. parvume daP. aleophlium Comunque, analogamente a quanto osservato
da Laveau e colleghi, anche i ceppPdichlamydosporautilizzati in questo studio hanno
fatto registrare le alterazioni piu estese.

Per quanto riguarda le specie di Botryosphaerigceatsultati delle prove di
patogenicita condotti in varie parti del mondo ewvidiano che i ceppi di. parvum
risultano spesso tra quelli piu virulenti. I magginumero di risultati congruenti in
seguito a diversi esperimenti e la maggiore diffosi di N. parvumrispetto ad altri
componenti della stessa famiglia pure dimostratisilto aggressivi, fanno ritenere
questa specie tra le Botryosphaeriaceae piu vitellen vite. Sebbene non ci sia stata la
possibilita di distinguere la virulenza nemmenotriegendo la visuale ai ceppi di
Botryosphaeriaceae, le lesioni piu estese neiitimbculati con questi funghi sono state
osservate proprio relativamente ad un ceppd. gharvum la cui media é risultata molto
simile a quella documentata da Urbez-Torres & Gu@809) per un ceppo di inoculato
su speroni di viti adulte.

Prove di patogenicita su vite condotte con cepfB.diothideahanno evidenziato la
capacita di questo fungo di produrre lesioni ngnke di barbatelle e piante adulte,
sebbene il grado di virulenza osservato per qugstgie non sia stato tra i piu elevati
(van Niekerket al.,2004; Urbez-Torres & Gubler, 2009). | valori medservati per i 2
ceppi utilizzati in questo studio sono risultati ltnosimili a quelli della maggior parte
dei ceppi diN. parvum ma per entrambi sono state osservate le alteviadionaggiore
entita tra tutti i ceppi di Botryosphaeriaceae.

Per quanto riguardB. seriatg nonostante I'elevata diffusione di questa spdeie,

sua patogenicita su vite rimane ancora da chia@i@.e dovuto sia a casi in cui non &
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stato ottenuto il completamento dei postulati dcK¢Radmaret al., 1981; Rovesti &
Montermini, 1987; Bonfiglioliet al., 2006) che a causa delle discrepanze tra i rigultat
ottenuti nelle diverse prove di patogenicita effate in diversi esperimenti (Phillips,
1998; Castillo-Pandeet al., 2001; van Niekerket al., 2004; Tayloret al., 2005;
Savocchiaet al., 2007; Urbez-Torret al., 2008). Una situazione piuttosto comune
sembra essere I'elevata discrepanza di virulerealirisolati usati anche nello stesso
studio (Larignoret al.,2001; van Niekerlet al.,2004; Urbez-Torrest al.,2008; Urbez-
Torres & Gubler, 2009). In molti casi comunqle seriata si € dimostrata tra le
Botryosphaeriaceae meno virulente e anche I'unéppo considerato i questo studio ha
fatto rilevare le alterazioni meno estese rispettquelle osservate per i ceppi @i
seriatae N. parvum

Concludendo, sebbene la comparazione tra i risolt#nuti in questo studio non sia
statisticamente valida, € stata comunque evidenziat capacita dei ceppi di
Botryosphaeriaceae utilizzati, cosi come di quélii P. chlamydosporae di P.
aleophilum di provocare alterazioni del legno, confermandoro potenziale ruolo di

patogeni per la vite.
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Capitolo 4. Verifica della produzione di enzimi esliulari da parte di ceppi di Botryosphaeriacettenuiti da
piante adulte e da materiale di propagazione di vit

4.1. Riassunto

L'associazione di specie di Botryosphaeriaceae httreadel legno della vite e stata
documentata in diverse aree viticole mondiali eedivsaggi di patogenicita ne hanno
evidenziato il potenziale patogenetico. Scopo delsgnte studio & stato quello di
verificare la produzione di alcuni enzimi esocelhyl alcuni dei quali considerati
importanti fattori (o cofattori) di virulenza, inna selezione di 11 ceppi di
Botryosphaeriaceae ottenuti da un vigneto dellavipoia di Firenze e da 2 lotti di
materiale di propagazione commercializzati in &aliel 2007 e nel 2008. | ceppi, 8 di
Neofusicoccum parvundl di Botryosphaeria dothide@ 3 diDiplodia seriatg erano
rappresentativi dei gruppi filogenetici individuati seguito all’analisi della sequenza
dell'rDNA ITS1-5.8S-ITS2 (rDNA ITS) e di parte dgene codificante per il fattore di
allungamento Ir (EF 1¢). Mediante saggin vitro € stata determinata la capacita di
degradazione dell'acido tannico e la produziongaligalatturonasi, xilanasi, laccasi,
manganese perossidasi, lignina perossidasi, lipagicosidasi, endo-1,8-glucanasi e
la completa attivita cellulasica (eso-cellobioidl + S-glucosidasi + endo-1,4-
glucanasi). | risultati hanno indicato che i cepphsiderati in questo studio sono in
grado di produrre molti degli enzimi indagati. Ilitfasolo i saggi per la xilanasi, la
laccasi e la completa attivita cellulasica hannto dgsito negativo per tutti i ceppi.
Inoltre, con un'unica eccezione, 'attivita enzioatnon € sembrata essere associata ad
alcuna specie né ad un particolare gruppo filogemetl 'eccezione ha riguardato il
saggio della degradazione dell’acido tannoco, dlguna dato esito positivo solo per i 3
ceppi di N. parvum appartenenti ad uno stesso gruppo filogeneticdvithehto
allinterno di questa specie. La capacita di aldsolati di produrre un enzima ma non
un altro suggerisce che essi potrebbero interagirdi loro, o con altri organismi, per la

colonizzazione del legno delle piante di vite.

4.2. Introduzione

Le potenzialita fitopatogene dei funghi vengonoditte anche in relazione alla loro
capacita di produrre metaboliti direttamente o reti@mente coinvolti nel processo di
malattia (Mugnai et al., 1997; Martoset al., 2008). Tra questi metaboliti particolare
enfasi viene data a quell’ eterogeneo gruppo dingnzsocellulari che consentono al
patogeno di degradare i componenti della paretkilasd dell'ospite, come xilani,

cellulosa, pectine (Santast al., 2006) e altri composti (St. Legext al., 1997) che
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consentono al microrganismo quanto meno di ricavda#’ospite nutrienti e di
progredire in esso. Ne consegue anche che I'atnatativa di uno o piu enzimi di
questo tipo puo influire sul grado di virulenza’dejanismo produttore (Santet al.,
2006).

Nel caso delle malattie del legno della vite (Suet al., 2006; van Niekerlet al.,
2006), prove atte a verificare lattivita di enziresocellulari sono state condotte
soprattutto su ceppi dEutypa lata, Fomitiporia mediterranea (Fischer, 2002),
Phaeomoniella chlamydospora (Crous et al.,, 1999) e di specie diverse di
PhaeoacremoniuniCrouset al., 1996; Larignon & Dubos, 1997; Mugnei al., 1997;
Marchi et al., 2001; Santost al., 2006), mentre, per quanto concerne le specie di
Botryosphaeriaceae, saggi di questo tipo sono eftdttuati solo su alcuni ceppi di
Diplodia seriata analizzati da Mugnaget al. (1997). Altri lavori in cui specie di
Botryosphaeriaceae sono state testate per la povduzli enzimi esocellulari sono
relativi a ceppi diNeofusicoccum ribi® Lasiodiplodia theobromaéSaldanhaet al.,
2007; Messiat al., 2009), isolati daEucalyptusspp., Micropholis spp., Citrus sp.,
Annona muricata, A. squamosa, Solarapmo davlangiferasp. (Saldanhat al.,2007).

Obiettivo del presente studio & stato quello dificare, mediante sagan vitro, la
produzione di alcuni enzimi esocellulari in unéegmne di ceppi di Botryosphaeriaceae

ottenuti dal legno di piante adulte e da mateidalgropagazione della vite.

4.3. Materiali e Metodi

4.3.1. Ceppi di Botryosphaeriaceae

| ceppi utilizzati in questo studio (Tabella 1) eostati scelti sulla base dei risultati
ottenuti con un’analisi filogenetica effettuata pen totale di 43 isolati di
Botryosphaeriaceae ottenuti da legno di vite. Tafipi sono stati isolati da piante di vite
ubicate in un vigneto dell'azienda agraria dell'isisita di Firenze (“Villa Montepaldi”,
San Casciano in Val di Pesa, Fl) e da barbatetidgite da un vivaio della provincia di

Firenze (capitolo 2).

4.3.2. Verifica della produzione di enzimi esocellulari
La produzione di enzimi esocellulari &€ stata saggia seguito ad inoculazione dei

funghi in piastre Petri contenenti 'appropriatdswato di reazione. | saggi sono stati
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eseguiti in base ai protocolli descritti nei rifagnti bibliografici riportati in tabella 2. La
produzione degli enzimi saggiati € stata quantidicenediante misurazione dell’area
(media £+ S.D.) dell'alone osservato nel mezzo dituca contenente il substrato
specifico. Tutti i saggi sono stati ripetuti trelteoutilizzando tre repliche per ceppo. |
saggi sono stati eseguiti in base ai protocollicd#s nei riferimenti bibliografici
riportati in tabella 2. Le differenze tra le med@no state valutate mediante il test LSD
(Least Significant Difference) di Fisher dopo avigettato I'ipotesi nulla (medie uguali)
dell” analisi ANOVA (ANalysis Of VAriance) di Fishigper i confronti di pit di 2 medie
o del test di Student per il confronto di 2 medie, per vallirP<0.05.

Tabella 1. Ceppi di Botryosphaeriaceae utilizzati per la vesifdella produzione di
enzimi esocellulari. Accanto alle sigle dei ceppDd seriatae N. parvume riportato il
gruppo filogenetico di appartenenza individuato seguito ad analisi filogenetica
(capitolo 2).

Ceppo Origine
Botryosphaeria dothidea
PVFi-Bd3 vite di 12 anni, cv. Sauvignon blanc,

Diplodia seriata
PVFi-Ds2 (gruppo 1) vite di 12 anni, cv. Sauvigriganc,
PVFi-Ds7 (gruppo 2) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,

Neofusicoccum parvum
PVFi-Np8 (gruppo 1)

PVFi-Np9 (gruppo 3) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
PVFi-Np10 (gruppo 1) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
PVFi-Np11 (gruppo 2) barbatella cv. Sangiovese 548/ 110R 180
PVFi-Np12 (gruppo 3) barbatella cv. Sangiovese 548/ 110R 180
PVFi-Np18 (gruppo 3) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
PVFi-Np23 (gruppo 1) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
PVFi-Np29 (gruppo 2) vite di 12 anni, cv. Sauvigridanc,
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Tabella 2.Elenco dei riferimenti bibliografici in base ai dusono stati eseguiti i saggi
enzimatici.

Saggio Riferimento bibliografico
1. capacita di degradazione dell’acido tannico Br&r®parapano (2007a)
2. poligalatturonasi Marctlet al. (2001)

3. pectina esterasi Marcht al. (2001)
4. xilanasi St. Legeet al. (1997)
5. completa attivita cellulasica Mugnet al. (1997)
6. p-glucosidasi Mugnagt al. (1997)
7. endo-1,48-glucanasi Mugnagt al. (1997)
8. laccasi Mugnaet al. (1997)
9. manganese perossidasi Conefsal. (2000)
10. lignina perossidasi Conesaal. (2000)
11. lipasi Samackt al. (1988)
4.4. Risultati

Tra gli 8 ceppi diN. parvumutilizzati nell'indagine, sono state osservate atifhze
significative in 5 degli 8 saggi enzimatici eseg(ifabella 3). Solo 3 ceppi dN.
parvum appartenenti ad uno stesso gruppo filogeneticivishuato all'interno della
specie (Tabella 1), hanno evidenziato I'attivita dégradazione dell'acido tannico.
Tuttavia, tale capacita é risultata differente pgnuno dei 3 ceppi. Fatta eccezione per
PVFi-Np9 e PVFi-Np10, i restanti ceppi dN. parvum hanno invece mostrato la
produzione di poligalatturonasi ma, anche in queato, la produzione di tale enzima &
apparsa differente per ognuno di essi. La prodezidn poligalatturonasi & stata
osservata anche nell’unico ceppo Rli dothideae nei 2 ceppi dD. seriata e, una
differente attitudine alla produzione dell'enzimatata verificata anche per quest’ultimi.
Tutti i ceppi sono risultati positivi al saggio epectina esterasi e, fatta eccezione per il
ceppo PVFi-Np9 dN. parvum tutti hanno evidenziato un’elevata e simile prdoe
dell’enzima. Totale assenza di produzione dell'sr@e stata invece osservata nel caso
dei saggi per la xilanasi, la laccasi e la compé¢ti@ita cellulasica (esocellobioidrolasi +
S-1,4-glucosidasi + endo-1grglucanasi). In particolare, mentre nei saggi pefilanasi

e la completa attivita cellulasica e risultata comue evidente la crescita delle colonie,
nel caso della laccasi non si € verificata alcueadta miceliare nelle piastre contenenti

il substrato specifico (Figura 1). Tutti i ceppinsorisultatati positivi al saggio delfa
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1,4-glucosidasi, per il quale, la maggiore prodogidi enzima € stata osservata, seppur
con una certa eterogeneita, in alcuni ceppi.cparvum nonostante che, il ceppo PVFi-
Np9 sia risultato, in assoluto, quello che ha pttmdmenops-1,4-glucosidasi. Nel caso
del saggio della endo-1@glucanasi, I'unico ceppo che non ha evidenziatursd
produzione di enzima €& stato PVFi-Np9. Anche peesty saggio € stata notata
un’eterogeneita, non correlata al gruppo filogameetli appartenenza, nell’'ambito degli
altri ceppi diN. parvum mentre l'attivita enzimatica & apparsa pressaiimdle tra i 2
ceppi diD. seriata La produzione di manganese perossidasi € statavaga in 4 ceppi
di N. parvum(rappresentativi dei 3 gruppi filogenetici indiuti nella specie), in quelli
di D. seriatae nell’'unico diB. dothidea il quale, insieme al ceppo PVFi-Np29 Mi
parvum ha evidenziato la maggiore attivita enzimaticaloPVFi-Np18 e PVFi-Np23
di N. parvumsono invece risultati positivi al saggio dellaniiga perossidasi. Infine, nel
saggio della lipasi, gli unici ceppi che non hamnostrato le produzione di questo
enzima sono stati PVFi-Bd3 d. dothideae PVFi-Np10 diN. parvum mentre, ad
eccezione di PVFi-Np9 d\. parvume PVFi-Ds7 diD. seriatg i restanti ceppi hanno
evidenziato una discreta attivita enzimatica, percen una certa variabilita tra le

repliche.
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Tabella 3. Enzimi esocellulari prodottin vitro dai ceppi di Botryosphaeriaceae utilizzati in qaestudio. | numeri da 1 a 11 indicano
rispettivamente i saggi per la capacita di degradazdell'acido tannico (1), poligalatturonasi (@gctina esterasi, xilanasi (4), completa attivita
cellulasica(5),5-glucosidasi (6), endo-14glucanasi (7), laccasi (8), manganese perossi@silignina perossidasi (10) e lipasi (11). La
produzione degli enzimi saggiati &€ stata quantidiaaediante misurazione dell’'area (media + S.Dl)jad@ne osservato nel mezzo di coltura
contenente il substrato specifico. Le diverse fletpresenti nella stessa colonna indicano differesignificative (P< 0.05) tra i ceppi considerati
nello stesso saggio enzimatico. Tutti i saggi sstad ripetuti tre volte utilizzando tre replichergeppo.

Ceppo Saggio enzimatico
1(cnf) 2(cnf) 3(cnf) 4(cnf) 5(cnf) 6(cnf) 7 (cnf) 8(cnf) 9(cnf) 10 (cnf) 11 (cnf)
B. dothidea

PVFi-Bd3 Oa 30£3c 50%0Db 0 0 15+1 ab +2Dc 0 12+1e Oa Oa

D. seriata

PVFi-Ds2 Oa 30t2c 50%0b 0 0 20 +2 bc +28cd 0 5+3c Oa 21 +10 bcd
PVFi-Ds7 Oa 40+3d b51+1b 0 0 13+3a 2D 0 8+2d 0Oa 15 + 3 abc
N. parvum

PVFi-Np8 Oa 54+1ef 50+0Db 0 0 34+3d #£Pc 0 Oa Oa 31 + 10 def
PVFi-Np9 5+1b Oa 35+6a 0 0 10+3a Oa O Oa 0Oa 8+3ab
PVFi-Np10 Oa Oa 0 0 29+1d 26+2de 0 Oa Oa Oa
PVFi-Np11 Oa 41+5d 50x0b 0 0 33+6d 3Bft 0 5+1bc Oa 29 £ 11 cde
PVFi-Np12 16+2d 49+8e 50x0b 0 0 46 £4f27+1e 0 Oa Oa 46 £ 11f
PVFi-Np18 10+1c 37+x7d 50%x0b 0 0 22+5c9+3b 0 3+0b 3+0b 23+9bcd
PVFi-Np23 Oa 19+3b 50+0b 0 0 35+2d £Bc 0 5+0c 5+0c 24+3cd
PVFi-Np29 Oa 57+1f 50+0hb 0 0 40+2e 13Bf 0 13+2e Oa 42 + 17 ef




Figura 1. Esempi dei saggi effettuati per la verifica depleoduzione di enzimi
esocellulari:a) degradazione dell’acido tannico (reazione poajtib) degradazione
dell'acido tannico (reazione negativa);poligalatturonasi (reazione positival); pectina
esterasi (reazione positivag) xilanasi (reazione negativa)) completa attivita
cellulasica (reazione negativad) pS-glucosidasi (reazione positivajy)) endo-1,45-
glucanasi (reazione positival), laccasi (reazione negativd); manganese perossidasi
(reazione positiva);m) lignina perossidasi (reazione positiva)) lipasi (reazione
positiva).
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4.5. Discussione e Conclusioni

| funghi fitopatogeni sono capaci di degradare diganacromolecole che costituiscono i
tessuti della pianta ospite come la cellulosa,detipe, gli xilani, e la lignina (Binz &
Canevascini, 1996; St. Leget al.,1997), quindi lo studio del corredo enzimaticaidi
organismo fitopatogeno puo rappresentare un utilenento per la caratterizzazione dei
suoi fattori di virulenza.

Tra le sostanze fenoliche prodotte dal metaboliseaondario delle piante vi sono i
tannini, noti per la loro capacita di inibire lascita di molti microrganismi e per essere
coinvolti nelle reazioni di difesa della pianta tonl'attacco di agenti patogeni diversi
(Bhatet al., 1998; Khanbabaeet al., 2001). Nonostante le proprieta antimicrobiche di
questi fenoli, molti funghi, lieviti e batteri riesno a crescere e a svilupparsi anche in
loro presenza (Bradoet al., 1997; Mondakt al., 2000; Brunoet al., 2005). E ben nota
infatti la capacita di alcuni funghi di decompormgallotannini, un particolare gruppo di
tannini definiti “idrolizzabili” (Bahtet al., 1998) e si ritiene che un ruolo importante
nella loro degradazione lo abbia I'enzima tannBsiat et al., 1998; Khanbabaeet al.,
2001). La produzione di tannasi, osservata soptatia funghi dei generispergilluse
Penicillium (Bhat et al., 1998; Khanbabaeet al., 2001), & stata verificata anche nei
funghi P. chlamydosporaPhaeoacremonuralephilum e F. mediterraneacoinvolti nel
“Grapevine Phaeotracheomycosis complex” (Bruno &r8pano, 2007a; Surico, 2009).
Un substrato tipico della tannasi (tannino aciloldsi) € rappresentato dall'acido
tannico, infatti utilizzato come substrato specifiger determinare I'attivita di questo
enzima mediante spettrofotometria (Bruno & Sparap2007a). Nel lavoro di Bruno &
Sparapano (2007a), la produzione di tannasi da iitceppi dP. chlamydosporaP.
aleophilum e F. mediterranea €& stata inizialmente confermata con tecniche
spettrofotometriche e, quando gli stessi ceppi stat cresciuti su substrato agarizzato
contenente acido tannico, & stata osservata laafoome di un alone bruno intorno alla
colonia. Tuttavia, gli autori non hanno attribuito, maniera diretta, la formazione
dell'alone bruno alla singola azione della tannasg hanno definito tale situazione
come il risultato della degradazione dell'acidonian. In particolare, la formazione
dell'alone bruno é stata attribuita a fenomeni aestsvi a carico di un prodotto della
reazione della tannasi, I'acido gallico. In seguitd uno studio sulla produzione di
tannasi da parte di specie Busarium (Tardelli, 2007) & stato precisato che la mera
azione dell’enzima, su substrato agarizzato, viésgalizzata mediante la formazione di

un alone chiaro e che la formazione di un alonendrsia invece il risultato di
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ossidazioni prodotte da enzimi appartenenti allaidéia delle fenolossidasi, comunque
ritenute importanti fattori di virulenza dei fungfitopatogeni (Mugnaiet al., 1997).
Tuttavia, in base alle informazioni reperite, nosulta chiaro se l'azione delle
fenolossidasi sia 0 meno dipendente da quella sandella tannasi. Di conseguenza,
nel caso delle Botryosphaeriaceae utilizzate insgustudio, la formazione dell'alone
bruno, osservata per 3 ceppi Bi. parvum appartenenti ad uno stesso gruppo
filogenetico, € stata interpretata come un fenonkrtegradazione dell’acido tannico.

La poligalatturonasi e la pectina esterasi sonosidenati importanti fattori di
virulenza in quanto capaci di idrolizzare le soztapectiche, polisaccaridi strutturali
presenti soprattutto nella lamella mediana e rdlieete primaria delle cellule vegetali.
Si ritiene che questi enzimi facilitino la diffusie del patogeno attraverso il tessuto
connettivo (Starr, 1961) o i tessuti vascolari (Mah962; Durrands & Cooper, 1988).
Quasi tutti i ceppi utilizzati in questo lavoro daratterizzazione hanno mostrato la
capacita di produrli, capacita osservata anchejpicdiN. ribis e L. theobromaasolati
da Eucalyptus spp., Micropholis spp., Citrus sp., Annona muricata, A. squamosa,
Solanumsp. o daMangiferasp. (Saldanha&t al.,2007) e negli agenti della malattia di
Petri e della “Grapevine leaf stripe diseag®"chlamydospora Phaeoacremonuirspp.
(Marchiet al.,2001; Surico, 2009).

Tutti i ceppi di Botryosphaeriaceae utilizzati inegto lavoro hanno dato reazione
negativa nei saggi per la xilanasi, la completavititcellulasica (esocellobioidrolasi +
S-glucosidasi + endo-1,4-glucanasi) e la laccasi. Gli xilani occupano sdpttt la
parete secondaria delle cellule dei tessuti legmoentre costituiscono solo una piccola
frazione della parete primaria. Rappresentano lécadimlose piu abbondanti nelle
Angiosperme (Binz & Canevascini, 1996), contribuendlla rigidita della parete
cellulare e quindi alla sua resistenza meccanittilita xilanasica e stata osservata da
Santos e colleghi (2006) in ceppiklichlamydosporaPhaeoacremoniurangustiusP.
aleophilum e Phomopsisviticola. Sebbene i risultati abbiano indicato la mancata
produzione di esocellobioidrolasi da parte di tutteppi caratterizzati in questo lavoro
(negativi al saggio per la completa attivita celkita), & risultata invece evidente la
produzione degli altri 2 enzimi coinvolti nella dadazione della cellulosas-
glucosidasi ed endo-1pgkglucanasi. Questi risultati concordano con quedliemuti da
Mugnai et al. (1997), che hanno osservato la mancanza della letanmttivita
cellulasica, contemporaneamente alla presenzaedliagfsglucosidasica, in funghi come

F. mediterraneaP. chlamydosporaP. aleophilum Eutypalata, D. seriatae specie di
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Penicillium Analogamente, tutti i ceppi @&. chlamydosporaPhaeoacremoniurspp. e

P. viticola, utilizzati da Santost al., (2006), hanno evidenziato la produzione di endo-
1,4$-glucanasi. La laccasi € una fenolossidasi coinviéita degradazione della lignina
(Reid, 1995), attivita ritenuta essere tipica desidiomiceti agenti di carie bianca, come
F. mediterranea(Mugnai et al., 1997). Tuttavia, pur se con una metodica diffexent
rispetto a quella utilizzata da Mugnei al. (1997), la produzione di laccasi & stata
osservata anche da parte di ceppPdichlamydosporaPhaeoacremoniunspp. eP.
viticola (Santoset al., 2006). La produzione di questo enzima & statarmalsservata
anche da parte di alcuni ceppiMiribis e diL. theobromadsolati daEucalyptusspp.,
Micropholis spp., Citrus sp., Annona muricata, A. squamosa, Solansm o0 da
Mangiferasp. (Saldanhat al.,2007).

In alcuni funghi agenti di carie bianca, i compangmd importanti del sistema di
degradazione della lignina sono rappresentati da ehzimi diversi dalla laccasi, la
lignina perossidasi e la manganese perossidasie&en al., 2000). La produzione di
questi enzimi, sebbene Mugnai e colleghi (199MHdiano osservata, oltre che in tutti i
ceppi di F. mediterranea anche in qualche ceppo @&. aleophilum non & stata
riscontrata nei ceppi d?. chlamydosporaPhaeoacremoniurspp.eP. viticola saggiati
da Santoset al., (2006). La produzione di queste perossidasi, @adrticolare della
manganese perossidasi, € stata invece osservatalinceppi di Botryosphaeriaceae
considerati in questo studio, indicando che anahesty funghi potrebbero avere un
ruolo nella degradazione della lignina. Infine, ¢@acezione di un ceppo &. dothidea
e uno diN. parvum tutti gli altri ceppi utilizzati nel presente gio hanno mostrato
un’attivita lipasica, ovvero una capacita potereidl degradare il plasmalemma delle
cellule delle piante ospiti. Recentemente, talwitité stata osservata anche in alcuni
ceppi diN. ribis e diL. theobromagisolati daEucalyptusspp.,Micropholis spp.,Citrus
sp., Annona muricata, A. squamosa, Solansjm o daMangifera sp. (Messiast al.,
2009).

Molti dei ceppi di Botryosphaeriaceae utilizzatignesto studio sembrano dunque in
grado di produrre, cosi come altri funghi implicaglle malattie del legno della vite
(Mugnai et al., 1997; Santost al., 2006; Bruno & Sparapano, 2007), alcuni enzimi
ritenuti importanti fattori (o cofattori, a secondella combinazione pianta-patogeno
considerata) di virulenza come poligalatturonasctima esterasi (Marckt al,2001),5-

1,4-glucosidasi, endo-1#glucanasi (Mugnakt al., 1997) o manganese perossidasi
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(Mugnai et al., 1997; Santo®t al., 2006). Tale produzione avvalorerebbe, in qualche
modo, lattitudine fitopatogena delle specie esat@ne il loro coinvolgimento in
malattie del legno della vite, con la sola evideagzlusione dei processi di carie.
Tuttavia, la produzione dei diversi enzimi & apparsalvo poche eccezioni
(poligalatturonasi, pectina esteragkl,4-glucosidasi ed endo-1/Aglucanasi) molto
variabile da ceppo a ceppo. Cio potrebbe, in um cisinuire il ruolo, ai fini della
patogenicita/virulenza, di questi enzimi oppure eess interpretato come la

dimostrazione, indiretta, di quella grande varitdildella patogenicita/virulenza

riscontrata da diversi autori fra le popolazioniBibtryosphaeriaceae.

La ricerca relativa al presente capitolo & stataltavpresso il “Centro de Recursos
Microbiolégicos (CREM), Departamento de CiénciasMida, Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia, Universidade Nova de Lisboa”, Capariartogallo, sotto la supervisione
del Prof. Alan J. L. Phillips.
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Abstract

In this study two nested PCR protocols were peréatnio acquire new and more
complete information on the epidemiology of the iosphaeriaceae species that have
been up to now reported as potential agents ohdése of grapevine trunks and arms.
One protocol had a narrow target range, to spedificdetect the DNA of onlyN.
parvumand taxonomically closely related specids parvumiN. ribis complexsensu
Pavlic et al. 2009a) and another, with a wider earig detect all sixteen taxa associated
with various diseases of the grapevine trunk. Byamseof these two molecular tools we
monitored the relative incidence in plants of comreaeleased on the Italian market in
two different years by five different nurseries. idover in order to assess the adequacy
of the newly developed methodologies and to evaldbe overall results, we also
monitored the frequency of detection in the sanmpdes of the tracheomycotic fungus
Phaeomoniella chlamydosporavhose presence in standing vines and propagating
material has been frequently reported worldwide,terof associated to

Botryosphaeriaceae. The DNA of Botryosphaeriaces®] specifically of theN.
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parvunmiN. ribis complex, was found in 14 and in 12 respectivelytied 17 lots of
nursery stock material examined, meanwhile th&.afhlamydosporavas found in 5 of
the same lots. Furthermore, the crossed data @lotéiy each PCR assay suggested, and
the results of sequencing and phylogenetic anabfsisnplicons confirmed, that most of
the woody tissue samples that tested positive, watarally infected by at least two

different Botryosphaeriaceae species.

Introduction

In recent years among the various fungi that arewknto cause decline and other
diseases of the grapevine trunk (Surico et al. RO0B@reasing importance has been
given to species in the Botryosphaeriaceae Th&idd. Syd. (Crous et al. 2006). The
members of this family are cosmopolitan ascomycedtest occur worldwide as
saprophytes, endophytes or pathogens on a vast emunod gymnosperms,
monocotyledons and dicotyledons, includi¥dis vinifera In the case of grapevine,
until about 20 years ago only three Botryosphaesacspecies were known to be
involved in grapevine trunk diseaseBiplodia mutila (=Botryosphaeria stevenii
(Lehoczky 1974) andiplodia seriata (= B. obtusa (Cristinzio 1978; Rovesti and
Montermini 1987), were regarded as the causal agenthe disease named black dead
arm andLasiodiplodia theobromaé=B. rhoding (Hewitt 1988), was considered to be
the causal agent of Diplodia cane dieback and buatliHowever, in the last decade,
data collected worldwide indicate that the situatis much more complex then
previously thought, and to date 16 potentially plpgthogenic species have been
isolated from declining grapevines (van Niekerlaet2006; Damm et al. 2007; Martin
and Cobos, 2007; Urbez-Torres et al. 2007; Carleteil. 2009). Most of these species
have been associated with cases of dieback of iiee eplant or of its parts (canes,
arms), bud mortality, brown streaking or necrodishe wood, grape rot, delayed bud
burst (Lehoczky 1974; Urbez-Torres et al. 2006; Miekerk et al. 2006; Urbez-Torres
et al. 2008; Burruano et al. 2008;) as well aseddht leaf symptoms (Cristinzio 1978;
Larignon and Dubos 2001; Larignon et al. 2001; et et al. 2005; Burruano et al.
2008; Larignon et al. 2009; Lecomte et al. 2009gdret al. 2009). Characterization of
Botryosphaeriaceae as wood pathogens is complitgtegveral factors: 1) most, if not
all, symptoms induced should be regarded as natifgpsince they may be induced by

different Botryosphaeriaceae as well as by othéhquens such aButypa lataand
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Phomopsis viticolalvan Niekerk et al. 2006), or can be the manifestabf other
diseases such as esca (Surico et al. 2006); 2jifidetion to species level of the
potential causal agent is difficult especially whretying only on morphology (Phillips
et al. 2005); 3) comparison of the results of safgapathogenicity tests carried out in
different countries have indicated, as a wholet within most of the species considered,
the isolates likely differ considerably in theirwience (Laveau et al. 2009; Rego et al.
2009), thus it is difficult to evaluate the pathoigepotential of different taxa that may
be found associated with grapevines (van Niekerlalet2004; Taylor et al. 2005;
Savocchia et al. 2007; Urbez-Torres and Gubler R0@0present very little is known
about the epidemiology of grapevine diseases calmedotryosphaeriaceae (van
Niekerk et al. 2006) as well as about the consigteand the degree of heterogeneity of
the Botryosphaeriaceae that may coexist withinntbedy tissues of grapevines.

Until 2004 (Slippers et al. 2004)B* parvd (now Neofusicoccum parvuinand ‘B.
ribis” (now N. ribis) were considered to be part of tRedothideacomplex and thus the
possibility that earlier reports may have been #ase unreliable identifications cannot
be ruled out. However, although the combined nuétie genealogies used by Slippers
et al. (2004) allowed the clear separation of lesedy related speciedB" parvd and
“B. ribis’, the distinction of these two taxa continues te difficult. Currently,
Neofusicoccum parvurand N. ribis are regared, together with three cryptic species
isolated fromSyzygium cordatunn South Africa, as forming a group, named the
parvuniN. ribis complex (Pavlic et al. 2009a). To date, oNlyparvumandN. ribis have
been isolated from grapevine (Pascoe 1998; Phillip32; van Niekerk et al. 2004;
Urbez-Torres et al. 2006; Martin and Cobos 2007;uCai et al. 2009; Rego et al.
2009). Neofusicoccum parvurhas been found associated with brown streaking and
necrosis of wood (Phillips 2002; van Niekerk et @006) and the results of
pathogenicity tests, as well as the characterizasfosome of its virulence determinants,
indicate that members of this species are amongtist virulent on grapevine (Phillips
2002; van Niekerk et al. 2004; Martos et al. 2008zeau et al. 2009; Urbez-Torres and
Gubler 2009).Neofusicoccum ribishas been isolated only occasionally from grape
bunch rots (Pascoe 1998) as well as from discotbu@od (Crous et al. 2000, cited by
van Niekerk et al. 2004). Nevertheless, the resafitpathogenicity tests on grapevine
carried out with a strain isolated froRibessp. (van Niekerk et al. 2004), indirectly
suggest that this species could also be an imgowand pathogen o¥itis sp. (van
Niekerk et al. 2006).
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The first objective of the present study was toigtesand evaluate a polymerase
chain reaction (PCR)-based diagnostic assay foriughe study of epidemiology of
fungi belonging to theN. parvum/N. ribiscomplex sensuSlippers et al. (2009a) in
grapevine. We first developed a nested PCR assggtitag the ITS1-5,8S-ITS2 rDNA
(ITS rDNA) region and evaluated its specificity asensitivity on: 1) DNA extracted
from a range of microorganisms that have been eeavworldwide from grapevine
(Carter 1991; Burr and Otten 1999; Mugnai et a9 %an Niekerk et al. 2006; Martin
and Cobos 2007; Urbez-Torres et al. 2007; Carletal. 2009; Casieri et al. 2009)
including members of different phylogenetic growgdsthe targeted species that may
reside in the same agroecosystem; 2) DNA extraftted naturally infected grapevine
woody tissues of standing vines and plants of coroend hen, by adopting a simple but
effective sampling procedure, we performed a suneewgscertain the role of nursery
stock material as possible source of inoculum o Hpecies comprising thal.
parvum/N. ribis complex. Since currently the relative spread o€ tHifferent
Botryosphaeriaceae within Italian vineyards andsaries is unknown, in order to assess
the adequacy of the newly developed methodologytam$timate the relative diffusion
of theN. parvum/N. ribiscomplex with respect to other fungal taxa, we eyd in all
our trials 2 other nested PCR assays. One assagiavatoped and optimized during this
study to specifically amplify the DNA of all the egies of the Botryosphaeriaceae,
includingN. parvumandN. ribis, that can be involved in grapevine decline andaiid.
The second assay, was developed by Edwards eR@D7) using the primer set
Pchl/Pch2 (Tegli et al. 2000), to specifically aifypthe DNA of the tracheomycotic
fungusPhaeomoniella chlamydospo(®ch), which has been reported frequently from
woody tissues of standing vines and propagatiorernatvorld wide (Retief et al. 2006;
Aroca et al. 2006; Edwards et al. 2007).
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Materials and Methods

Fungal strains

To assess the specificity of the primer sets dg@esloor employed in this study, 49
reference strains of 16 species of Botryosphaeaagmeeere utilized in this study (Table
1). Forty two were originally isolated from the wbotissues olVitis sp. in different
continents (Africa, America, Europe and Oceania)welver, in the case @othiorella
iberica, Dothiorella sarmentorum, Diplodia corti@land Neofusicoccum ribjswell
characterized strains isolated from grapevine wer@vailable, and therefore reference
strains from other host§(ercussp.,Pyrussp. andRibessp.) were included. Moreover
30 reference strains belonging to 14 fungal spemigstwoAgrobacterium vitisstrains
were also considered (Table 1). All fungi were gnow 30 ml of 2% potato dextrose
broth (Difco laboratories Inc., Detroit, MI, USA} 25 °C in the dark on a rotary shaker
(100 rpm) for 7-14 days. Approximately 200 mg ofiady growing mycelium were

collected aseptically for subsequent DNA extraction

106



Table 1. Fungal and bacterial reference strains and fuisgédtes used in this study to verify the spedifi@f the primer sets BoitsA/BoitsB
(Botryosphaeriaceae specific), NprcA/Nprd8 parvuniN. ribis complex specific) and Pch1l/PchP. chlamydosporapecific).

Amplification with each primer set

Host and

Identity . - Collector BoitsA/BoitsB ParA/ParB Pch1/Pch2
geographical origin (this work) (this work)
Reference strains
Botryosphaeria dothidea
UCD2190Mo Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. b4 - -
UCD2255Mo Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -
UCD2191 Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -
PVFi-Bd1 Grapevine; Italy Rapetti S. + - -
PVFi-Bd2 Grapevine; ltaly Natalini G. + - -
Diplodia mutila
M226 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + - -
N1351 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + - -
CSU-07-WP-TS23 Grapevine; Australia Savocchia S. + - -
CSU-07-WP-CV5 Grapevine; Australia Savocchia S. + - -
UCD1953SB Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -
UCD21650R Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -
Diplodia seriata
B121 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + - -
N144 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + - -
CSU-07-WP-DO4 Grapevine; Australia Savocchia S. + - -
CSU-07-WP-J10 Grapevine; Australia Savocchia S. + - -
UCD244Ma Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -
UCD352Mo Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -
uUCD2161 Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -
PVFi-Ds1 Grapevine; Italy Natalini G. + - -
Diplodia corticola
CBS112077 Quercus suberSpain Luque J. - - -

CBS112076 Quercus suberSpain Luque J. - - -




Table 1. (continued)

Amplification with each primer set

Identity g'gs;g;)?]ical origin Collector BoitsA/BoitsB ParA/ParB Pchl/Pch2
(this work) (this work)

Reference strains

Dothiorella iberica

CBS 115035 Oak; Spain Luque J. + - -

CBS 115041 Oak; Spain Luque J. + - -

Dothiorella sarmentorum

CBS 120.41 Pear; USA Wollenweber H.W. + - -

Dothiorella viticola573

(anamorph of. Viticolg Grapevine; Spain Luque J. + - -

Lasiodiplodia theobromae

CBS 124060 Grapevine; ltaly Burruano S. + - -

UCD205Co Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -

UCD2193 Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -

UCD1014BC Grapevine; Mexico Urbez-Torres J.R. + - -

Lasiodiplodia plurivora

CBS 121103 Grapevine; South Africa Halleen F. + - -

Neofusicoccum australe

Kat-1 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + - -

Mel-1 Grapevine New Zealand Jaspers M. + - -

CSU-07-WP-FF24 Grapevine; Australia Savocchia S. + - -

CSU-07-WP-M2 Grapevine; Australia Savocchia S. + - -

Neofusicoccum luteum Grapevine; South Africa Halleen F.

N-1 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + - -

M(8)4 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + - -

UCD2057Te Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -

UCD2090Te Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + - -




Table 1. (continued)

Amplification with each primer set

Identity ggc?;;rg)?]ical origin Collector BoitsA/BoitsB ParA/ParB Pchl/Pch2
(this work) (this work)

Reference strains

Neofusicoccum parvum

CBS 117923 Guava; Venezuela Cedeno L. + + -

G22a3 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + + -

B2141 Grapevine; New Zealand Jaspers M. + + -

UCD2205Mo Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + + -

UCD2280Mo Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + + -

UCD2194 Grapevine; USA Urbez-Torres J.R. + + -

Neofusicoccum ribis

CBS 115475 (CMW7772) Ribessp. USA B. Slippers & G. Hudler + + -

Neofusicoccum viticlavatum

CBS 112878 Grapevine; South Africa Hallen F. + - -

Neofusicoccum vitifusiforme

CBS110887 Grapevine; South Africa van Niekerk J. + - -

Phaeobotryosphaeria porosa

CBS110574 Grapevine; South Africa van Niekerk J. + - -

Spencermartinsia viticola

CBS 117009 Grapevine; Spain Luque J. + - -

Phaeoacremonium

aleophilum

PVFi-Pal72 Grapevine; Italy Bertelli E. -

PVFi-Pal80 Grapevine; Italy Bertelli E. - - -

PVFi-Pal86 Grapevine; Italy Mugnai L. - - -

PVFi-Pal94 Grapevine; USA Van der Water L. - - -

PVFi-Pal95 Grapevine; USA Mugnai L. - - -

CBS 631.94 Grapevine; ltaly Mugnai L. - - -




Table 1. (continued)

Amplification with each primer set

Identity Hgst ;n?]ical oriain Collector BoitsA/BoitsB ParA/ParB Pch1/Pch2
geograp g (this work) (this work)

Reference strains

Phaeoacremonium angustius

PVFi-Pang29 Grapevine; ltaly Bertelli E. - - -

CBS 249.95 Grapevine; USA Larignon P. - - -

Phaeoacremonium inflatipes

CBS 391.71 Oak; USA Halliwell L.S. - - -

CBS 100818 Olive; Italy Frisullo S. - - -

Phaeoacremonium

rubrigenum

CBS 498.94 Human; USA Kwong-Chung K.J. - - -

Phaeomoniella

chlamydospora

PVFi-Pch36 Grapevine; Italy Bertelli E. - - +

PVFi-Pch44 Grapevine; ltaly Mugnai L. - - +

CBS 229.95 Grapevine; ltaly Mugnai L. - - +

PVFi-Pch128 Grapevine; ltaly Bertelli E. - - +

PVFi-Pch132 Grapevine; ltaly Mugnai L. - - +

Bionectria ocralucea

PVFi-Bn1 Grapevine; Italy this study - - -

PVFi-Bn2 Grapevine; Italy this study; - - -

Cylindrocarpon destructans

Cyl 204.03 Grapevine;NewZealand Jaspers M. - - -

Cyl 207.03 Grapevine;NewZealand Jaspers M. - - -

Phomopsis viticola

PVFi-phl Grapevine; Italy Mugnai L. . - - -

PVFi-ph3 Grapevine; Italy Mugnai L. - - -

Botrytis cinerea

PVFi-Bc3 Grapevine; Italy Mugnai L. . - - -




Table 1. (continued)

Amplification with each primer set

Identity g'gj; ;T)iical origin Collector BoitsA/BoitsB ___ ParAlParB _ Pchi/Pch2
(this work) (this work)

Reference strains

Aspergillus sp.

PVFi-Asl Grapevine; Italy Mugnai L. - - -

Alternaria sp.

PVFi-All Grapevine; Italy Mugnai L. - - -

Penicillium sp.

PVFi-Pn5 Grapevine; Italy Mugnai L. - - -

Eutypa lata

PVFi-EI04 Grapevine; Croatia Peduto F. - - -

PVFi-EII2 Grapevine; Italy Mugnai L. - - -

Fomitiporia mediterranea

PVFi-Fom200.03 Grapevine; ltaly Mugnai L. - - -

PVFi-Fom201.03 Grapevine; ltaly Marchi G. - - -

Agrobacterium vitis

ICMP 12847 Grapevine; Japan Sawada H. - - -

PVFi-Av5 Grapevine;NewZealand Peduto F. - - -




Table 1. (continued)

Amplification with each primer set

Identity Host Collector BoitsA/BoitsB ParA/ParB Pch1/Pch2
(this work) (this work)
Botryosphaeriaceae Isolates recovered in this study
B. dothidea
PVFi-Bd3 Standing vine this study + - -
PVFi-Bd4 Standing vine this study + - -
PVFi-Bd5 Standing vine this study + - -
D. seriata
PVFi-Ds2 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds3 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds4 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds5 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds6 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds7 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds8 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds9 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds10 Standing vine this study + - -
PVFi-Ds11 Standing vine this study + - -
N. parvum
PVFi-Np2 Standing vine this study + + -
PVFi-Np3 Standing vine this study + + -
PVFi-Np4 Standing vine this study + + -
PVFi-Np5 Standing vine this study + + -
PVFi-Np6 Standing vine this study + + -
PVFi-Np7 Standing vine this study + + -
PVFi-Np8 Standing vine this study + + -
PVFi-Np9 Standing vine this study + + -
PVFi-Np10 Standing vine this study + + -
PVFi-Np11 Dgrc 2007 this study + + -
PVFi-Np12 Dgrc 2007 this study + + -




Table 1. (continued)

Amplification with each primer set

Identity Host Collector BoitsA/BoitsB ParA/ParB Pch1/Pch2
(this work) (this work)

Botryosphaeriaceae Isolates recovered in this study

PVFi-Np13 Dgrc 2007 this study + + -
PVFi-Np14 Standing vine this study + + -
PVFi-Np15 Standing vine this study + + -
PVFi-Np16 Standing vine this study + + -
PVFi-Np17 Standing vine this study + + -
PVFi-Np18 Standing vine this study + + -
PVFi-Np19 Standing vine this study + + -
PVFi-Np20 Standing vine this study + + -
PVFi-Np21 Standing vine this study + + -
PVFi-Np22 Standing vine this study + + -
PVFi-Np23 Standing vine this study + + -
PVFi-Np24 Standing vine this study + + -
PVFi-Np25 Standing vine this study + + -
PVFi-Np26 Standing vine this study + + -
PVFi-Np27 Standing vine this study + + -
PVFi-Np28 Standing vine this study + + -
PVFi-Np29 Standing vine this study + + -
PVFi-Np30 Standing vine this study + + -
PVFi-Np31 Standing vine this study + + -

®Tegli et al, 2000.

b+ and — indicates the presence or the absence efqpected diagnostic amplicon.



Capitolo 5. Detection of Botryosphaeriaceae within grapevioedy tissues by nested PCR, with particular
emphasis on the. parvuniN. ribis complex

Plant material
Five standing vines (cv. Sauvignon blanc) were oo from a twelve years old

commercial vineyard in the province of Florencalflf. Five dormant grafted rooted
cuttings (dgrc 2007) were chosen randomly from e#cB lots (different combinations
of cvs. and/or rootstocks) produced by nurseriegcéntral Italy) and from one lot
produced by nursery E (France) in 2007. Vines ayd @vere washed under tap water,
cross sectioned, surface disinfected as descrip&kbef et al. (2006), and the bark was
removed with a sterile scalpel. The sections oftthaek and arms (standing vines) or
rootstock trunk of the dgrc 2007 were then cut iminally and the different types of
wood discolouration noted (Fig. 1). Samples coimgjsbf wood chips (average weight
98 + 20 mg) were taken, in the case of standing@sjiirom the most representative
wood discolourations (Fig. 1a, b, ¢ and d), whilglie case of dgrc 2007, samples were
taken both from discoloured (Fig. 1e) and non-dma@d wood (Fig. 1f). In total 54
samples of woody tissue from standing vines andt@®d dgrc 2007, of which 2dvere
from discoloured woody tissues and 21 were from-dignoloured woody tissue, were
subjected to DNA extraction or to direct fungallagmn.

To determine the possibility that nursery stockeriat may act as a potential source
of inoculum, thirteen lots of dgrc (different comhbtions of cvs. and/or rootstocks)
ready to be commercialized in Italy by four nationarseries [A and B, (central Italy);
C and D (northern lItaly)] and one French nursery, (iere inspected in 2008 (dgrc
2008). From each lot of material, a minimum of folgrc's were chosen randomly, the
scions and the roots removed with sterile pruningess and the rootstock trunk was
surface disinfected as described above. Each ofitketrunks of dgrc was cut into
segments approximately 5-7 cm in length and fivgnsnts, one from each rootstock
trunk, were randomly chosen and decorticated witesle scalpel. The resulting woody
tissues comprised the pooled sample to be analfsestage weight 13.7 + 5.84 @).
Based on the size of each sampled lot, the samptingedure was replicated from 1 to 9
times, obtaining, as a whole, 50 pooled sampledDIA extraction. Ten canes were
taken from 2 wildVitis vinifera subsp.sylvestrisvines located in the World Wildlife
Fund (WWF) Conservation Area of the Burano LakeTuscany (Grosseto, Italy) and

processed as described above.
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Fig. 1. Examples of the wood discolourations that werenfbwithin the arms or the
trunk of 12 year old grape cv. Sauvignon blanc (@mendb, longitudinal sectionsg
andd, cross sections,) or within the discoloured ramtisttrunk of a dormant grafted
rooted cutting € collected from nursery B in 2007 (dgrc 200%);non discoloured
woody tissues of a dormant grafted rooted cuttihg. most of the cases the
discolouration process originated in correspond@figepruning wound.

Isolation and characterization of Botryosphaeriacea and Pch from plant material

To evaluate the sensitivity and the specificitytled nested PCR assays and to evaluate,
at molecular level, the degree of heterogeneitybeh the isolates of th¢. parvum/N.
ribis complex that exist in the same environment, woddigs (min. 10, max. 36) were
taken from the discoloured woody tissues of stamdines and from the woody tissues
with or without discolourations of the dgrc 200heTchips were placed on 2% potato
dextrose agar PDA (Difco laboratories Inc., Detrdi, USA) amended with 0.015%
streptomycin sulfate (Sigma-Aldrich Corporationjrs&.ouis, MO, USA) and incubated
at 25°C in the dark for up to 3 weeks. From eadt@iof discoloured wood, up to 4
monoconidial isolates were obtained from the casnivhose morphology resembled
that of Botryosphaeriaceae and tentatively idesdifto species level by sequence
analysis of the ITS rDNA according to Urbez-Torres al. (2006) with minor
modifications. Subsequently a selection of theaitgd that on the basis of this initial

screening could be ascribed to species belongintpedN. parvum/N. ribiscomplex,
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were further characterized by sequencing partbeff-tubulin (BT) (Urbez-Torres et al.
2006) and translation elongation factor 1-alphal&)(van Niekerk et al. 2004) genes,
and subsequent phylogenetic analysis. Pch isolaes identified on the basis of the

morphological characteristics of the colony.

DNA extraction

Fungal mycelia and wood chip samples were diregthyind with sterile inert sand and
liquid nitrogen in a sterile ceramic mortar wittrethddition of 80Qul of the AP1 buffer
of the DNeasy Plant Minikit (Qiagen N.V., Venlo, tNerlands). The pooled woody
tissue samples from dgrc 2008 were homogenized3fonin in 100 ml of sterile
phosphate buffer (0.05M, pH 7.2) using a refrigedlatvaring blendor (Waring Products,
Torrington, CT, USA). One ml of homogenate was g&rged for 5 min at 1000 g and
the supernatant was transferred in a new stetile &nd centrifuged again for 10 min at
9200 xg. In all cases further steps of DNA extraction weaeried out with the DNeasy
Plant Minikit according to the manufacturer’s insttions. The purified DNA was
amplified with the universal primer set ITS5/ITSAljite et al. 1990) to ensure that the
DNA had been successfully extracted and that no H@ibitors were present.
Amplified DNA was stored at -80°C.

Primers design and set up of two nested PCR assays

The ITS rDNA sequences from the 16 Botryosphaea@acspecies reported from
grapevine were retrieved from the International Idottde Sequence Database (INSD;
http://www.insdc.org/). Nucleotide sequences werégnad with CLUSTALX
(http://www.clustal.org/) and adjusted manually wheecessary. On the basis of the
information retrieved, 2 primer sets were desigmétthin the regions flanked by the
universal primers ITS5 and ITS4 (White et al. 1990NprcA (5'-
AACTCCAGTCAGTGAACT -3') and NprcB (5- CCGAGGTCAACK GAGAAAT -

3") to specifically amplify a region of 372 bp ihet species belonging to the.
parvum/N.  ribis complex (Pavlic et al. 2009a); BoitsA (5
GACCATCAAACTCCAGTCAG -3 and BoitsB (5'-
AAAGTTCAGAAGGTTCGTCCGG -3') to specifically amplifa region varying from
359 to 365 bp in the species of the Botryosphaegiathat were considered in this work.
Their theoretical specificity was testedin silico using Primer-Blast

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/ied.cgi).
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As the quantity of target DNA in the naturally infed samples was expected to be
low, nested PCR specific assays were set up. P@Bemts were purchased from
Fermentas International Inc., (Burlington, Ontari@anada) and primers were
synthesized by Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Gegn All PCR reactions
contained the following reagents in a final voluofe25 pl: 0.5 mM MgCh, 0.2 mM
dNTP’s mix, 1x DreamTaq™Buffer (MgChL 2mM +KCI +(NH,),SQ;), 0.2 uM of each
primer, 1.25 U of DreamTag™ DNA Polymerase angl #f DNA template. Reaction
mixtures were assembled on ice and performed irehgated thermal cycler (Bio-Rad
laboratories, Inc., Hercules, CA, USA). The firstnd of the nested PCR, in common to
both assays, was carried out with the universah@riset ITS5/ITS4 (White et al. 1990).
Thermal cycling conditions for this amplificationeve 3 min at 94°C followed by 30
cycles, each of which consisted of: 30 sec at 980Csec at 50°C, 30 sec at 72°C, and a
final extension step of 7 min at 72°C. The resglffCR products as well as the negative
controls of PCR were diluted 1:100 with double itled sterile water (ddsw) and 2 ul
were used as template in the second round of P@Ried out with the primer set
NprcA/NprcB in the case of thd. parvum/N. ribiscomplexspecific assay or with the
primer set BoitsA/BoitsB in the case of the Botpylgeriaceae specific assay. Thermal
cycling conditions for the amplification with theimer set NprcA/NprcB were: 5 min at
94°C followed by 40 cycles, each of which consistéd45 sec at 94°C, 30 sec at 61°C,
30 sec at 72°C, and a final extension step of 7ahirn2°C. Thermal cycling conditions
for the amplification with the primer set BoitsA/BsB were the same as for
NprcA/NprcB except that 35 cycles instead of 40aevesed. First round PCR products
were also amplified with the primer set Pchl/Paty2orted as specific for Pch (Tegli et
al. 2000), according to the PCR conditions desdribpeEdwards et al. (2007).

All amplified PCR products were resolved by elephroresis at 100 Vcrhin 2%
agarose (IBI-Shelton Scientific, Peosta, IA, USA&)sgin 1x Tris-borate-EDTA, buffer
stained with ethidium bromide (0 &mi™), and visualized under a UV transluminator
(Bio-Rad laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)agiment size was estimated using the
Mass Ruler DNA Ladder low range (Fermentas Intéonat Inc., Burlington, Ontario,
Canada). To reduce the risk of cross-contaminatibrmanipulations (DNA extraction,
PCR reactions set up and electrophoresis) wereonpeefl in separate rooms with

dedicated tools. Filter pipette tips were alwaysdus
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Theoretical sensitivity of the nested PCR assays

The genomic DNA concentration ™. parvumPVFi-Np9, Spencermartinsia viticola
CBS 117009 and Pch PVFi-Pch36 (Table 1) was medausimg a DyNA Quant 200
fluorometer (Hoefer IncHolliston, MA, USA) and 1:10 serial dilutions wemgade with
ddsw. The sensitivity of the nested PCR was es#éichat the maximal dilution titer by
using the NprcA/NprcB, BoitsA/BoitsB and Pchl/Pghmer sets, respectively, both in
single step and nested PCR.

Sequencing and Phylogenetic analyses

PCR products were purified with the EXOSAP mix (U&Brope GmbH, Staufen,
Germany) in accordance with manufacturer’s instonst and sequenced on a ABI prism
310 CE system (Applied Biosystem, Foster City, C/SA), using the ABI prism Big
Dye Terminator Cycle Sequencing Kit v. 1.1 (AppliBibsystem, Foster City, CA,
USA). Chromatograms, including sense and antisesespiences, were edited and
assembled manually to obtain single consensus segse Primer sequences were
removed and identity searches were performed oiNB® database.

Bayesian analyses were performed for each oneedfTiB-rDNA, BT and EFL
data sets and, after checking their congruencedanmof the partition homogeneity test
as implemented in PAUPv.4.0b10 (Swofford 2002), on the concatenated HDSA
and EFle data sets, including at least one reference sequeineach of the species of
the Botryosphaeriaceae that have been reported fiapevine. When needed the
reference sequences of Botryosphaeriaceae isolted other hosts were also
considered. Sequences were aligned with Clustaimgube alignment option in Mega
4.1 (Tamura et al. 2007) and the analyses wereopeeid with MrBayes v 3.1.2
(Huelsenbeck and Ronquist 2001) usiBg dothidea CMW8000 (acc. numbers:
AY236949, AY236927, AY236898) as the outgroup. éifsettings were changed as
follows: substitution rate=2, nucleotide frequessiequal, 25% of the trees and sampled
generations discarded. Three independent runs pegfermed for each dataset to check
the congruence of the results. The resulting cansetrees were edited with Figtree v
1.2.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/).

To confirm the usefulness of the BoitsA/BoitsB ahghrcA/NprcB assays for
detecting the presence of their respective molectdegets within the total DNA
extracted from naturally infected grapevine tissd&s(10 from standing vines, 10 from
dgrc 2007, 20 from dgrc 2008 and 2 framviniferasubsp.sylvestriy and 15 (4 from
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standing vines, 4 from dgrc 2007, 5 from dgrc 2@0®I 2 fromV. vinifera subsp.
sylvestri3 amplicons respectively, were independently subpbcto sequence and
phylogenetic analysis as described above, uSinignardia bidwelliCBS 111145 (acc.
number EU683672) as the outgroup.

Statistical analysis

Positive and negative ratios observed for eacheftindependent nested PCR assays or
for fungal isolation, were compared as unordered B contingency tables using the
two-tailed “Fisher-Freeman-Halton” exact test aplemented by StatXact (CYTEL
Software Corporation, Cambridge, MA, USA). Diffecers between compared groups

were considered statistically significant at B.05.

Results

Evaluation of theoretical specificity and sensitivty of the 3 nested PCR assays

Both the primers NprcA and NprcB showed a theoakidentity equal to 100% toward
their respective target regions, whereas the vabfe&lentity between the primers
BoitsA and BoitsB and their respective target ragiavere variable. All the DNA's
extracted from reference strains or fungi isolateding this study, were successfully
amplified with the universal primer set ITS5/ITSkhe primer sets NprcA/NprcBN(
parvum/N. ribiscomplex specific), BoitsA/BoitsB (Botryosphaeriaeespecific) and
Pchl/Pch2 (Pch specific), always discriminated exity between target and non target
DNAs (Table 1). The theoretical sensitivity of thested PCR assay with the primer set
BoitsA/BoitsB when applied to the DNA in aqueoususion of N. parvumPVFi-Np9
was 1 pg (Fig. 2b), 3 dilution factors below theed#ion limit registered for this primer
set when applied in single step PCR reaction (Zg. When DNA ofSpencermartinsia
viticola CBS117009, the species of Botryosphaeriaceaathang those considered had
shown the lowest theoretical identity with the pens BoitsA and BoitsB, was used, the
detection limit was 10 pg (Fig. 2d) and 10 ng (FAg) in nested and single step PCR,
respectively. In the case of the NprcA/NprcB priraet the detection limit was 100 and
10 fg of the DNA ofN. parvumPVFi-Np9 in nested and single step PCR, respdygtive
(Figs. 2e and 2f). In the case of the Pchl/Pch@qriset it was 1 pg and 100 fg of the
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DNA of the strain PVFi-Pch36 in nested and singkpsPCR, respectively (data not

shown).

Fig. 2. Theoretical sensitivity of the BoitsA/BoitsB (Bgtrsphaeriaceae specific) and
NprcA/NprcB (Neofusicoccum parvuid. ribis complex specific) primer sets developed
in this study. Single step PCR amplificatioasafidc) and nested PCR amplifications (
andd) with the primer set BoitsA/BoitsB using the DNAMN. parvumstrainPVFi-Np9

(a andb) or of Spencermartinsia viticolatrain CBS 11700%(andd). Single step PCR
amplification €) and nested-PCR amplificatiof) {vith the primer set ParA/ParB using
known quantities of the DNA dfleofusicoccum parvustrain PVFi-Np9. Lane 1: 1Kb
Mass Ruler DNA Ladder Low Range (Fermentas); léhés 9: 10 ng to 1 fg of target
DNA used as template; lane 10: PCR negative cantrol

500 bp—» 500 bp—»

500 bp—> 500 bp—>

500 bp—»
500 bp—» p

Isolation and characterization of the Botryosphaerceae and Pch

Fungal isolations from discoloured wood samplednfr® standing vines indicated the
presence of Botryosphaeriaceae and Pch-like moypéstin all and four of the plants
analyzed, respectively. Their overall frequenciéssolation where 51.8% and 18.5%,
respectively (Fig. 3a), and both morphotypes cookd isolated from 5.5% of the
discoloured sampled. With the same analysis oroltisced and non-discoloured woody
tissue samples from dgrc 2007, Botryosphaeriad&aariorphotypes were isolated from
only 12.5% of the samples of discoloured wood, &tHch-like morphotypes could
never be isolated (Fig. 3b). Based on the sequanedysis of the ITS rDNA, 43
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Botryosphaeriaceae monoconidial isolates were obdafrom 28 wood discolourations
of standing vines, of which 30 could be ascribeltgparvum 10 toD. seriataand 3 to

B. dothidea(Table 1). Different species of Botryosphaeriaceaee isolated from the
same plant but never together from the same sapfptiiscoloured wood (data not
shown). In the case of dgrc 2007, all three Bofpyegriaceae monoconidial isolates
analyzed where ascribed fd. parvum (Table 1). BT and EF&- individual gene
sequences, always confirmed the preliminary idieatifon of all theN. parvumisolates.
As a whole, two groups of sequences resulted foh @me of the ITS (acc. numbers
GU187981-GU188010) and EFolfacc. numbers GU188011-GU188040) sequence
analyses whereas BT sequences were identical fdhalisolates (data not shown).
Results of the partition homogeneity test indicatédt there was no significant
incongruence (P=0.133) between the E& &Rd ITS rDNA data stes, and when they
where combined, the existence in the sampled naat&r3 distinct phylogenetic groups
of N. parvumwere evident (Fig. 4). Two out of three phylogémgroups were present
both in standing vines and dgrc 2007 (Table 1, Bjg.In the case of standing vines,
although the members of the three phylogeneticpgaould be isolated from the same
plant, they were never isolated together from thmes wood discolouration (data not

shown).

Evaluation of adequacy and reliability of the 3 neted-PCR assays to detect target
DNA's in naturally infected samples

With respect to fungal isolation, when the nest@RRassays were applied tioe total
DNA extracted from the naturally infected tissugsjgnificant increase in the frequency
of detection of the different targeted organisms wakvays observed both in the case of
standing vines (Fig. 3a) and of dgrc 2007 (Fig. Biolependently, in this latter case,
from the status (discoloured or non discolouredfhefsampled tissues. Evidence of the
coexistence of DNA of different taxa within the saimost tissues, was found when the
result obtained for each sample by means of tméependent PCR assays were crossed
(Fig. 5. Considering as a whole 43 (standing vines) an@grc 2007) samples whose
DNA could be amplified by at least one of the thteson-specific assays, 18.6%
(standing vines) and 25.9% (dgrc 2007) were reab@e infected either by only Pch
(samples that tested positive to only the Pchl/RPadsay) or only by species of the
Botryosphaeriaceae other than those ascribabletmembers of thd. parvum/N. ribis

complex (samples that tested positive to only tluétdd/BoitsB assay)None tested
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positive for the presence of only members of kheparvum/N. ribiscomplex (none of
the samples tested positive to only the NprcA/NpasBay). The frequencies of recovery
of samples that tested positive to two independR assays were, 48.8% (standing
vines) and 55.5% (dgrc 2007), which indicated thatDNA of Pch was present in the
same samples together with that of Botryospheraotiaer than those ascribable to the
N. parvum/N. ribiscomplex (samples that tested positive to both S3dBoisB and
Pchl1/Pch2 assays and negative to the NprcA/NpreByasbut not together with that of
only the N. parvum/N. ribiscomplex (none of the samples tested positive td bot
NprcA/NprcB and Pchl/Pch2 assays and negativee®thitsA/BoitsB assay). Finally,
32.5% (standing vines) and 18.5% (dgrc 2007) ofstmaples tested positive to all three
nested PCR assays. As the BoitsA/BoitsB primemsst also amplify the DNA of the
members of th&l. parvum/N. ribicomplex, further analyses were carried out in otde
evaluate how frequently the samples that testediymso both the BoitsA/BoitsB and
NprcA/NprcB independent assays, were infected Hgrdint Botryosphaeriaceae. To do
so, we estimated the frequency of occurrence of DINA of members of theN.
parvum/N. ribiscomplex together with that of other Botryosphams@e by means of
sequence analysis of 20 amplicons produced by nefaihe BoitsA/BoitsB assay (Fig.
6a) whose DNA templates (10 extracted from stangings and 10 from dgrc 2007) had
tested positive also to the NprcA/NprcB assay (Blg. Chromatograms of good quality
were obtained in 18 out of 20 cases (two chromatogrcould not be used given the
presence of more than one sequence) and the campsirof the derived nucleotide
sequences with the INSD database showed that in @m case (standing vines) the
BoitsA/BoitsB primer set had amplified the DNA of parvum The result of the
phylogenetic analysi§Fig. 79 confirmed that DNA ofD. seriata(8 out of 9 samples
from standing vines and 5 out of 9 samples froncd2®07) and oB. dothidea(4
samples out of 9 from dgrc 2007) were present tegewith that ofN. parvum/N. ribis
complex as the NprcA/NprcB assay had indicatedthadsequencing and phylogenetic
analyses of 8 of the amplicons produced (4 fromditay vines and 4 from dgrc 2007),
confirmed(Fig. 7bH.
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Fig. 3. Detection ofN. parvum/N. ribis Botryosphaeriaceae aml chlamydosporan
naturally infected woody tissues samples by meahs8 andependent nested-PCR
specific assays (M) and direct fungal isolation () the case of standing vines,(the
samples subjected to analysis were taken only fidistoloured woody tissues,
meanwhile in the case of the dgrc 2007 joth from discoloured and non discoloured
woody tissues. An asterisk above a pair of vertibats indicates a statistically
significant differences @.05) in the frequencies of positive samples betwdstection
methodologies, based on a “Fisher-Freeman-Haltratteest analysis.
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Fig. 4. Bayesarconsensus phylogram (15002 sampled trees) recotesirirom the
concatenated ITS-rDNA and Efldata sets of 3N. parvumstrains isolated in this
study from standing vines and dgrc 2007. Suppduegare posterior probabilities (the
probability that the clade is correct, given théadend the model parameters).The tree
was rooted td@3. dothideastrain CMW8000 (acc. numbers: AY236949, AY236027
The bar represents 0.008 changes. The presencaiftér&nt phylogenetic groups
within the isolated strains is highlighted with gitears.

B. dothidea CMWB00D

1 M- australe STE-U 4415

1 N. australo STE-U 4425
ﬁ N. huteum STE-U 4583
1 N. luteum STE-U 4592

1 M. witiclavatum STE-U 5041
i N. witictavatum STE- 5044
1 N. vitifusiforme STE-U 5050
— N. witifusiforme STE-U 5252
il: N. ribis CMWTTT2
M. ribis CMWTTT3
N. cordaticola CMW13902
N. cordaticola CMW14151
N. kwambonamblonse CMW14023
N. kwambenambiense CMW14123
N. umdanicola CMW14079
N. umdonicola CMW14127
— PVFIHpE
—— PVFI-NpT
— — PVFi-tpE
\— PVFi-Np10
— PVFl-Hp22
PVFI-Np23
— PVF-Np24
—— PVFI-Np25
— PVFi-Np26
.+ — PVFI-Np2T
L PVFI-Np28
N. parvum STE-U 5142
N. parvum CMW27301
071 ——————N.parvum STE- 4584
PVFI-Hp2
PVFI-Np3
PVFi-Hpd 1
b 55— PVFi-Hp5 =
T h————PWFi-Nptt (%
PVFIHpZa
PVFI-Np30
PVF-Npd
PVFI-Npi2
PVFl-Np13
PVFI-Np14
PVFI-Np15
PVFI-Np16
PVFI-NpIT
PVFI-Np18
PVFI-NpiD
PVFi-Np20
PVFI-Np21
PVFi-Np31

o7 M. parvum STE-U 5253
E N. parvum CMW14028
M. parvum CMW14052

09

082

Group 1

0.2

Group 3

124



Epidemiological survey on plants of commerce

The result of the epidemiological survey carried imu2008 on the pooled samples of
woody tissues from 13 lots of dgrc (Fig. 8), reeellas a whole, the presence of DNA
of N. parvuniN. ribis complex, Botryosphaeriaceae, and Pch in 10 (Rj. B (Fig. 8b)
and 4 (Fig. 8c) of them, respectively. Moreovernsidering the results of each
independent PCR assay, the only frequencies ottimtethat were found to be different
were those relative to thBl. parvurdN. ribis DNA (NprcA/NprcB assay) between
different nurseries (P= 0.000) and to the Botryesplaceae DNA (BoitsA/BoitsB
assay) between the different lots of dgrc 2008 pred by nursery A (P=0.004).
Nevertheless, when the observed detection frequaficgach of the 13 lots were
compared in the same analysis, they were not gsgnif ( P=0.074, P=0.105 and
P=0.424 for the BoitsA/BoitsB, NprcA/NprcB and P4hdh2 assays, respectively).

In a total of 50 samples analyzed, 32 tested pestt at least one of the 3 nested
PCR assays (Fig. 5). Of these 3.1% were found tafeeted only by Pch (samples that
tested positive to only the Pchl/Pch2 assay) meidewh.6 % were infected only by
species of Botryosphaeriaceae other than thosébabtr to theN. parvum/N. ribis
complex (samples that tested positive to only tlotdd\/BoitsB assay). None were
positive for the presence of only the parvum/N. ribiscomplex (none of the samples
were positive to only the NprcA/NprcB assay). Fiftgrcent of the samples tested
positive to two independent assays, of which 3.fe8ted positive to the BoitsA/BoitsB
and Pch1/Pch2 assays and 46,9% to both the Npreé#BNand BoitsA/BoitsB assays.
Finally, only 6,2% of the samples that could beredoas naturally infected, were
positive to all the 3 nested PCR assays. Of thea{plicons obtained with the
BoitsA/BoitsB assay that were subjected to sequenanly 1 chromatogram could not
be used on account of the presence of more thasemmesnce. The results of sequencing
and phylogenetic analysis indicated that in 16 afut9 samples examined DNA of the
N. parvum/N. ribiscomplex was present together with that of othetn®sphaeriaceae
(D. seriata 9 samples out of 19B. dothidea6 samples out of 19Dothiorella
sarmentoruml samples out of 19). Meanwhile in 3 cases out®tHe 2 assay both
detected the same type of DNA (Figs. 7a and 7hally, the presence of bofiplodia

mutila and Neofusicoccum austral@BoitsA/BoitsB assay) DNA, together with that of
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members of theN. parvum/N. ribiscomplex could be detected in the cane samples
collected fronV. viniferasubspsylvestrig(Figs. 7a and 7b)

Fig. 5. Frequencies of detection of naturally infected grape tissues samples that
tested positive to only one, two or to all thre@mars sets (NprcA/NprcB; BoitsA/B;
Pch1/Pch2) used in this study.

Standing vines Degre 2007

PP ———— _
/__-;" - 333%
13.9% \\\39-69’ 222%, \\
I \281-3%! | oma%
o / \ /
L / 3.7% /22.2%
T 32.5%
- 85%
Dgre 2008 [ NpreA/NpreB
p b Wechipeh?
=l BoitsA/BoitsB
40.6"/./ | \tw% D
I:l \ 6.2% .Nprc:‘\inchchh[.-’Pch?.
\ / EBoilsA /BoitsB+Pch1/Pch2
¥
3% [TTINpreA/NpreB+BoitsA/BeitsB
6.2% ™INpreA/NpreB+BoitsA/BoitsB+Pch | /Peh2

Fig. 6. Results of the amplifications obtained with the tBAIBoitsB @) and the
NprcA/NprcB ) assays. Total DNA was extracted from discoloureddy tissues of
standing vines and nursery stock material (dgrc72@dd from pooled woody tissues of
nursery stock material (dgrc 2008). Lane 1 and1Kb Mass Ruler DNA Ladder low
range (Fermentas); lanes 2, 3: standing vines;sldnes: dgrc 2007; lanes 6, 7: dgrc
2008; lane 8: PCR negative control; lan&9parvumstrain PVFi-Np9.
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Fig. 7. Bayesian consensus phylograms (15002 sampled) treesnstructed from the
portions of the ITS1-5.8-ITS2 nucleotide sequenaswplified, from the total DNA
extracted from 394d) and 15 ) grapevine samples of different origin, by meafis o
nested PCR using the BoitsA/BoitsB) (or the NprcA/NprcB If) assays, respectively.
Support values are posterior probabilities (thebphility that the clade is correct, given
the data and the model parameters). The tree vededdoGuignardia bidwellistrain
CBS 111645 (EU683672). The bars represent &.%ufd 1.0 i) changes. Origin of
DNA samples: DSV, discoloured woody tissues fromnding vine; NDNSM, non
discoloured woody tissues from nursery stock malttefdNSM, discoloured woody
tissues from nursery stock material; PNSM, pooledy tissues from nursery stock
material; PVvs, pooled woody tissues frémviniferasubspsylvestriscanes.
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Fig. 8. Detection of N. parvum/N. ribis (a), Botryosphaeriaceaeb) and P.
chlamydospora(c) in naturally infected woody tissues samples byamse of 3
independent nested-PCR specific assays. From 1 &b @ooled samples of woody
tissues were taken from each of thirteen lots (Lef3Igrc produced by 5 nurseries (A,
B, C, D and E) in 2008 and from canes\ifis vinifera subsp.sylvestris(Vvs). An
asterisk above a pair of vertical bars indicatestatistically significant differences
(P<0.05) between lots, based on a “Fisher-Freemarshladtxact test analysis.
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Discussion

In this study two molecular protocols for the détat of Botryosphaeriaceae species
associated with grapevine plants were performee @lowed the identification of the
DNA of the N. parvumiN. ribis complex (. parvumis one if not the most aggressive
Botryosphaeriaceae species on grapevine), the other DNA of all the 16
Botryosphaeriaceae species up to now isolated {p@pevines. The two protocols plus
one specific for Pch (Edwards et al. 2007), thennzgjent of the grapevine leaf stripe
disease (ex esca) and of Petri disease (Surico)2088ally found associated with
Botryosphaeriaceae species in diseased grapevanéslAroca et al. 2006; Martin and
Cobos, 2007), proved to be efficient, sensitive aglthble when used with naturally
infected grapevine materials, thus demonstratieguefulness of the detection method
for rapid and accurate assessment of tissue infédctntamination by
Botryosphaeriaceae species and Pch. Results othtasfiewed some interesting
considerations, both of practical and basic impw#athat may be relevant in studying
the epidemiology of Botryosphaeriaceae fungi.

Up to now comparisons of sequence data for the rOM$A region, alone or
supported by sequence data from different locighaaen used to analyse inter and intra
specific relationships in the Botryosphaeriacedip(8rs et al. 2004; Crous et al. 2006;
Phillips et al. 2008; Pavlic et al. 2009a). Neveltiss when the type specimensNof
parvum and N. ribis were considered in the same phylogenetic analysis, otidke
sequence data from three gene regions were negesssgparate the two taxa (Slippers
et al. 2004). In subsequent studies, when moreatsslfrom different hosts and/or
locations were considered, many did not clusteartfewith either of these species (Farr
et al. 2005; Slippers et al. 2005; Pavlic et al020 In recent yearbl. parvumandN.
ribis have been alternatively considered sensu latogroups (Slippers 2003), one
species (Sakalidis 2004), and as a species complesich three new cryptic species
have been recently ascribed (Pavlic et al. 20099912). At present in Italy the
distribution of the different Botryosphaeriaceaedps in grapevine as well as their
degree of intra specific variability, is yet to hetermined. A recent survey carried out in
Apulian vineyards showing esca symptoms (Carlut@le2009) revealed that, on the
whole, at least 9 species of Botryosphaeriacea®jdimg, N. parvum could be isolated
from brown discoloured wood. Moreover, in our reséd survey of just 5 plants in a
Tuscan vineyard, at least 3 distinct phylogenetitigs ofN. parvumcould be detected,

suggesting that on a regional or national scalesatgr level of heterogeneity is likely to
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exist. Given the background, the nested PCR NprpAIR assay performed can at the
same time discriminate within the heterogenic pafadifferent Botryosphaeriaceae and
cover the variability that it is known to existstin theN. parvum/N. ribicomplex. As
a matter of fact the analysis of the material urgtady the DNA of fungi belonging to
N. parvum/N. ribiscomplex was detected in 2 of the 4 lots of nursgock material
examined in 2007 and in 10 of the 13 examined B820

Another question that arises after examining datlected worldwide (van Niekerk
et al. 2004; Taylor et al. 2005; Urbez-Torres e2806; Savocchia et al. 2007), is how
frequently the different Botryosphaeriaceae thatiavolved in grapevine trunk disease,
may colonize the same plant or, possibly, the séseaes. If we assume that “organisms
are not equal” (Hubbell 2001; Whitfield 2002), thénit was shown that different
Botryosphaeriaceae routinely co-exist within thensdissues, then they are the causal
agents of different diseases, or their respectiteractions with the host, have to be
somehow different. This hypothesis is indirectlyppgorted by the results of
pathogenicity tests recently carried out in Frasee Portugal in which several strains of
different Botryosphaeriaceae isolated from différgeographical regions were used
(Laveau et al. 2009; Rego et al. 2009); for allgpecies considered, aggressiveness was
highly variable between isolates. To this regarl Botryosphaeriaceae specific nested
PCR BoitsA/BoitsB assay allowed us to evaluateakient of the phenomenon of co-
occurrence of the DNA of thdl. parvundN. ribis complex together with that of the
different Botryosphaeriaceae that cause wood diseaithin the same tissues. When the
amplicons produced by the BoitsA/BoitsB and Nprcg/dB assays using as template
the DNA samples that had tested positive to bottrewsequenced and analyzed, the
overall results indicated that most likely the DHAD. seriata(59.5 %),B. dothidea(27
%) D. sarmentorum(2.7 %) in the cases of nursery stock samples\4tig vinifera
standing vines, anB. mutilaandN. australein the case o¥. viniferasubspsylvestris
were present together with that Mf parvum All these species, as well & parvum
have been isolated in the past from vines showymgpsoms of decline (van Niekerk et
al. 2004; Urbez-Torres et al. 2006; Martin and Gol#D07), and the results of
pathogenicity tests have shown that they may chiumsen streaking and necrosis of the
wood (Larignon et al. 2001; van Niekerk et al. 2004dylor et al. 2005; Savocchia et al.
2007; Urbez-Torres and Gubler 200Bjplodia mutila D. seriatae N. parvumare also
considered the causal agents of a form of blackl dea reported in France (Larignon et

al. 2009), characterized by foliar symptoms resémgtthose of esca (Surico et al. 2006;
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Larignon et al. 2001, 2009n conclusion, this study indicates that PCR anualtfon of
the DNA of the organisms within the. parvum/N. ribiscomplex with the ITS-rDNA
derived NprcA/NprcB primer set is a sensitive apdcific method for detection of these
potentially phytopathogenic fungi. Our data haveady demonstrated that these
techniques offer considerable advantages over reditependent detection in terms of
time, reproducibility, low detection limits, andste. Thus it may be useful for the early
detection of low levels of infection of nursery gtamaterial or epidemiological studies.
Moreover, by examining plants of commerce reledsedifferent nurseries in different
years, we have shown that nursery stock materafsph primary role as source of
inoculum ofN. parvumand perhaps of other species of the complex, Isot @ other
Botryosphaeriaceae that can cause grapevine demtidedieback, as well as Pch. Very
recently, Aroca et al (2009) reported for the fitgshe another Botryosphaeriaceae
species from rootstock mother vines in Spain, naiMedfusicoccum mediterraneum
Nevertheless, given the existence of remarkableldewf variability also in terms of
virulence within each taxon, then it becomes cthat only by unraveling at molecular
level the nature of their determinants of viruleritevill become possible to assess if an

open Pandora box is currently threatening vitiaeltu
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Capitolo 6. Conclusioni

In questo lavoro di tesi & stato affrontato conrapgio olistico il complesso e variegato
problema delle Botryosphaeriaceae che si rinvengmlolegno di vite e si € anche
cercato di raccogliere elementi volti a chiarirepdssibile coinvolgimento di questi
funghi nella pit nota malattia del mal dell’escenalattia delle foglie tigrate (Grapevine
leaf stripe disease), nome, quest'ultimo, di reegmtoposto da Surico (2009) per la
sindrome tracheomicotica del complesso esca. licpkare, dopo la caratterizzazione di
43 ceppi ottenuti da un vigneto della provincidatenze e da barbatelle prodotte da un
vivaio della stessa zona, una selezione di questiita utilizzata in saggi di patogenicita
effettuati sia su piante adulte che su barbatéligievi relativi hanno riguardato la
formazione di imbrunimenti nel legno e la compadsaintomi fogliari, eventualmente
riconducibili a quelli della “Grapevine leaf stripgisease”. Inoltre, gli stessi ceppi
utilizzati nelle prove di patogenicita sono staggiati anche per la produzione di alcuni
enzimi che, in patogeni conclamati, sono appaigoli@ legati alla loro virulenza e/o
alla capacita di progredire nell’ospite. Infine,ncéo scopo di acquisire maggiori
informazioni riguardanti la diffusione di questinighi nel legno di vite, sono stati
approntati due protocolli molecolari per la diagnospettivamente, dNeofusicoccum
parvum (e delle specie strettamente correlate) e di tigttd7 specie, compreds.
parvum ad oggi rinvenute nel legno delle piante di vite.

L'applicazione dei protocolli molecolari ha permesdi individuare le specie di
Botryosphaeriaceae maggiormente presenti nel lglynqpante di vite in Toscana e in
barbatelle provenienti da cinque diversi vivai, ttyga italiani e uno francese. In
particolare, la specie piu presente, sia in piadidte che nel materiale di propagazione,
e risultataN. parvum Piu occasionale € risultata invece la presenzBottiyosphaeria
dothideae Diplodia seriata cosi come dP. chlamydosporaQuesti risultati sono stati
supportati anche da quelli relativi allisolamenttiretto da tessuti alterati e/o
apparentemente sani. Infatti, la caratterizzazideie43 isolati, 40 ottenuti da piante
adulte e 3 da barbatelle, hanno permesso di id=aréf 3 ceppi diBotryosphaeria
dothidea 10 di Diplodia seriata e 30 di N. parvum L'abbondante presenza dl.
parvum ritenuta tra le Botryosphaeriaceae piu virulestevite, indica che lo stato
fitosanitario dei vigneti toscani potrebbe essemdtanpiu preoccupante di quanto si
pensasse in precedenza. Recenteméht@arvum & stata ritrovata anche nei vigneti
pugliesi (Carlucckt al.,2009), ma, a differenza di quanto osservato retqmte lavoro,
Carlucci e colleghi hanno ritrovato altre 8 spedieBotryosphaeriaceae, comprelBe

dothideae D. seriatg associate ad alterazioni del legno di piante ptesentavano i
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sintomi fogliari tipici della malattia delle fogliggrate. Le motivazioni di tale differenza
potrebbero essere date dal fatto che nel lavo@adiicciet al. sono state probabilmente
esaminate piu piante provenienti da diversi vigndtn sono poi da sottovalutare la
diversa origine del materiale di propagazionepibldiverso stato fitosanitario e, non
ultimo, le diverse caratteristiche climatiche dellee regioni, dalle quali potrebbe essere
dipeso l'insediamento di pit specie nei vigneti lms.

L'analisi filogenetica relativa ai ceppi 8. parvum basata sulle sequenze ITS, BT e
EF 1w, ha indicato la presenza di 3 gruppi filogeneflaittavia, le differenze osservate
tra i 3 gruppi non sono state ritenute sufficigrer considerarli appartenenti a 3 diverse
specie. Piuttosto, tali differenze hanno evidewz@te i tre gruppi sono probabilmente
rappresentati da ceppi dN. parvum che si stanno evolvendo separatamente,
confermando I'esistenza della variabilita ossertedai componenti del comples$a
parvuniN. ribis (Pavlic et al., 2009a). Inoltre, i risultati dell'analisi morfolag,
sebbene abbiano evidenziato una generale minoghdaaa dei conidi rispetto a quella
tipica (Phillips, 2002), hanno comunque confermatbe tutti presentano le
caratteristiche morfologiche attribuibili a questspecie e che le differenze
morfometriche osservate tra i ceppi PVFi-Np, nomrelate con I'appartenenza ad un
particolare gruppo filogenetico, rappresentano oaeatteristica gia osservata pir
parvum cosi come per gli altri componenti dél.‘parvuniN. ribis complex” (Pavlicet
al., 2009a).

Le differenze osservate a livello molecolare tcappi diN. parvumnon hanno avuto
alcun riscontro con i saggi di patogenicita. Intjgafare, in quelli riguardanti le piante
adulte, non solo non sono state osservate sostiadiffierenze di virulenza, in termini di
entita di alterazioni del legno, ma I'elevata vhiliga tra le repliche di ogni inoculo non
ha permesso nemmeno di quantificare, in manieiguimecabile, eventuali differenze di
virulenza tra le specie. Questo risultato & inatisado con quelli ottenuti in altri studi,
nei quali, sebbene sia stata osservata una eleaatbilita tra ceppi della stessa specie,
e stato comunque possibile compilare delle gradigatti virulenza riferite ai diversi
taxa. Un esempio & rappresentato dal lavoro di duageal. (2009), in cui la specie piu
virulenta si € rivelateP. chlamydospora seguita daN. parvum e daP. aleophilum
Riguardo ai risultati ottenuti nel presente lavosembra invece che essi siano stati
influenzati piu dalla risposta della singola piactze dalla presenza di un particolare
inoculo artificiale. In accordo con i risultati teelmaggior parte di altri studi & invece

apparso lo sviluppo di sintomi fogliari, non ossdrwmé sulle piante adulte né sulle
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barbatelle. Solo in seguito ad un recente lavomnedotio in Portogallo da Reget al.
(2009) infatti, sono stati riportati sintomi foglissu barbatelle inoculate con specie di
Botryosphaeriaceae, sebbene tali sintomi non statbspecificati.

| saggi enzimatici hanno indicato che molti deimegi Botryosphaeriaceae utilizzati
sono capaci di produrre enzimi che favorisconool@ Iprogressione nei tessuti della
pianta ospite, come poligalatturonasi o pectinarast, e altri utili per la degradazione di
macromolecole organiche, congel,4-glicosidasio endo-1,43-glucanasi. Sebbene la
verifica della presenza di tali enzimi non sia mighte a provare la virulenza di questi
funghi, la loro produzione, osservata in altri gggoi conclamati (Mugnagt al., 1997;
Santoset al., 2006) avvalorerebbe, in qualche modo, l'attitudiitepatogena delle
specie esaminate e il loro coinvolgimento in madadel legno della vite. Fatta eccezione
per la capacita di degradazione dell’acido tannitsyltata associata ad un singolo
gruppo filogenetico dei 3 dV. parvum la produzione degli altri enzimi saggiati non &
apparsa essere correlata ad un particolare grilpgerietico di questa specie. Inoltre, a
parte alcuni enzimi come poligalatturongctina esterast-1,4-glicosidasi o endo-1,4-
S-glucanasi, prodotti dalla maggior parte dei cegipBotryosphaeriaceae saggiati, la
produzione di altri enzimi é risultata molto vailabda ceppo a cepp@io potrebbe, in
un caso diminuire il ruolo, ai fini della patogeitaévirulenza, di questi enzimi, oppure
essere interpretato come la dimostrazione, indirett quella grande variabilita della
patogenicita/virulenza riscontrata da diversi autoira le popolazioni di
Botryosphaeriaceae (Laveatial.,2009; Reget al.,2009).

Per quanto riguarda la malattia delle foglie tigratdi un possibile coinvolgimento
delle Botryosphaeriaceae nella sua eziologia ss@ehe all’'origine dei sintomi fogliari
ci sia essenzialmente la produzione di fitotossiagarte dei due principali funghi che
per ora ne sono considerati la calaaeomoniellahlamydospora Phaeoacremonium
aleophilum Tali fitotossine (scitalone, isosclerone e paéaidi complessi), trasportati
dalla corrente linfatica, si accumulerebbero nddiglie provocando i noti sintomi.
Tuttavia, in opposizione a precedenti osservazawli gruppo di lavoro di Bruno e
Sparapano (2007b), nelle foglie di vite & stataveta la presenza dei soli polisaccaridi
(Calamaiet al.,2009). Inoltre, polisaccaridi fitotossici si & tdsessere prodotti anche da
N. parvum(Martoset al., 2008). Si aggiunga che specie di Botryosphaereggceame
hanno dimostrato questo lavoro di tesi e altriosolto presenti nel legno di vite, tanto
guantoP. chlamydosporae P. aleophilum e che talvolta esse si trovano associate a

questi ultimi due funghi, cosi come confermato perchlamydosporae specie di
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Botryosphaeriaceae con i metodi molecolari sviltipipaquesto lavoro Questi elementi,
certamente non sono sufficienti per sostenere uninvelgimento delle
Botryosphaeriaceae nell’eziologia della malattidleddoglie tigrate della vite, ma
lasciano tuttavia aperta la via a maggiori apprdiiorenti inseguendo l'ipotesi che la
tigratura fogliare nel complesso esca sia detetajnmzon da uno specifico fungo, ma

dall'accumulo nelle foglie di una congerie di sog& proveniente da patogeni diversi.
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