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“Indagini sugli endofiti fungini, patogeni e non, riscontrati su Quercus

spp. e sulle reciproche relazioni antagonistiche”

1.INTRODUZIONE

Le ricerche relative a questa Tesi di Dottoratmseriscono in una serie di studi che il
Dipartimento di Protezione delle Piante porta avaanl’endofitismo dei patogeni di
debolezza implicati nel deperimento delle piantestali.

Piu in particolare esse sono state svolte nel quddun Progetto PRIN — COFIN su
“Endofitismo e controllo biologico naturale di pgemi coinvolti nel deperimento della
quercia”, Coordinato dal Prof. Alessandro Ragazti'dniversita di Firenze, in cui il
Dipartimento di Protezione delle Piante partecipawme Unita di Ricerca di cui era
responsabile il Prof. Naldo Anselmi.

Poiché detta Tesi (vedi scopi), partendo dal femanigleperimento delle querce”, va
ad approfondire aspetti sugli endofiti fungini aligulterebbero ad esso connessi e sui
relativi presumibili fenomeni di antagonismo, ri@mo opportuno far precedere i lavori
da una breve introduzione sui tre fenomeni: depemio del bosco, endofitismo

fungino ed antagonismo tra microrganismi.

1.1.1L DEPERIMENTO DEL BOSCO
1.1.1. Generalita

Il deperimento del boscoKorest decling in inglese; Waldesterbeh in tedesco) si &
posto all’attenzione dell’opinione pubblica, sin gami anni settanta, come una delle
principali cause del progressivo degrado dei bgsohielazione a danni di nuovo tipo
osservati in tutto 'emisfero boreale, ma soprédtuiel’Europa centro — settentrionale e
mediterranea, Italia compresa.

Esso rappresenta uno dei piu gravi problemi in @afitppatologico cui sono soggetti
attualmente i popolamenti forestali.

In realta, fenomeni di moria dei boschi furono segti anche nella prima meta del XX
secolo a carico di specie differenti, quali bety#paulding e Macaloney, 1931), acero
(Westing, 1966), frassino (Ross, 1966), ecc.



La morte di alcuni o anche di un gran numero deallm una foresta non deve tuttavia
essere necessariamente considerato un fenomenaioeate, potendo rientrare
nell'indispensabile avvicendarsi delle generazaihinterno del soprassuolo.

Intorno agli anni ‘80, pero, quando I'intensificage e I'espansione di morie nei boschi
coinvolse numerose specie arboree, determinandditgpeingenti sia in senso
economico che ecologico, la maggior parte degldieti fu spinta a focalizzare la
propria attenzione sullo studio del problema.

Inizialmente il fenomeno, che si conclamo con pattire gravita in una grande area
dell’Europa continentale (Cecoslovacchia, Polonigermania), definita “triangolo
nero”, fu messo in relazione con l'inquinamento @ferico e fu denominto “moria del
bosco da piogge acide (Schitt e Cowling, 1985; i8ell989). Il “forest decling
sembro sostanzialmente provocato dalla ricaduta ddposizioni atmosferiche
particolarmente acide, ricche in acido nitrico éfo acido solforico e/o in acido
cloridrico, originate prevalentemente da compagbitati, solforati, clorurati, immessi in
atmosfera in elevate quantita da fonti antropiciverde: per reazione con l'acqua di
condensazione presente nell’aria, si originanookgdtlette “piogge acide”. Nelle aree
soggette a frequenti e persistenti nebbie, il pésiper boschi e piante arboree risultd
ancora piu evidente.

Un altro gruppo di sostanze fitotossiche seconddaenose alle piante e stato piu
recentemente attribuito alla fotossidazione di costipazotati (quali quelli, ad esempio,
immessi nell'atmosfera dal traffico veicolare) eetkmenti organici volatili (quali taluni
idrocarburi aromatici emessi da varie piante) cg presenza d’intensa radiazione
ultravioletta, possono dare origine a compost, fANS) molto reattivi e pericolosi per
la vegetazione, ancora piu che per 'uomo.

Anche se l'inquinamento atmosferico, con i suoirdatiretti e indiretti per le piante
arboree, rappresenta uno dei fattori globalmente ipiplicato nel deperimento del
bosco, il fenomeno in realta risulta assai piu cesgp e difficilmente attribuibile ad un
unico fattore causale. Cio dipende dal fatto che eglosistemi forestali sono
caratterizzati da una notevole complessita di ir@hazra le componenti biotiche (specie
arboree, arbustive erbacee, specie animali, marefé microfauna del terreno) e le
componenti abiotiche (clima, matrice geologica, osgpone, posizione geografica)
(Guilden e Hoiland, 1985). Su tale equilibrio natardi tipo dinamico, interviene

fortemente l'intervento antropico sia in terminutlizzo del bosco, sia di modifiche



strutturali e/o ambientali apportate all’ambientealeterritorio circostante (viabilita,
insediamenti industriali, attivita agricole).

D’altra parte negli ultimi decenni i deperimentingoandati ad interessare anche
numerose altre specie, sia conifeibies Piceg Pinug che latifoglie Fagus Populus

Quercu$, anche in zone dove l'inquinamento poteva egserssoché escluso.

1.1.2. Eziologia del deperimento

Alla luce delle suddette considerazioni, I'eziokbglel deperimento del bosco é stata
ampiamente dibattuta nel tempo, nel tentativo diriref una significativa
interpretazione, scientificamente e tecnicamenteetia.

Per molti autori il deperimento del bosco va inqa#al in quelle che vengono definite
malattie ad “eziologia complessa”, che scaturiscdatiazione di tutta una serie di
fattori, interagenti e concatenati tra loro, siétbi che biotici.

Esistono vari modelli, elaborati da autori diverghe tentano di definire e coordinare
schematicamente gli interventi di tali fattori edaratteristiche del processo evolutivo
del deperimento.

Una prima significativa schematizzazione si dev8ireclair (1965), che raggruppo i
fattori maggiormente coinvolti nella sindrome dfgrést decline” in tre tipologie:

1. predisponentipredisposing factorse long terms factos comprendenti il potenziale
genetico, l'eta delle piante, la fittezza del bqgscb substrato pedologico,
l'inquinamento;

2. scatenanti(inducing factor}, che alterano (in genere) in tempi breshd@rt terms
factorg i meccanismi fisiologici e metabolici della piantinnescando i processi
patologici e la conclamazione dei fenomeni di seffiea. Spesso essi si evidenziano
con la formazione di rami epicormici, filloptosi,icrofillia e casi di Hieback (morte
rapida della pianta). Rientrano in questa categaiieita, insetti defogliatori, gelate
tardive, salinizzazione del suolo, inquinamentdkyda, 1985; AA.VV.,1990; Milleet
al.,1989);

3. concomitanti(contributing factors — long terms factdrshe consistono soprattutto
nell'intervento di fattori biotici, prevalentemenfarassiti di debolezza, quali insetti
xilofagi, agenti di cancri, marciumi radicali, cariTra gli agenti di marciumi radicali,
ricordiamo Armillaria spp., Collybia fusipes(Bulliard:Fries) Quélet,Pholiota spp.,

nonché (taluni includondphytophtoraspp.(Brasieret al, 1993; Dreyer e Aussennac,



1996); tra gli agenti di necrosi corticali e trach®ecosi da debolezza (AA.VV., 1990),
si annoverandColpoma quercinungPers.) Wallroth Pezicula cinnamomegPers.:Fr.)
Saccardp Cytosporaspp., Botryosphaeriaspp., Phomopsisspp., Biscognauxiaspp.,
Nectriaspp.,Ophiostomaspp. Tra gli insetti vengono indicati i gen8&golytus Agrilus
(Vanniniet al, 1996) eCoroebus

Nel 1991 il suddetto inquadramento venne rielaladtarda Manion (1991)che lo
raffigurd come una spirale a tre reparti (Fig. L)cui sono ripartiti, dall’esterno verso
I'interno, i fattori predisponenti, scatenanti excomitanti. | fattori indicati nella spirale
sono tra loro intercambiabili ed e sufficiente leegenza di uno per ogni categoria
affinché il deperimento si manifesti.

In Italia il deperimento del bosco € in generectipin popolamenti forestali adulti od
invecchiati per abbandono delle pratiche selvigcalty soprattutto a livello di piano

dominante; i fattori climatici e stazionali sona trpiu influenti.

1.1.3. Il deperimento delle querce

Nel contesto “deperimento del bosco”, quello retatalle querce (oak decline) merita
qui una sottolineatura particolare, sia per la iggae I'estesione del fenomeno
nell'areale mediterraneo, sia per I'importanza geerceti nel nostro paese, sia infine
perché questa tesi di dottorato si inserisce natigqudi tale argomento.

La manifestazione sintomatologica della malattiagsierce € comune a molti altri
generi forestali: alterazioni a carico della chigrbe diviene piu rarefatta e mostra
disseccamenti apicali; morte di rami e branche comtemporanea emissione di getti
epicormici, come tentativo di reazione della piartamparsa di essudati bruni da
fessurazioni della corteccia; zone necrotiche irriggondenza delle lesioni, sia sulle
cerchie piu esterne che interMannini, 1987; Ragazaet al, 1989; Cellerincet al,
1990). La morte puo sopraggiungere entro 2-3 aaladomparsa dei primi sintomi
ma, a volte, anche nell’arco di una singola stagioegetativa.

Il fenomeno dell"dak decline” rappresenta una delle malattie dalla sintomatalegi
eziologia piu complesse e diffuse in Europa e nahao (Oak and Tainter, 1988). Cicli
di deperimento di questo genere sono riportatdaliiinizio del secolo sia in Europa sia

negli Stati Uniti su un alto numero di specie quesc
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Figura 1. Spirale del deperimento delle piantedtaiesecondo Manion (1991).

Nell’America settentrionale, nel 1989, Millet al hanno riportato 57 casi verificatisi
tra il 1856 ed il 1989, riconoscendo nella sicaitga delle cause principali. Erano
individuate tre tipologie di deperimento, caratteate da un quadro sintomatologico
affine, ma caratterizzate da altrettanti divergidid scatenanti: nel Sud — Ovest la
siccita; nel Nord — Ovest le defogliazioni del kpitero Lymantria disparL.; nel
Centro Ovest l'avvizzimento delle querc®ak Wil) causato dal fung&eratocystis
fagacearumBretz) Hunt. In questi ultimi casi, essendo I'aaimento provocato da un
parassita primario, non si colloca nella spiraled#ggerimento e conferma la confusione

esistente tra i ricercatori nell'utilizzo del temmi ‘forest decling



Cicli di morie nella prima meta del secolo scorsaofno al 1921, 1924, 1946) sono
stati segnalati anche in Francia, dove interessapmpolamenti dQuercus roburL. e
furono considerati generalmente un fenomeno di ¢npmico, di carattere endemico ed
associato a situazioni stazionali sfavorevoli.

Durante gli anni '80, i fenomeni di deperimento caierce finirono per interessare la
maggior parte dei paesi europei.

In Austria rilevamenti del deperimento delle quescsono avuti tra il 1982 ed il 1983,
mentre in Cecoslovacchia le prime osservazionigise al 1979. Qui fu effettuata
anche una valutazione della predisposizione deieie e ne risultd che la tolleranza
decresce nell’ordineQuercus pubescen®Villd., Quercus frainettoTen., Quercus
pedunculifloraK. Koch, Quercus cerrid.., Quercus virgiliana Ten.,Q. slavonicaKit.
(Borb.), Q. robur L., Q. petraea(Matt.) Liebl., Q. polycarpaSchur, Q. dalechampii
Ten.

La Germania € stata caratterizzata da un crescdndnanifestazioni sintomatiche
passando dal 15% del 1983 al 70% del 1988. Intahd978 si € osservato il
deperimento s@. petraeaun fenomeno verificato solo al Nord del paese. lanGa,
nel periodo tra il 1984 ed il 1988, si & avuta unartalita del 40% degli alberi
appartenenti alle classi piu deperienti. In Poldaisituazione del deperimento é andata
peggiorando tra il 1982 ed il 1984 in seguito acha@ molto siccitose. In Gran
Bretagna il deperimento non ha recato danni rileavan Q. robur L. Nellex —
Yugoslavia, dagli inventari effettuati nel 1985 # & stato visto che la situazione di
“oak decline'é piu grave in aree caratterizzate da elevatanaguento atmosferico.
NellEuropa mediterranea, tra i fattori predispoieono riportati frequentemente: I'eta
delle piante, il tipo di terreno, l'inquinamento a@etti, 1998) ed i cambiamenti
climatici (Dreyer e Aussennac, 1996). Tra quellatsoanti si ricordano gli insetti
defogliatori, gli eccessi di salinita, I'inquinamene, soprattutto, la siccita (Jakucs,
1985; Mészaros, 1991; Paoletti, 1998).

Quest'ultima, spiccata in alcuni anni a causa dafleillazioni periodiche del clima,
viene sempre piu spesso considerata il principdéenento scatenante i cicli di
deperimento delle querce nei paesi a clima temperaldo. Tra l'altro nel periodo
estivo, lo stress dovuto alla scarsita di precipitiai e alle alte temperature € accentuato
negli ultimi 50 anni dallaumento della temperatureedia, dovuto alla maggiore

concentrazione dei gas-serra.



Nelle regioni dellEuropa Centrale non deve essm#ovalutato l'inquinamento, in
particolare |'effetto delle deposizioni secche #adpiogge acide.

1.1.3.1. Il fenomeno in Italia

In Italia I'importanza dell"bak decliné dipende dal fatto che le querce rappresentano
una cospicua parte del patrimonio boschivo del ®aesoprendo un’area di 1.170.000
ettari, pari a circa il 20 % della superficie bdsdsaliana (IFNI, 1985).

Dagli anni 80, periodo in cui si verificarono vastd intense morie in tutto il Paese, si €
registrato un progressivo incremento del fenomsograttutto nelle regioni Lazio, Marche,
Toscana, Puglia, Basilicata e Calabria (Ragetzal, 1989; Anselmet al, 2002).

Poiché le querce costituiscono una parte importdatenostro patrimonio boschivo, la
rilevanza attribuita al fenomeno deperimento éastatai rilevante.

Molte delle specie dQuercuspresenti sul territorio nazionale sono state cuolievnel
deperimento:Q. cerris, Q. robur Q. pubescensQ. frainettq e, piu di recente, le
sempreverdQ. ilexL. e Q. suberl. In termini numerici la specie maggiormente ctpi
dalla sindrome &). cerris(cerro), una delle essenze piu rappresentativeaggassuoli
guercini italiani (circa 500.000 ha).

| sintomi tipici di deperimento dei soprassuoli gpiei in Italia sono la rarefazione
della chioma, I'abbondante emissione di rami epigor e le essudazioni brunastre da
cancri sul fusto (Fig. 2).

In ltalia, tra i fattori predisponenti il fenomenspicca soprattutto I'invecchiamento
delle piante e le ostili condizioni del suolo. Ahestre latitudini, ed particolare nelle
regioni centro — meridionali, il fattore scatenapia rilevante e certamente lo stress
idrico, conseguente ai prolungati e ripetuti periddsiccita che hanno caratterizzato
l'ultimo ventennio, con I'indebolimento degli indii ed una maggiore predisposizione
agli attacchi di numerosi fattori concomitanti (¥atini et al, 1993; Vanniniet al,
1993a; Vanninet al, 1993b).

In tali areali, tra i parassiti di debolezza dasidarare come fattori concomitanti, che
determinano poi la morte della pianta, spicc&@umlytus intricatusRtzb. e Agrilus
biguttatusF. (Vanniniet al, 1996) tra gli insettiArmillaria mellea(Vahl: Fr.) Kumm,

A. bulbosgBarla) Velen.A. tabescengScop.) Emel.Collybiaspp.,Pholiotaspp., tra i
patogeni dell’apparato radicalehomopsis quercinéSacc.) Hohn.Diplodia corticola
A.J.L. Phillips Alves & Luque, Cytospora spp., e, soprattuttoBiscogniauxia
mediterranegDe Not.) Kuntzefra gli agenti di necrosi corticali (Fig. 3).



Figura 2. a) Bosco d@. cerris con fenomeni di deperimento; b) gruppo di piante
deperienti.



Quanto agli interventi utili a prevenire o limitaiedanni provocati da cicli di
deperimento, ricordiamo le pratiche selvicoltufalalizzate a ridurre la competizione
tra le piante per lI'approvvigionamento idrico e riaibnale, i tagli fitosanitari con
I'eliminazione delle piante morte o molto deperigd sostituzione graduale delle
specie piu sofferenti favorendo le specie piuetalhti gli stress ambientali e adatte
allambiente in esamellerinoet al, 1990, 1993; Maniconet al, 1993;Giordano E.,
1993;Luisi e Lerario, 2000; Mazzaglit al, 2004.

Figura 3. Stroma carbonaceo (aB#cogniauxia mediterranesul fusto diQ. cerris In
(b) gruppo di aschi del fungo, (c) conidi dellarfa imperfettaPericoniella
musae

1.1.3.2. Patogeni fungini della chioma isolati daugrce deperienti in Italia

In Italia, gli isolamenti effettuati su piante ciépdalla sindrome di deperimento hanno
permesso l'individuazione di un consistente nuntdrmiceti, annoverabili tra i fattori
concomitanti, generalmente patogeni di debolezzacii numerosi agenti di necrosi
corticali e di alterazioni cromatiche del legnArmillaria spp., B. mediterranea
CeratocystiscoerulescengMunch) BakshiDiplodia corticolaA.J.L. Phillips Alves &
Luque, Fusarium eumartiiCarp, Graphium penniciloidegCor., Ophiostoma picea
(Munch) Syd. & P. SydPhomopsis quercin@leurophoma cavéSchulzer) Boerema,
Loer. & HamersPyrenochaeta quercinKabat & Bubak,Sporotrix spp., (Frisulloet
al., 1989; Ragazzet al, 1989; Anselmi, 1990; Cellerinet al, 1990; Ragazzi, 1990,
1993; Anselmi e Invernizzi, 1992; Luist al, 1993). Tra tuttiB. mediterraneanoto



come l'agente del cancro carbonioso delle quercisuéiato tra i parassiti di debolezza
maggiormente diffusi nei boschi di quercia depdridall’ambiente mediterraneo ed in
particolare nellltalia centro — meridionale (Vanii1l987; Cellerincet al, 1990; Luisi

e Manicone, 1990; Agosteo e Granata, 1993), in MardGrafet al, 1993), in Spagna

e Sud del Portogallo (Sousa Santos e Moura MadB&3).

1.1.4. Il monitoraggio dei deperimenti

In Europa l'analisi dell’evoluzione dei deperimeet in generale dello stato di salute
dei boschi e stato ed e oggetto di ricorrenti nuraiggi.

In Italia tali ricerche hanno avuto inizio con MNEFO (Indagine sul Deperimento delle
Foreste), negli anni '80, e sono poi proseguiteaadrso I'attuazione di una serie di
regolamenti coordinati in ambito europeo, tra eupliu articolate sono da attribuire al
progetto Con.Eco.For (Controllo Ecosistemi Foréseal al programma Forest Focus.
La Convenzione di Ginevra sull'inquinamento atmste transfrontaliero a lungo
raggio (LRTAP), ratificata dall'ltalia con L. 27/0982 n. 289, avviava nel 1979 un
vasto programma europeo di controllo degli inquinatmosferici, sotto I'egida
UN/ECE. Il programma INDEFO, basato su circa 9.p0@ti (rete 3 x 3 km), é stato
annualmente svolto nel periodo 1985 — 1995.

Dal 1987 e stata avviata una nuova indagine coataioon tutti gli altri Paesi Europei
(Reg. CE n. 1696/87, Rete UE), basata su circa@®@i posti su di una rete molto
meno fitta (16 x 16 km). A seguito delle Risoluzi@pprovate dalle Conferenze dei
Ministri per la Protezione delle Foreste in Eur@Bss. n. 1, Strasburgo, 1990; Ris. n. 4,
Helsinki, 1993), alcuni Paesi europei hanno avvatwiziosi programmi nazionali di
controllo dello stato degli ecosistemi forestalisé@ su reti d’aree permanenti
appositamente scelte (Germania 70 aree, Francere¥) Spagna 50 aree). Nel 1994,
con I'emanazione del Reg. UE n. 1091/94, I'Unioneofgea (d’intesa con I'UN/ECE
ICP-Forests) ha promosso la realizzazione di urta Raropea di aree permanenti per
la sorveglianza intensiva e continua degli ecosisterestali della durata di almeno 20
anni. L'ltalia ha elaborato un programma nazionadsato su di una Rete Nazionale
Integrata per il Controllo degli Ecosistemi ForésttCON.ECO.FOR.), avviato
gradualmente dal 1995. Il Programma CONECOFOR atbasi di una rete di 20 aree
permanenti (circa un decimo del numero d’aree dB&e UE) comprendenti le
principali biocenosi forestali. In queste aree f&teuano diverse indagini scientifiche,
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per studiare i cambiamenti a livello strutturalefumzionale degli ecosistemi, in
relazione a possibili fonti d'inquinamento atmogfero fattori di perturbazione su larga
scala. Tali fenomeni sono analizzati utilizzandarndagini di 2° livello previste dal
Reg. UE n. 1091/94 (gia attivate tra il 1995 e )99@ biocenosi forestali rappresentate
nella Rete sono quelle piu diffuse sul territotliano (boschi &agus sylvaticd.., 7
aree; &uercus cerrisb aree; ®icea abiegL.) Karst., 4 aree; Quercus ilex2 aree; a
Quercus petragaun’area; aQuercus roburun’area). Scopo del progetto era quello di
fornire un quadro esaustivo dello stato delle fieretel territorio nazionale mediante
indagini di tipo diacronico e sincronico ad elevgtado di approfondimento, attraverso
I'utilizzazione di metodologie standard messe a tpum ambito nazionale ed
internazionale.

La creazione della rete nazionale e stata finalza#'unificazione ed integrazione in
un unico progetto coordinato degli sforzi di sirgol amministrazioni
regionali/provinciali e di singoli enti pubblici diicerca che hanno promosso od
eseguito direttamente, gia da qualche tempo, indagdji diverso tipo volte alla
conoscenza dello stato delle foreste italianeudldyo di riferimento normativo entro il
quale si inserisce il progetto, oltre al menziongeg. UE n. 1091/94, é costituito dai
precedenti Regolamenti della Commissione Europemateria di protezione delle
foreste dall'inquinamento atmosferico: n. 3528/8857/92, 923/93, 836/94 e 307/97.
Le ricerche vengono svolte sotto il controllo edlrizzo scientifico di Enti di ricerca di
rilevanza nazionale altamente qualificati nei devesettori di indagine, con i quali sono
state stipulate apposite convenzioni. Le indaginleeanalisi sono materialmente
effettuate nelle singole aree dal personale dipsieddal Ministero per le Politiche
Agricole Alimentari e Forestali (in particolare daello del Corpo Forestale dello Stato)
0 da enti convenzionati con esso, tra i quali Amstiazioni Regionali e Province
Autonome.

L’ultima novita nel campo del monitoraggio delledste a livello europeo € costituita
dal Regolamento (CE) n. 1737/2006 della Commissial®® 7 novembre 2006, che
riporta le modalita applicative del Regolamento Y@E2152/2003 (“Forest Focus”) del
Parlamento europeo e del Consiglio relativo al rmvaggio delle foreste e delle
interazioni ambientali nella Comunita.

Esso codifica sia il tipo di indagini (stato deihiome, accrescimenti, composizione
delle deposizioni, eventuale valutazione della itgualell’aria, ecc.) che le modalita di

svolgimento delle stesse. Ogni Stato, insieme #&lésmissione dei dati, deve
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annualmente trasmettere una relazione recantemafooni generali sulle metodologie
seguite, secondo appositi schemi.

Tutto cid ha come scopo fondamentale una ricergauilpossibile integrata a livello
europeo, soprattutto per la possibilita che ofireftettuare comparazioni tra le diverse
aree oggetto di studio.

Inoltre, studi specifici, finanaziati con progettiivello nazionale (IPRA, ex-40%, MAF
ecc.) e della Unione Europea (STEP, AIR, FAIR, edtanno permesso di seguirne
I'evoluzione e di raggiungere validi progressi aelua comprensione (Luisi al,
1993; Bussotti e Grossoni, 1996; Dreyer and Ausel2@6; Paoletti, 1998).

1.2. L' ENDOFITISMO DEI PATOGENI COINVOLTI NEL DEPERIMENTO DELLE PIA NTE
FORESTALI

1.2.1. Generalita

Ad accrescere la complessita del fenomeno “depetindel bosco” e intervenuta

recentemente la constatazione che molti dei patodjedebolezza agenti di necrosi

corticali implicati nel fenomeno possono infettdeepiante sane e rimanere allo stato

asintomatico anche per lunghissimi periodi.

Molti autori hanno indicato dette specie funginsolate da piante sane, sotto la

denominazione di “endofiti patogeni”, inserendolatt@ il piu ampio concetto

dell’endofitismo dei microrganismi”.

La parola “endofita” e utilizzata in generale pkscrivere un organismo localizzato

all'interno dei tessuti di una pianta, in contrapgmne al termine “epifita”, che invece

indica un organismo che vive all’esterno dei tas@bDé Bary, 1866; Ragazat al.,

2004). Rimanendo fedeli a questo concetto, nelgpasduona parte degli studi sugli

endofiti ha riguardato prevalentemente microrganishe vivevano nei tessuti delle

piante senza provocare alterazion patologiche atiide

In questa simbiosi, i vantaggi maggiori sono gelnegate tratti dal fungo endofita,

poiché la pianta gli garantisce I'accesso alleasws# nutritive ed al rifornimento idrico

e gli permette di sfuggire alle condizioni avvetdsli’ambiente esterno.

Per quanto riguarda la pianta, sebbene la condiziin frequente € quella di subire la

colonizzazione dell'endofita senza alcun vantagdietto, in molti casi essa trae

benefici indiretti.
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La presenza di questi funghi puo essere infatttaggiosa per la pianta, offrendo ad
essa una maggior resistenza al morso degli an{ef#ditto antifeeding), una maggiore
resistenza agli insetti (Furét al, 1983; Barkeet al, 1984; Ahmackt al, 1985; Hardy
et al, 1985; Cheplick e Clay, 1988; Prestidge e Gakagli988), una probabile
maggiore resistenza a funghi patogeni (White e C#85; Christensen e Latch, 1991),
e nel complesso, talora, un miglior accrescimentar miglioramento generale della
vita (Siegelet al, 1984; Claydon e Pole, 1985; Clay, 1987, 1988p8li e Schardl,
1991). Non si esclude pero che le ife del fungospone perdere vitalita nel tempo
(Wilson e Carroll, 1994).

Diverse sono le piante dalle quali sono stati isdlanghi endofiti, sia erbacee, quali
graminacee e altre specie agrarie (Clay, 1988; 198@& anche monocotiledoni e
dicotiledoni spontanee (Rodokt al, 2004), nonché felci e muschi (Petrini, 19863, si
arboree, prevalentemente forestali, vuoi conif&€arioll et al, 1977; Carroll G.C. e
Carroll F.E., 1978; Sieber, 1988, 1989), vuoi tailfe (Petrini e Fisher, 1988, 1990;
Sieberet al, 1991).

Gli endofiti erano noti fin dall’ottocento come amysmi interni ai tessuti vegetali;
tuttavia studi piu approfonditi, atti a descriveroead ipotizzarne il ciclo biologico,
risalgono agli anni ‘80 (Boddy e Griffith, 1989; «@all et al, 1977; Petrini, 1986).
Petrini, nel 1991, con il termine endofita, indiga organismo che passa almeno una
parte del suo ciclo vitale in modo asintomatictrakrno dei tessuti dell’ospite.
Tassonomicamente i funghi endofiti segnalati ditgeratura appartengono ai funghi
Ascomicota, Basidiomicota, funghi Mitosporici, ntvécai Chromista. | vari gruppi
fungini riscontrati sono stati ampiamente descd#iPetrini (1986). Lo sviluppo delle
colonie di endofiti & influenzato da numerosi faitaome le condizioni geografiche e
microclimatiche (Jhonson e Whitney, 1989; RollingeLangenheim, 1993; Fishet
al., 1994 ;Rodrigues, 1994; Kowalsky e Kehr, 1997; Collad@l, 1996, 1999%-r6hlich

et al, 2000), I'eta dei tessuti colonizzati (Petrin991; Frohlichet al, 2000)e
I'intervento antropico (Barklund e Rowe, 1983; Ahdret al, 1985; Riesen e Close,
1987; Helibvaarat al, 1989; Sieber, 1989; Helandsral, 1993).

Le piante dalle quali sono stati isolati funghi efitil appartengono a famiglie anche
molto diverse tra loro. In ordine cronologico dudib, esse comprendono: conifere
(Carroll G.C. e Carroll F.E., 1978; Sieber, 198&b8ret al, 1991), graminacee e altre
specie agrarie (Clay, 1988, 1989; Cheplick e CIE88), felci e muschi (Petrini,
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1986), palme ed altre monocotiledoni arboree, alffDebit, 1974), varie latifoglie
(Petrini e Fisher, 1988, 1990; Halmschlager, 1$8beret al, 1991).

Riguardo agli organi e tessuti, gli endofiti somatisisolati da semi, radici, tessuti verdi
(foglie) e legnosi.

E probabile che in tutte le piante alberghino furgdofiti: I'isolamento di miceti dai
tessuti interni di una pianta previa disinfezionpexficiale porta quasi sempre alla
coltura di un certo numero di specie fungine, la identificazione non e sempre
agevole.

Gli endofiti rappresentano una grande riserva ddiviersita e una sorgente di specie
non ancora conosciue, cosi come costituiscono atempiale ed inesauribile riserva di
sostanze metaboliche biologicamente attive, camenbo in tal modo ad assicurare una
futura disponibilita di nuovi composti chimici utibll'aricoltura, all'industria, alla
medicina, in genere alle attivita umane. In effeti endofiti sono I'oggetto di alcuni
settori d’avanguardia della ricerca biologica edlegica, sia fondamentale, sia
applicata. Di fatto, essi sono divenuti altrettantdelli per lo studio delle interazioni

pianta — microrganismo e dell’evoluzione dei sisteaturali.

1.2.2. Gli “endofiti patogeni”

In una prima fase, gli studi sugli endofiti avevam® scopo di identificare
tassonomicamente i funghi isolati; in seguito, m@cuni di questi, sono stati
approfonditi anche gli aspetti biologici ed ecolmgDggi, ambedue gli aspetti vengono
portati avanti parallelamente nelle ricerche, affendo allo studio delle tipologie delle
specie fungine isolate quello della loro biologia,cui rimangono, pero, molti aspetti da
chiarire.

C'e stata una evoluzione del concetto di endofibisnda quello per cosi dire
topografico, a quello biologico, in riferimento alhatura dell'interazione ed al tipo di
associazione dell’endofita con 'ospite (Statal, 2000).

Sembrerebbe che gli endofiti presentino un cictiddgiico comune, suscettibile pero di
notevoli variazioni quando si considerano le sieggpecie fungine nei rispettivi ospiti
in ambienti diversi. Detto ciclo pud essere cosiestatizzato: gli endofiti, dopo aver
raggiunto 'ospite per mezzo di vettori (vento, aaginsetti, ecc.), penetrano nei tessuti
attraverso aperture naturali (stomi, lenticelle;.pcferite o microferite, nonché (sugli
organi verdi) anche direttamente (Paoletti, 2008)anendo al loro interno per un
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periodo indeterminato, piu 0 meno lungo, che vigefnito “periodo di latenza”, che in
alcuni casi potrebbe essere illimitato. Durantestueeriodo il fungo instaura con
I'ospite un rapporto trofico, in genere minio méta anche cospicuo, che comunque
non danneggia significativamente la pianta. Sola doviraggio a colonizzazioni
patogenetiche, esso finisce per risultare dannssonon addirittura letale (Petrini,
1991).

Petrini (1991) ha messo in evidenza come gli etidafurante la loro vita, passino
attraverso piu stadi di convivenza simbiotica, congndosi cosi da organismi
mutualistici, indifferenti o antagonisti, virand@ dino stadio ad un altro in base agli
stimoli ambientali esterni ed interni all'ospite.

Esistono infatti funghi che passano I'intera esizteall'interno della pianta ospite senza
mai crearle danni o manifestare all’esterno sintparticolari ed altri che, al verificarsi
di determinate condizioni fisiologiche della piawpite, come l'insorgere di stress o |l
raggiungimento della senescenza, ne colonizzaggsuti comportandosi come patogeni
(Petrini, 1991; Vannini e Valentini, 1994).

Per tali motivi, Petrini nel 1991, “allarga” il sigicato del concetto di endofitismo,
indicando con il termine endofita” un organismo @assa almeno una parte del suo
ciclo vitale in modo asintomatico (senza sintomsili) all'interno dei tessuti
dell'ospite. Egli pertanto, oltre agli endofiti skci (non patogeni), include anche
endofiti patogeni, che, dopo una fase di latenzasgoché innocua, di lunghezza
indeterminata, che pud essere anche molto lungassono trasformare in patogeni.
Sebbene questo concetto non sia da tutti condiwisauesta tesi si da al temine
“endofita” il significato attribuito da Petrini, iandendo poi per fase asintomatica, una
fase di latenza del microrganismo senza sintombilissulla pianta, che perd non
escludono modeste variazioni fisiologiche dellzste

Lo sviluppo delle colonie di endofiti € influenzada diversi fattori, come le condizioni
climatiche e microclimatiche (Fishet al, 1994; Colladeet al, 1999), I'eta dei tessuti
colonizzati (Petrini 1991) e I'intervento antropi(®eber, 1989; Helandet al, 1993).
Non si esclude, comunque, e specialmente neglifgéindelle specie arboree o legnose,
che le ife del fungo possano perdere vitalita eelgo (Wilson e Carroll, 1994).

Tra i fattori piu importanti che possono favoritgpassaggio di un organismo fungino
dalla fase endofitica a quella patogenetica vi sotice alla specie fungina:

. lospite e le sue caratteristiche ecologiche nongkéetiche. E intuitivo come la

capacita di adattamento fenotipico della specié®s cambiamenti climatici e agli
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eventuali stress ambientali (Vannini e Valentt®94) e di grande importanza nel
determinare il passaggio da un rapporto simbionticlifferente o mutualistico ad
uno chiaramente parassitario. In tali condiziongna importanti anche le
caratteristiche morfologiche ed ultrastrutturalill@lepianta ospite, perché le
dimensioni delle cellule, lo spessore della pacethilare, o ancora lo spessore della
corteccia possono essere degli elementi discriminaei confronti degli endofiti
fungini che tentano la colonizzazione;

il tempo, inteso come spazio temporale in cui $ioca la vita dell'intero ospite o
parte di esso, & fondamentale nel determinare diavethto della simbiosi. In alcune
fasi della vita dell’'ospite il rapporto simbiontic trova nello stadio mutualistico,
mentre in altre nello stadio antagonistico, comeade spesso nella fase di
senescenza della pianta. Il tempo influenza la isishbmutualistica o indifferente
anche sotto I'aspetto quantitativo; infatti da akeuicerche effettuate, ad esempio, su
foglie di conifere e latifoglie (Suske e Acker, D9Magan e McLeod, 1991; Wilson
e Carroll, 1994; Fagioli, 1998) si € osservato aumento del tasso di infezione
all'aumentare dell’eta della foglia;

I'ambiente, inteso sia come luogo in cui i simbia@ittrovano che come condizioni
ambientali sotto le quali gli organismi vivono. Yéattori ambientali, influenzando
direttamente le condizioni fisiologiche della p&ntincidono inevitabilmente
sul’andamento del rapporto mutualistico, nonché tuo e sulla frequenza dei
funghi isolati. Tali influenze risultano maggioragsando da un sito di studio ad un
altro. Osservando le frequenze dei funghi isokitie notata una variazione delle
stesse allaumentare della quota di campionameatodiminuire dell’'umidita
ambientale (Sieber, 1988; Fagioli, 1998; Ansedinal, 2001) e/o al diminuire della
densita della chioma, che favorisce maggiori esooirs¢ermiche ed una piu veloce
eliminazione dell’'umidita che si forma intorno athioma (Petrini e Carroll, 1981;
Legaultet al, 1989; Rollinger e Langenheim, 1993; Rodrigue94)9

In conclusione si ritiene opportuno riportare igufia 3 un interessante schema di

Schulz et al (1999) in cui si tenta di spiegare le modalitan de quali un fungo

penetrato nella pianta pud comportarsi come erad¢iibn patogeno) o come patogeno.
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ANTAGONISMO BILANCIATO ANTAGONISMO SBILANCIATO
(Tolleranza reciproca (Riduzione o soppressione
delle azioni e reazioni) delle difese delle piante)

A 4

Metaboliti antifungini PATOGENO

(riduzione della competizione)

M 4

INFEZIONE TOLLERATA MALATTIA

Figura 3. Antagonismo sbilanciato (adattato da &cétual, 1999).

E un'ipotesi secondo la quale il patogeno neutzalia comunque supera le reazioni
difensive della pianta fino al punto in cui si syipa la malattia, mentre I'endofita
tollera le reazioni della pianta fino al punto ini @sso puo infettare e colonizzare i
tessuti (infezione tollerata).

Se l'antagonismo tra fungo e pianta fosse sbildoceafavore del fungo I'endofita
diverrebbe un patogeno. Qualora altri funghi fosspresenti nella stessa pianta,
I'endofita potrebbe potenzialmente limitarne lolgppo con metaboliti antifungini. Si
tratta tuttavia di una ipotesi. Molto resta da coemglere e chiarire.

Graniti (2002) conclude infatti un suo articolo Suendofitismo dei funghi: un
adattamento ecologico o un modo di vita?” con &afiazione “Chiarire le complesse
interazioni tra pianta e funghi endofiti ed i mewsai biochimici e fisiologici che le
determinano, cosi come e avvenuto per i funghipéitogeni negli ultimi decenni,

rimane uno dei principali obiettivi della ricercaquesto campo”.
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1.2.3. Endofiti patogeni e deperimento delle piante

Nel fenomeno del deperimento, come abbiamo visteestono un ruolo assai
importante, soprattutto nelle fasi finali della nfestazione patologica, alcuni
organismi fungini definiti come “patogeni di debr#@”, che possono a buon titolo
essere considerati gli agenti causali che detemoiteamorte delle piante.

Questi devono tale denominazione alla capacita sineecare la loro attitudine
parassitaria solo su piante indebolite da stresdivéirsa natura. Molti di questi sono
agenti di cancri corticali.

Soprattutto per molti di questi ultimi patogenitats dimostrato come spesso essi siano
in grado di vivere, anche per lungo tempo, alllintedei tessuti delle piante sane senza
determinare alcuna manifestazione visibile delldattia (fase di latenza). Soltanto in
seguito a particolari stress procedono a coloniarapatologiche. Questa caratteristica
ha fatto si che, nella loro fase di latenza (asnatica), essi siano stati denominati come
“endofiti patogeni”.

Una fase di latenza di indeterminata lunghezzadgimo) potrebbe rappresentare per
essi una vera e propria strategia di sopravviveeesto tipo di patogeni, infatti,
ricorrendo all’endofitismo avrebbe la possibilitasdperare condizioni sfavorevoli allo
sviluppo patogenetico quando gli ospiti si trovamduono stato fisiologico. Inoltre, la
presenza endofitica nei tessuti sani renderebbg@asbgeni pronti alla colonizzazione
qualora si presentassero condizioni tali da renldgpeanta soggetta al loro attacco.

Fin dai primi studi condotti su questi aspetti &ctnotato come gli endofiti patogeni
variassero con le aree geografiche e con la naterdbosco. Ad esempid;olpoma
quercinum(Pers.) Wallr. émphiporte leiphamiapur essendo tra i piu comuni endofiti
della Q. robur, non sono stati tuttavia mai trovati in Inghileer(Kowalski e Kehr,
1997). AncheAsterosporium asterospermurohe € una delle piu frequenti specie
isolate daFagus sylvaticanon e stato mai riscontrato nelle faggete dellaZera da
Petrini e Fisher (1988), cosi corAgyriellopsis caeruleo — atra. Hohn, uno dei piu
frequenti negli isolamenti di Sieber (1988) Abies albaMill., non é stato affatto
osservato da Kowalski e Kehr. Da uno studio efétitsugli endofiti isolati da tessuti
di Q. ilexL. (Fisheret al, 1994) di provenienze diverse, € emerso chengividui
cresciuti all'interno del proprio areale naturalérgvava una flora endofitica piu ospite

— specifica di quella presente negli alberi crastiori areale. Precedentemente (Fisher
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et al, 1993) era stata notata una differenza di queptotra gli endofiti isolati da
Eucalyptus nitengDeane Maid.) Maid. in Australia e quelli di provemza inglese,
isolati dalla stessa specie. Gli alberi, crescdnda dal loro areale naturale, tendono ad
essere colonizzati da funghi indigeni e non dab Isimbionti ospite — specifici. Vari
studi (Fisheret al, 1994; Colladeet al, 1999) confermano che le colonie endofitiche di
alberi piantati fuori dal loro areale naturale sangoverite e costituite da specie
diverse da quelle che si trovano negli alberi dtgsoel loro habitat naturale. Poche
sono tuttavia le specie forestali che sono stagetbg di studi specifici sugli endofiti

fungini, in particolare sugli endofiti patogeni.

1.2.4. L’endofitismo dei patogeni coinvolti nel deprimento delle

guerce

Uno dei settori piu studiati relativamente agli efitl patogeni coinvolti nel

deperimento delle piante € quello delle quercepanticolare ad opera di studiosi

italiani.

Grazie ad un pluriennale Progetto COFIN, del Mamstdell’'Universita e della Ricerca

scientifica, 1 principali gruppi di ricerca in p#bgia forestale del nostro Paese hanno

affrontato I'argomento, mettendo in particolareeindenza che:

- numerosi patogeni di debolezza agenti di necragicadi coinvolti nel deperimento
delle querce si riscontrano anche nei tessutiatitpisane;

- le loro associazioni risultano variare notevolmeste le aree geografiche;

- nel passaggio dalla fase endofitica a quella patetyEa sembrerebbero avere un
forte peso gli stress connessi alle prolungate petute siccita, nonché
all'inquinamento atmosferico;

- accanto ad endofiti fungini patogeni ne esistondtin# carattere non patogeno,
taluni noti antagonisti.

Questa tesi si inserisce proprio nel contesto aéistiustudi, cercando di contribuire a

chiarire alcuni aspetti.

1.3L’A NTAGONISMO TRA ORGANISMI FUNGINI

Come precedentemente detto, nei tessuti delleggntovano svariate specie fungine,

di cui solo una parte presenta intrinseco carafpat®geno e puo virare dalla fase

endofitica a quella patogenetica. Anche tra gbstendofiti patogeni il passaggio dalla

fase endofitica a quella patogenetica riguarda sodoparte delle infezioni latenti. Ne e
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dimostrazione la minore variabilita genetica ngd@polazioni in fase patogenetica
riscontrata, ad esempio, pBiscogniauxia mediterraneau Quercus cerrigLibrandi,
2001).

Non é escluso che tra gli endofiti si possano ursi@ fenomeni di competizione e di
sinergismo che condizionino il conclamarsi di femon patogenetici. Alla
diversificazione comportamentale intraspecificay conseguente prevalenza di alcuni
genotipi su altri, potrebbero associarsi infatticteen fenomeni di competizione
interspecifica, che possono riguardare sia lalsate che quella patogenetica.

Con questa Tesi si & voluto affrontare anche quaitmo argomento. Riteniamo
pertanto opportuno, in questa introduzione, fareural accenni sui concetti di
antagonismo tra gli organismi fungini.

1.3.1. Premessa

Nelle prime fasi della colonizzazione il micelionfyino pud svilupparsi in assenza di
altri organismi. Con I'espansione del micelio altérno dei tessuti si ha comunemente
una interazione di tipo competitivo.

Keddy (1989) definisce in generale la competizidakpunto di vista ecologico come
“l'effetto negativo che un organismo ha su un alinmtando o controllando I'accesso
alla disponibilita di risorse”.

La competizione € distinta dai macro — ecologistidompetizione di interferenza” e
“competizione di sfruttamento”, a seconda dellaasdtone in cui un organismo inibisce
un altro. La prima riguarda, di solito, i disturtse organismi per lo spazio, come
awviene, ad esempio, nelladuggiamento che subtsdenpiante che crescono piu
lentamente, da parte di quelle dominanti. La coimjoete di sfruttamento avviene
invece quando, ad esempio, un organismo usa umgaisiducendone di conseguenza
la disponibilita per gli altri.

Anche la competizione tra i funghi pud essere disaun questi termini (Lockwood,
1992; Wicklow, 1992), sebbene in alcune occasiamlistinzione non sia molto chiara.
Infatti, nel caso dei funghi, I'accesso ai nutrierd di pari passo con la competizione
per il territorio, ed e pertanto difficile separdaecompetizione di interferenza da quella
di sfruttamento.

L’unica situazione in cui la distinzione puo essgossibile € quando i funghi non sono
legati alla scarsita di risorse e sono liberi discere in cerca di nuove risorse organiche

(Boddy, 1993; 1999). La competizione fungina putnanque essere suddivisa in due
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aspetti: accesso primario alle risorse e difespadanziali invasori (Cooke and Rayner,
1984). Il successo nella colonizzazione primaridegerminato da vari fattori: buona
dispersione, rapida germinazione delle spore, camdcrescimento miceliare ed
efficiente utilizzo delle risorse disponibili.

In ogni caso le interazioni competitive dipendomdmeccanismi di antagonismo.

Le interazioni antagonistiche si possono manifes@r contatto oppure a distanza, con
I'azione di composti volatili, di antibiotici o giirodotti di rifiuto.

L’antagonismo a distanza € attribuito alla presedizaomposti volatili o diffusibili
(Sonnenbichleet al, 1994).

L’antagonismo per contatto si manifesta ovviamesidea livello di singola ifa che di
micelio. Si possono distinguere due principali tigi interazione interspecifica:
I'interferenza ed il parassitismo (Boddy, 2000).

Le ife di un fungo degenerano e sono rimpiazzatardeelio dell’altro; su substrato
agarizzato c'e€ una mutua inibizione. Poiché le imazvariano in dipendenza delle
specie, si puo supporre uno scambio reciprocoghaechimici ed un riconoscimento
a distanza (Rayner and Webber, 1984).

Le interferenze ifali si manifestano quando untifene a contatto con un’altra ifa o con
una spora e si concludono con la morte (0 la degermmme) dei tessuti venuti a
contatto, in seguito ad una sequenza programmaliatdiizione citoplasmatica.

Cio é comune per i basidiomiceti, dove I'esempial @udiato e il binomio
Heterobasidion annosur(Fr.) Bref. e Phlebiopsis gigantegFr.) Jul. (Rayner and
Boddy, 1988; Jeffries, 1997), per i risvolti appliei sul controllo biologico del
patogeno.

Il micoparassitismo e il parassitismo di un’ifa n@nfronti di un’altra, preceduto
solitamente da contatto e riconoscimento dell’@spamite interazione di alcune lectine
o agglutinin-carboidrati (Jeffries, 1997; Clegtal, 1997).

Questo meccanismo € seguito da penetrazione osEpme € continuo accrescimento
sull'ifa dell’ospite o al suo interno.

Le interazioni miceliari fanno variare la morfolagiella coltura. Su substrati agarizzati
esse formano spesso dei “barrages” stabili resisedtinvasione, fronti miceliari
invasivi, miceli a ventaglio e organi lineari comstutture rizomorfiche. In una sola
interazione possiamo trovare anche piu di un tippatfologia delle colonie (Raynet
al., 1995).
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Dopo questa fase di cambiamento si ha una ridistidme del micelio: distalmente alla
zona di interazione si ha una riduzione della dansiceliare, rendendo la colonia piu
suscettibile all'invasione se la zona di interaeiodovesse essere interrotta. Le
interazioni in coltura sono spesso accompagnatproduzione di pigmenti inter- ed
intracellulari e cambiamenti nell'attivita fenolsgidasica (Griffithet al, 1994a; White
and Boddy, 1992). E apparsa anche una relazioriproea tra I'attivita enzimatica
della tironasi e della laccasi associata alla fa@iorge o meno di micelio aereo e marcate
differenze nel rilascio di metaboliti idrofobici imstratti provenienti da colture
interagenti a differenti stadi di sviluppo (Griffiet al., 1994b; 1994c; 1994d).
L’esposizione di colture di singole specie al costpo2,4-dinitrofenolo comporta
profili metabolici e morfologie simili a quelli ossvati nelle colture in interazione,
quindi I'aggiunta di un inibitore della fenolosssilanel mezzo di coltura induce un
rilascio di metaboliti (Griffithet al, 1994a; Griffithet al, 1994b; Griffithet al, 1994c.

Gli esiti delleinterazioni competitiv@ossono tradursi sia in usastituziongquando un
fungo conquista il territorio dell’altro, sia in arstato diequilibrio, quando i due funghi
rimangono bloccati. A volte si puo verificare urerzale sostituzione, inizialmente un
fungo conquista il territorio dell’altro ma successnente segue un blocco, oppure
guando entrano I'uno nel territorio dell’altro (Bbhdand Rayner, 1983), dando luogo
per esempio alle morfologie a ventaglio. A volteosserva un cambiamento: da una
iniziale prevalenza di un fungo si passa alla catapkostituzione da parte dell’altro,

spesso in assenza di cambiamenti delle condiziohientali.

1.3.2. Ipotesi di antagonismo tra endofiti

Come si ripete, da studi sugli endofiti funginiegftiati nei tessuti di piante arboree, é
emerso come molti di questi siano notoriamente getn in genere patogeni di
debolezza agenti di necrosi corticali, mentre alpparirebbero innocui per le piante.

In piu casi € emersa peraltro una certa interrefezi(es. incidenza inversamente
proporzionale, ecc.) tra i vari endofiti, in padiiare tra alcuni apparentemente non
patogeni (su piante forestali) e taluni di quellitgnzialmente patogeni (Perg al.,
1992; Gennaro, 1993; Ippolito e Nigro, 1999; RispdNicoletti, 1999).

Cio ha fatto pensare a qualche tipo di antagonismo due gruppi di endofiti o

perlomeno tra alcune delle specie consociate.
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D’altra parte € dimostrato chigichoderma viridePers. ex Fr., noto antagonista di molte
specie patogene, puo vivere allo stato endofitatta worteccia di numerose piante.

Studi condotti a Castelfusano (Anselmi e Mazzagh@05), su piante di leccio
diversamente danneggiate dal fuoco, hanno mostretda densita di isolamento (% di
isolati di una determinata specie fungina rispeitdi isolati totali) dei vari endofiti
fungini, patogeni e non, sia piuttosto diversifecata un gruppo di piante all’altro. In
tutte le tipologie di piante prese in esame (samgaeneggiate) e in tutti i tessulti
esaminati e presente una grande varieta di tipepldgngine a carattere endofitico.
Molte di queste sono a carattere non patogenoj quathodermaviide Pers. ex Fr.,
Cladosporium cladosporioidegFresenius) G. A. de VriegsAcremoniumspp. e
Gliocladium roseumBainer, ma molte altre sono notoriamente patogémaecui B.
mediterranea, Phomopsis quercingacc.) Hohn. Pleurophoma cava(Schulzer)
Boeremae Discula quercina(Westl.) Arx. Questi ultimi sono tipici agenti decrosi
corticale, di cui le prime notoriamente implicatd deperimento delle piante.
Biscogniauxia mediterraneahe é il fungo con maggiore incidenza nonehémopsis
quercing hanno mostrato, ad esempio, una significativacenete incidenza passando
dalle piante sane a quelle danneggiate dall'inaendi

| funghi non patogeni, per contro, sono notevolraaiminuiti passando dalle piante
sane a quelle danneggiate. E da sottolineare lzidde diTrichoderma viride noto
antagonista di molti patogeni fungini, che tuttasgulta aumentare nuovamente nelle
piante molto danneggiate. E probabile che I'elepatmsenza sulle piante sane di specie
fungine non patogene sia biologicamente finalizzataina azione antagonista verso gli
endofiti patogeni (Ravaioét al, 2006).

Se questa ipotesi fosse vera, I'endofitismo ediiaspetti sopra descritti assumerebbero
una grande rilevanza scientifica, biologica e pgati

Non sarebbe infatti escluso che la latenza di nesitiofiti patogeni potrebbe essere
condizionata dalla eventuale associazione con it@odofiti non patogeni, magari a
carattere antagonistico.

In futuro si potrebbero intravedere pratiche caliu(es. micorrizazzioni artificiali,
diradamenti, ecc.) volte a potenziare gli antagorasscapito dei patogeni, oppure
apporti artificiali diretti di detti endofiti antagisti.

Quanto detto sopra resta tuttavia al momento urdesp non esistono chiare
documentazioni in proposito e gli studi sull’antagmo sono veramente esigui o nulli.

Con questa tesi intendiamo affrontare, tra I'altnoche questo argomento.
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2.SCOPIDELLE RICERCHE

Come illustrato in premessa, il deperimento delcboé una malattia ad eziologia
complessa dove, su piante indebolite da stresersudi di varia natura (siccita,
inquinamenti, defogliazioni patologiche), si ingt@o attacchi di patogeni di debolezza
che aggrediscono progressivamente la pianta fiportarla a morte. Numerosi di tali
patogeni opportunistici sono agenti di necrosiicalit

Studi recenti hanno dimostrato che molti di quedtiimi patogeni risultano presenti
anche in piante sane, allo stato asintomatico, férmdy e passano allo stato
patogenetico solo quando si innescano fenomereiimento o di particolare stress.
Nei tessuti sani degli alberi, tuttavia, insiemeleiti endofiti patogeni ne sono stati
riscontrati numerosi altri non patogeni, variameassociati tra loro, diversi dei quali
rappresentati da specie note per il loro antagomsenso patogeni.

In qualche caso & sembrato che alcuni di tali etidahgini presentassero aspetti di
reciproca interdipendenza, nel senso che all’auanertell’incidenza di uno o di alcuni
corrispondesse una diminuzione di un altro o dii, aft particolare tra specie patogene e
specie non patogene.

Di qui l'ipotesi che tra le varie specie fungineeckanno ad associarsi allo stato
endofitico nelle piante arboree possano instaurBasomeni di antagonismo, con
ripercussioni, in quelli patogeni, sul viraggio ldeflase endofitica a quella patogenetica.
Risulta una ipotesi biologicamente affascinantes dave essere pero dimostrata, cosi
come necessitano chiarimenti su vari altri aspaticora oscuri che le fanno da
contorno. Ci si riferisce, ad esempio, alle tipadofyingine, patogene e non, ed alla loro
rispettiva numerosita, che vanno ad associarsi féiltadmente nelle piante ed
all'influenza verso gli stessi da parte degli ongatell'individuo, della specie ospite,
della stazione e delle caratteristiche selvicolt@aanitarie del bosco.

Al fine di apportare chiarimenti su questi aspetirerificare gli eventuali fenomeni di
antagonismo tra le varie specie endofite, nel 28Qfartito un Progetto Nazionale di
Ricerca, “Endofitismo e controllo biologico natwaldi patogeni coinvolti nel
deperimento della quercia”, cofinanziato dal Mierst dell'Universita e della Ricerca
Scientifica, in cui ha collaborato anche I'Unitagdativa del Dipartimento di Protezione
delle Piante dell’'Universita degli Studi della Tigcsotto il coordinamento del Prof.

Anselmi.
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Le osservazioni sul comportamento reciproco deiesmalofiti fungini avrebbero potuto
favorire la comprensione di eventuali fenomenirdnd o di stimolo al passaggio dalla
fase asintomatica (endofitica) a quella patogeagtmtomatica, spiegare le fluttuazioni
che spesso le varie specie o le loro associazemibsano avere nel tempo, offrire
spunti per mirati interventi di lotta, in particodaquelli di tipo selvicolturale.
Le ricerche di questo lavoro si inseriscono in patigrammi, con I'intento di andare ad
indagare sugli endofiti relativi a zone dell'ltatantrale.
Piu precisamente, con questa tesi si € cercatorgiwre ricerche sulle diversificazioni
che caratterizzano le associazioni endofiticheiamte di quercia al variare della specie
ospite o delle condizioni stazionali e sui relafaitori condizionanti, distinguendo gli
endofiti patogeni da quelli non patogeni, e di figsre in laboratorio eventuali
fenomeni di antagonismo tra varie specie dei dupmr Un particolare riguardo e stato
rivolto a Biscogniauxia mediterraned patogeno di debolezza apparentemente tra i piu
coinvolti nei deperimenti delle querce negli amhiemediterranei.
Nello specifico, esaminando piante asintomatich@ukrcusspp., con queste indagini
si e inteso apportare chiarimenti sui condizionamea parte (1) dei vari organi della
pianta (gemme, rametti di eta diversa), (2) dgllecge ospite, (3) dello stato sanitario
del bosco (senza o con fenomeni di deperimentd) ddlle condizioni ambientali della
stazione (con particolare riferimento a quelle elate con laltitudine), nei confronti
delle associazioni e dell'incidenza dei diversi @iitd patogeni e non patogeni, che si
vanno ad instaurare nelle piante (5) verificandovitro gli eventuali fenomeni di
antagonismo tra alcune delle piu rappresentatieeispglei due gruppi.
Piu in dettaglio, con riferimento alle querce dalia Centrale, considerando piante
asintomatiche, scopi delle nostre ricerche eraredliqii:
a) indagare sull'incidenza e sulle associazioni dei gadofiti fungini, patogeni e non,
in organi diversi delle piante;
b) rilevare l'influenza delle condizioni ambientalidello stato di “salute” del bosco
sull’incidenza e le associazioni dei vari enddfitgini, patogeni e non, nelle piante;
c) studiare in dettaglio 'andamento della recipronaidenza di qualche importante
endofita fungino nel tempo in funzione delle comuhiz climatiche;
d) valutare l'incidenza e le associazioni degli entld€ingini, patogeni e non, che si
vanno ad insediare sulle varie specieQuiercus anche in relazione allo stato di

salute del bosco;
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e) valutarein vitro eventuali fenomeni di antagonismo tra i vari erndahnettendo a
confronto le principali specie non patogene ris@Btcon alcune patogene scelte tra

quelle risultate piu frequenti.
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3.MATERIALI E METODI

In relazione agli scopi prefissi, questa Tesi dittb@to & articolata in due linee di
ricerca, condotte pil 0 meno in successione otallpo tra loro: una sulle associazioni
e sullincidenza degli endofiti, patogeni e nonllagianta ed una sugli eventuali

fenomeni di antagonismo tra gli stessi.

3.1STUDI SULL 'INCIDENZA E SULLE ASSOCIAZIONI DEGLI ENDOFITI

Con questo gruppo di studi, prendendo in esametepiaane diQuercusin zone
dell'ltalia Centrale, si € indagato sulle asso@arzie sull'incidenza dei vari endofiti,
patogeni e non, in relazione alla dislocazione g&fara (condizioni pedoclimatiche) ed
ai trattamenti selvicolturali del bosco ed alle@paliverse diQuercus Con uno studio
piu in dettaglio e stata seguita I'incidenza diualicendofiti patogeni nel tempo in

relazione alle condizioni climatiche.

3.1.1. Endofiti fungini in diverse situazioni ambiatali

Per studiare I'andamento delle associazioni eridbét in dipendenza di diverse
condizioni ambientali, si & deciso di effettuareaserie di campionamenti secondo un
gradiente altitudinale.

In particolare, su segnalazione del Corpo Foresial® Stato, sono state scelte sei
stazioni che andassero dal livello del mare e zbpeganura del litorale laziale, fino alle
massime altitudini in cui allign@. cerris lungo le pendici del Monte Terminillo e (per
le quote piu alte) delle aree montane del Parcaddale, in Abruzzo.

Piu precisamente, le stazioni considerate son@abgaudia — 17 m. s.l.m. (Latina), 2)
Cori — 380 m. s.I.m. (Latina), 3) Monteflavio — 8&2 s.l.m. (Roma), 4) Castro dei
Volsci — 96 m. s.I.m. (Roma), 5) S. Gregorio — #42s.I.m. (Roma), 6) Greccio — 1000
m. s.I.m. (Rieti); 7) Ortolano — 1050 m. s.l.m. Aquila), 8) Passo delle Capannelle —
1300 m. s.I.m. (L’Aquila).

Per ogni area, con l'ausilio del Corpo Forestalodgtato, sono state effettuate ripetute
ricognizioni stimando visivamente le condizioni oBtanitarie del bosco tramite
I'attribuzione, a ciascuna di 20 piante scelte almente nell'area (circa 1 ettaro), di un
“indice di deperimento” basato sulla scala di vahitne UE (da O = sana a 4 = morta),

come riportato nelle tabelle 1 e 2. Poiché le amwesiderate comprendevano boschi
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Tabella 1. Scale di valutazione indicate dalle reroomunitarie per i rilievi dei
parametri fitosanitari su piante forestali (Eichetral, 1996 e 2004).

Classe di defogliazione % di Grado di defogliazione
fogliame
perso

0 0-10% Nessuno

1 >10-25% Debole

2 >25-60 % Moderato

3 > 60 % Severo

4 100% Piante morte
Classe di decolorazione % di Grado di decolorazione

fogliare fogliame
decolorato

0 0-10% Nessuno

1 >10-25% Debole

2 >25-60 % Moderato

3 > 60 % Severo

4 100% Piante morte

Classe di danno al % di tessuto morto

tronco ed alle branche

0 0-10%

1 11-20%

2 21-40%

3 41-60%

4 61-80%

5 81-99%

6 100 (piante morte)

Tabella 2. Indice di deperimento calcolato combiltandati di defogliazione e decolorazione
della chioma di cui alla tabella 2 (Eichaghal., 1996 e 2004).

Decolorazione
0 1 2 3 4
0 0 0 1 2
) 1 1 1 2 2
[
S
N
8 2 2 2 3 3
(@)
o
a 3| 3| 3] 3| 3
4 4

0
Piante senza deperimenti, 1 = deperimento debole,
2 = deperimento consistente, 3 = deperimento fdrtepianta morta.
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senza rilevanti fenomeni di deperimento, sono stgtgunte alle osservazioni anche tre
stazioni del Lazio, a diversa altitudine, in cuifdnomeno €& apparso di una certa
rilevanza. Piu precisamente, sono state considdeatstazioni di Castel Porziano
(Roma), in un bosco di querce caducifoglie a 5 s di Tre Croci (Viterbo), in un
bosco misto di cerro e roverella a 320 m. s..mMdnte Rufeno (nelle vicinanze di
Acquapendente — Viterbo), ancora in un bosco nist®rro e roverella a 600 m. s.l.m.
(Figura 4).

Le piu salienti caratteristiche stazionali, fitombagiche, selvicolturali dei boschi presi
in considerazione sono sintetizzate nella tabelldo8e, nell’'ultima colonna, € indicato
altresi l'indice di deperimento del bosco.

Nelle tabelle 4 e 5 sono riportate le carattetsicstazionali, fitosociologiche e
selicolturali dei boschi rispettivamente senza e deperimenti. Per snellire e favorire
la lettura del testo, le schede piu dettagliateia$cuna stazione, unitamente ad alcuni
rappresentativi grafici di Bagnouls — Gaussen, soportate in coda alla Tesi,
nell’Allegato 1.

3.1.2. Endofiti patogeni nel tempo

PoichéBiscogniauxia mediterranea Discula quercinain piu casi hanno mostrato un
andamento apparentemente inverso, per verificdee dapetto e comprenderne |l
significato, sono stati condotti nel tempo studp@sati, integrandoli con dati raccolti
anche in anni precedenti.

Dette indagini sono state condotte nei quercetadeiserva Naturale di Monte Rufeno,
area forestale sita nel Comune di Acquapendengaowincia di Viterbo, al confine con
la Toscana, da anni sotto osservazioni da parteDgrtimento di Protezione delle
Piante.

Piu precisamente, per ogni data, considerandorquaitinte asintomatiche @uercus
cerris di una trentina d’anni, site nella medesima apanpro sui 600 m. s..m.), nel
mese di Maggio e Novembre, nella zona mediana dbltama, sono stati annualmente
prelevati 10 rametti di un anno e 5 rametti didrmi di eta, da cui si € proceduto ad
isolamentiin vitro.

Di tutti gli anni sono stati raccolti i dati climai giornalieri relativi alle temperature

minime, medie e massime ed alle precipitazioni.
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Figura 4. Localizzazione geografica dei boschi ttggai studio per I'analisi delle associazioni d'deidenza di endofiti, patogeni e non, su
piante asintomatiche ). cerris

LAZIO

a) Deperimenti modesti

. Sabaudia (LT), m. 17 s.l.m.

. Castro dei Volsci (RM), m. 96 s.l.m.
. Cori (LT), m. 380 s.I.m.

. Monte Flavio (RM), m. 880 s.l.m.
S. Gregorio (RM), m. 942 s.l.m.
Greccio (RI), m. 1000 s.l.m.
Ortolano (AQ), m. 1050 s.I.m.

. Capannelle (AQ), m. 1300 s.l.m.
b) Deperimenti rilevanti

9. Castel Porziano, m. 5 s.l.m.

10. Tre Croci, m. 320 s.I.m.

11. Monte Rufeno, m. 650 s.l.m.
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Tabella 3. Localizzazione stazionale, carattehstiselvicolturali e grado di deperimento dei bosggetto di studio per
I'analisi delle associazioni e dell'incidenza ddefiti, patogeni e non, su piante asintomatich® dcerris

LOCALIZZAZIONE CARATTERISTICHE SELVICOLTURALI DEPERIMENTI
A QUOTA A
LOCALITA COMUNE PROV m. sim ESPOSIZ. GOVERNO SPECIE| ETA INDICE GRAD
Sabaudia Sabaudia LT 17 - fustaia cerro, farnia . var 0,8 y
Castro Volsci Amaseno FR 96 S-0 ceduo invecchiatoerroc var. 0,5 E
o
Cori Cori LT 380 S ceduo invecchiatg €O 50 0.1 m
roverella ! %
Monte Flavio Palqmbara RM 880 N fustaia cerro 50 02 >
Sabina ! E
S. Gregorio S. Gregorio RM 942 S-0 fustaia ;:errq, var. 0.1 AL
aggio ! —
Greccio Greccio RI 1000 S-0 fustaia cerro 25 0,2 ;
i c
Ortolano Campotosto AQ 1050 N-E avv. alto fusto I:ae%?cl)o, var. 0,3 -
. (@)
Capannelle Campotosto AQ 1300 - fustaia Lae%?(;o, var. 0

Castel Porziano| Roma RM 5 - ceduo invecchidt§ ' farnia 35 25 )
e roverella ) =
. . : cerro, 2
Tre Croci Tre Croci VT 320 S ceduo invecc. var. 35 >
roverel. 1 >
. cerro, =

Monte Rufeno Acquapedente VT 650 S-0 ceduo invece. roverel 40 3,6




Tabella 4. Caratteristiche stazionali, fitosociabbg e selvicolturali dei boschi senza deperimenti.

soprassuolo

. Sabaudia Castro dei ) Monte Flavio | San Gregorio ) Ortolano Passo delle
Stazione _ Cori (LT) Greccio (RI) Capannelle
(LT) Volsci (FR) (RM) (RM) (AQ) (AQ)
Altitudine
17 96 380 880 942 1000 1050 1300
5 |(m. slm)
15 . Parco Regionalel  Comunita Parco Regionale Com. montana . Parco
Q |Struttura Parco Nazionale ) ) ) ) ] Parco Nazionale ]
8 _ dei Monti montana dei Monti Area Protetta dei Nazionale
@ |d'appartenenza| del Circeo _ ) ) o N ) o d’Abruzzo
= Aurunci dei Monti Lepini Lucretili Monti Sabini d’Abruzzo
(<H)
= |Fascia Castanetum
s | Lauretum Lauretum Lauretum Fagetum Fagetum Fagetum  |Fagetum freddd
-% fitoclimatica freddo
<
Iz Tendenzialmen _ _ _
k) Tendenzialmentg Tendenzialmente ) Scheletro | Tendenzialmente Scheletro hel
2 [Suolo e _ _ Profondo argilosg _ _ affiorante su Scheletro
< ) argilloso argilloso affiorante argilloso . il affiorante
o
] Bosco misto con
Bosco misto ) Cerreta pura con ) ) ) .
] ) cerro e Bosco misto _ | Bosco misto Bosco misto vati Prati — Q. cerris
Fitocenosi con cerro e _ sottobosco di _ F. sylvatica — (qualche
_ leccio sottoboscoroverella e cerro cerro e faggio| roverella e cerro| Q. cerris(pochi) .
farnia . Sorbus pianta)
Prunetalia
Eta (anni) 50 10/15 50 40/ 50 40/50 50 varia varia
— |Altezza (m) 15 15 10 15 10 15 varia varia
g 2 |Diametro (cm) 7 6 8 6/7 7 8 vario vario
o
g -2 |Governo fustaia ceduo ceduo invecchiato  fustaia fustaia fustaia avv. alto fusto fustaia
oo
v |Densita del ) ] ) ) ) )
media rada media rada media media media media




Tabella 5. Caratteristiche stazionali, fitosociabbg e selvicolturali dei boschi con

Parametri stazionali e fitosociologici

deperimenti.
Stazione Castel Porziano Tre Croci Monte Rufeno
(RM) (V1) (VT)
Altitudine (m. slm) 5 320 650
Tenuta
S’truttura Presidente Comune Riserva Naturale
d’appartenenza Vetralla

della Repubblicg

Fascia fitoclimatica Lag;le(;[gm Lauretum freddo Castanetum
Suolo Profondo Scheletro affiorantg Scheletro affiorante
. . cerro, farnia, cerro cerro
Fitocenosi :
leccio, roverella roverella roverella
Eta (anni) 35 var. 40
"_E
S |Altezza (m) 14 13 15
Is)
[8)
g
% |Diametro (cm) 10 9 12
K]
% ceduo ceduo ceduo
5 Governo . ) . . . ;
IS invecchiato invecchiato invecchiato
Densita del soprassuolo media alta alta

33




3.1.3. Endofiti fungini su specie diverse duercus

Le indagini sono state condotte nella primavera2@8b, nella Tenuta Presidenziale di
Castel Porziano (RM), in un’area senza manifestazlodeperimenti, considerando 5
specie del genem@uercus in particolareQuercus cerrid_., Q. ilexL., Q. pubescens
Willd., Q. roburL. e Q. suberL., e in un’area con deperimenti, considerando le
quattro specieQuercus cerris Q. pubescensQ. robur e Q. suber(Q. ilex non
presentava il fenomeno).

Le specie scelte sono rappresentative di tutteolendzioni quercine dell’ltalia
centrale. Nello specifico, la stazione é carattatia da clima mitigato dalla vicinanza
del mare (5 — 10 m. s.I.m.), suoli profondi mageit a variazione del livello di falda.
In particolare, nell'area senza deperimenti & spaso in considerazione un bosco
misto di latifoglie, ceduo invecchiato, comprendemiste tra loro le tre specie di
guerce caducifoglie, una lecceta, recentementeatad alto fusto, ed una sughereta,
fustaia, entrambe limitrofe al precedente.

Similmente, nell'area con deperimenti € stato pliasmonsiderazione un bosco misto
di querce caducifoglie ed una limitrofa sughereta.

3.1.4. Metodologia di isolamento e di identificazite specifica

Scelta delle pianteln ciascuna stazione € stata individuata una gardelirca 400
m?, in cui sono state individuatat random le quattro piante di quercia della specie di
Quercus considerata, possibilmente coetanee (eta possiiégmeorrispondente a
quella media del bosco), tutte asintomatiche (innoustato vegetativo, chiaramente
non senescenti), contrassegnandole attraversotoppdarghette plastificate.

Prelievo dei campioni.Per ogni stazione e per ogni specie, dalla partianebasale
della chioma di ogni pianta, sono stati prelevatrdmetti di un anno e 5 rametti di tre
anni d’eta.

Conservazione dei campionila conservazionex situdei campioni € una delle
operazioni piu delicate poiché da questa procedipande la buona riuscita delle
successive fasi. Ogni campione selezionato € gtatmediatamente conservato
all'interno di sacchetti trasparenti di polietileraiusi con nastro adesivo, contenenti
un’etichetta cartacea su cui sono state menzionaieme della localita, data di

raccolta, numero della pianta.
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Tutti i reperti campionati appartenenti ad una nseda stazione sono stati posti
successivamente all’interno di buste di maggiometisioni. Trasportate nei laboratori
del Dipartimento di Protezione delle Piante e padfaterno di una cella frigo alla
temperatura di 4°C. Gli isolamenti sono in genemesauti entro 48 ore della raccolta.
Isolamento.Dopo aver eliminato le eventuali foglie ed aver bwrato il materiale con
acqua distillata, ogni campione é stato sterilizzabtto cappa a flusso verticale, con
immersione successiva (Frohligh al, 2000.) in tre soluzioni: un minuto in etanolo
(C:HsOH) al 75%, tre minuti in ipoclorito di sodio (NAQGI, 7% di Cloro attivo) al
50% e trenta secondi in etanoloX{sOH) al 75%. Successivamente i campioni sono
stati due volte risciacquati in vaschette con acai@gonizzata, preventivamente
sterilizzata in autoclave (121 °C per venti minufijtraverso bisturi da laboratorio sono
stati allestiti i campioni per I'isolamento vitro: 20 gemme (prelevate dai rametti di un
anno), prestando attenzione ad eliminare le peR@dyammenti (piccoli cilindretti, a
circa 1 cm l'uno dall’altro di 3 mm di lunghezzagidrami del 1° anno d’eta; 20
frammenti di corteccia (5 mm x 3 mm x 2 mm, semgpréistanza di circa 1 cm l'uno
dall’'altro) dai rami di 3 anni. In totale sono stabnsiderati 60 campioni per ogni
singola pianta della medesima area.

Infine il materiale sterilizzato é stato posto iagtre Petri con substrato di PDA (potato
— agar — destrosio) contenente streptomicina (§:@émi per litro), al fine di inibire lo
sviluppo di batteri. Sulle piastre é stato indicatd pianta campione, tessuto e numero
progressivo del frammento. Ad operazione ultimgé, campioni sono stati posti, al
buio, nel termostato, ad una temperatura di 2566 ,umidita relativa del 100%.
Identificazione specifica.Dai miceli sviluppati dai singoli frammenti si eqameduto a
successivi reisolamenti, fino ad ottenere per tdigoi di micelio una coltura in purezza.
Le varie colonie sono state indi sottoposte adrgageni, raggruppandole in tipologie,
considerando in un’unica tipologia tutte quellemite tra loro pressoché identiche nelle
varie caratteristiche. Le varie osservazioni deltdture pure sono state condotte
inizialmente allo stereoscopio e/o al microscopitico per trasparenza, Spesso previ
trattamenti e/o allevamenti in condizioni selettiigiluppo in alternanza di luce; a
temperature differenti; su substrati selettivi, .pquer una induzione artificiale delle
fruttificazioni.

Tramite le osservazioni allo stereoscopio, si €pdato al rilievo di:
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1. pigmentazione della colonia, rilevata sia dpbate superiore che dal rovescio della
piastra,

2. sviluppo ed aspetto della colonia. Micelio somsnee/o aereo. Colonie piatte,
aderenti al terreno, bombate, ondulate; con superfegolare, eterogenea, disegni ed
ornamenti particolari, come cerchi concentricit@etcircolari crateri e pieghe; aspetto
opaco, vischioso, polverulento, vellutato, lanogascicolato, infeltrito, fioccoso.
Presenza sulla superficie di gocce d’essudati,idienp colorate, localizzate nella parte
centrale e/o marginalmente;

3. fruttificazioni. Tipo degli apparati di moltipkzione e loro disposizione sul substrato;
colore e caratteristiche dell'apparato conidiogesum modo di ramificarsi, disposizione dei
conidi (isolati, in catene, a grappoli). Modo dipapre degli organi di riproduzione:
singoli o con crescenti, isolati o raggruppati, aaseati, a catena, sferici, schiacciati,
crateriformi, a forma irregolare.

Le osservazioni al microscopio ottico per traspeaesono state rivolte a frammenti di micelio
ed eventuali fruttificazioni, ife conidiogene, spoconidi, ecc. Nel caso di corpi fruttiferi (es.
picnidi), questi sono stati schiacciati sul vetnpmrtaoggetti per rilevare eventuali strutture ed
ife interne e far fuoriuscire conidi o spore.

La determinazione del genere e/o della specie aicana tipologia fungina é stata
effettuata confrontando i caratteri macro e micopsa rilevati, con tabelle, disegni e
schemi riportati in testi di riferimento (BarnettcaHunter, 1972; Lanieet al, 1976;
Carmichaelet al, 1980; Arx, 1981; Ellis and Ellis, 1985; Williamvgoodwards, 2001)

o0 con parametri utilizzati dal Dipartimento di Fenbne delle Piante. In alcuni casi
dubbi, [lidentificazione e stata possibile ricomlen ad analisi molecolare
(sequenziamento del DNA ribosomiale e confronto sequenze presenti in database
internazionali).

Quantificazione delle tipologie fungine.La quantificazione dei singoli generi e specie 0
(in caso di mancata identificazione sistematigaldgie fungine € avvenuta considerando
due parametri distinti: la frequenza d’isolamenka @ensita d’'isolamento.

- Per frequenza d’isolamento s’intende la percémtd#solati di una determinata tipologia
rispetto al numero di campioni totali posti ad ipaxe. Essa € stata considerata globale o

totale, quando riferita alla stazione; relativaarelo riferita ad un organo o ad una pianta.
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- Per densita d'isolamento s’'intende il numeroatéis di una tipologia di fungina (genere o
specie) rispetto al numero d'isolati totali.

| valori di suddetti parametri sono stati indi nadili calcolando quando possibile la
deviazione standard, facendo riferimento (per $ingegano o per l'insieme mediato degli

organi) alla singola pianta, oppure a tutte letgiainun singolo sito.

3.1.5 Rilievo dati climatici

| dati climatici sono stati ottenuti tramite i keitini metereologici redatti dallUCEA
(Bollettino Agrometereologico nazionale), dall’Aak{Agenzia Regionale per lo Sviluppo ed
Innovazione dell’Agricoltura Lazio) e dallARSSA péa regione Abruzzo. Le stazioni
metereologiche di riferimento sanb — Borgo San Michele indicativa per le aree esatai
in provincia di Latina; 2 — San Gregorio da Sassatkcativa per le stazioni limitrofe a
Roma; 3 — Rieti indicativa per Greccio; 4 — CaBmiziano per la bassa pianura limitrofa a
Roma; 5 — Acquapendente per i dati di Acquapendeeliilto Lazio. La stazione di
riferimento dell’Abruzzo & quella di Isola Gran SagTE).

| dati relativi alla stazione di Monte Rufeno, viédi nella attigua area Con.Eco.For.,
sono stati forniti dal Corpo Forestale dello Stato.

Per il periodo dicembre 2005 — novembre 2006, ii datativi alla zona di
Acquapendente sono stati forniti dall’'Ufficio Idmadico e Mareografico della Regione

Lazio.

3.1.6 Analisi dei dati.

| dati ottenuti nelle varie tipologie di indaginguardanti le associazioni tra gli endofiti
fungini suQuercusspp. sono stati sottoposti ad analisi statistica.

Il calcolo della deviazione standard e stato eftdti all'interno delle varie categorie
mediate.

Per rilevare la diversita di specie riscontratdeneérie situazioni si € ricorso all’analisi
della ricchezza di specie, della dominanza e delld di diversita.

L’analisi e stata effettuata impiegando l'indiceMiargaleef definito come:

d=(S-1)/ logN

dove S e il numero di specie fungine isolate edilNnemero totale di colonie.
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Il valore dell'indice cresce se il numero di spegigrande rispetto al numero di
individui. Il valore teorico massimo € 1 (S = N).

Per valutare il livello di diversita tra le assaani € stato utilizzato I'indice di
Shannon, calcolato come:

H=->PlogR

dove: R = nyN = probabilita di importanza di ciascuna specie=ndimensione di
ciascuna specie, N = dimensione della comunita.

H e solitamente compreso tra 0 e 4 (Magurran, 1988)arita di numero di specie, il
valore cresce al crescere dell’eterogeneita; agpdrieterogeneita, cresce al crescere del
numero di specie.

Per evidenziare l'influenza del grado di deperimetei vari boschi sulla sull'incidenza
dei vari endofiti patogeni nelle piante asintomaticsono state effettuate opportune
correlazioni tra l'indice di deperimento dei singbbschi ed il numero di colonie di

endofiti fungini di volta in volta ricavate.
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3.2 STUDI IN VITRO SULL'ANTAGONISMO TRA ENDOFITI FUNGINI ,

PATOGENI E NON

Gli studi sono stati condotin vitro, prendendo in considerazione specie fungine,
patogene e non, risultate tra le piu ubiquitariéreguenti nelle sopra menzionate
ricerche, tenendo presenti i programmi (ed evitamghetizioni) del menzionato
Progetto PRIN — COFIN (vedi pag. 26) nelllambitd geale la Tesi era inserita.

3.2.1.FUNGHI ESAMINATI

Per queste prove, ad integrazione delle indagindotie dalle altre Unita Operative del
suddetto Progetto PRIN, sono stati consideratidee patogeni che dalle suesposte
nostre ricerche sono risultati tra gli endofiti picorrenti, e precisamente:

1. Biscognauxia mediterranedungo mitosporico, dellelyphales agente di cancri
corticali, in grado di colonizzare i tessuti diteute cerchie vitali del fusto;
ritenuto il patogeno opportunistico piu importantd deperimento delle querce
nelle aree mediterranee.

2. Coryneum quercinumcaratterizzato da acervulMglanconiaceag agente di
cancri corticali esterni, rari sul tronco, piu foepti sui rametti; con
frutificazioni piuttosto sporadiche.

3. Pleurophoma cavecaratterizzata da picnidsphaeropsidacegecon ruolo poco
conosciuto nel fenomeno deperimento.

Detti patogeni sono stati messi a confronto atia endofiti fungini non patogeni, scelti
tra i piu frequenti nei suddetti monitoraggi. Essino: 1) Acremoniumsp., 2)
Aureobasidium pullulans(De By.) Arnaud, 3) Cladosporium cladosporioides
(Fresenius) G. A. de Vries, EpicoccurmigrumLink., 5) Gliocladium roseuniBainer,

6) Penicilliumsp., 7)Trichoderma viridePers. ex Fr. e 8Yerticillium lecanii(Zimm.)
Végas.

E stato altresi fatto un confronto incrociato, dappa coppia, per valutare eventuali
reciproci antagonismi tra le tre specie patogeonesiderando in particolare coppie di
specie, quali, ad esempiB, mediterraneae D. quercina la cui incidenza, come si

ripete, € sembrata avere un andamento opposto.
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Per rendere piu scorrevole l'analisi di questa, teisia succinta descrizione degli
organismi utilizzati nelle prove, con maggiori dgli per le specie ritenute piu

interessanti, € riportata in appendice, nell’altega

3.2.2.METODOLOGIA
Le prove di antagonismo sono state condotte riodoesia a colture duali che

all'utilizzo di filtrati colturali degli antagonigtaddizionati al substrato.
3.2.2.1. Substrati utilizzati

Nelle colture duali, per la crescita dei funghi e@tate utilizzate piastre Petri contenenti
PDA (potato dextrose agar), in quantita di 39 graipen litro.

Per ottenere i filtrati colturali é stato usato feia dox liquid medium, un terreno

liguido a base azotata, costituito da: Nitrato aldis, cloruro di potassio, magnesio,
solfato di ferro, solfato di potassio e zucchetq@H € neutro (6.8+0.2). Esso e stato
utilizzato in quantita di 33 grammi per litro.

Prima dell'inoculazione, le beute contenenti ilréi0 liquido sono state sterilizzate in

autoclave a 121°C per 15 minuti.

3.2.3.2. Modalita

3.2.3.2.1 Colture duali

| saggi sono stati effettuati in capsule Petri 8icin di diametro, nelle quali, ad una
distanza di 45 mm tra loro, sono stati inseritigcdetti (4 mm di diametro) di micelio
prelevati da una giovane colonia che aveva appieppearto la capsula Petri (dei due
funghi posti a confronto).

Le capsule cosi preparate venivano poi inseritetarehostato a 20°C per favorire la
crescita dei funghi. Ogni giorno sono state presemisure di crescita (mm), nelle
quattro direzioni, fino al contatto tra i due micel

L’inibizione e stata valutata sulla base di undioe di inibizione” (li), calcolato a
mezzo della seguente formula:

li=[(R-r)/R]x100

Dove:

R: Media degli accrescimenti del patogeno nelldt@® alirezioni (in alto, in basso e

verso la direzione opposta all’antagonista);
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r : Media degli accrescimenti del patogeno neltazione verso I'antagonista.
L’antagonismo dei vari funghé stato valutato anche attraverso un indice cdlzola
secondo Badalyaet al. 2002 (modificato), che prevede l'attribuzione dlari diversi a
seconda del tipo di interazione che si verificalé&r@olonie duali saggiate: valore 1 =
inibizione per contatto miceliare = interaziondigo A; 2 = inibizione a distanza (tipo
B); 3 = crescita dell’antagonista sulla colonia gatogeno (tipo C). A queste vanno
aggiunte le possibili combinazioni fra le interadid e C e fra quelle B e C, con valori
di: 3,5 = parziale sovracrescita dell’ antagon®ih patogeno dopo blocco iniziale per
contatto (interazione CAl); 4 = parziale sovradtasdell’antagonista sul patogeno
dopo blocco iniziale per a distanza (CB1); 4,5 mpteta sovracrescita della colonia
antagonista su quella del patogeno dopo bloccaaleiper contatto (CA2); infine, 5 =
completa sovracrescita dell'antagonista sul patoggopo blocco iniziale a distanza
(CB2). Nel caso delle interazioni di tipo B (valassegnato pari a 2) si assegnano poi
dei valori aggiuntivi: +1 quando la zona di inilwiee € compresa fra 5 e 10 millimetri,
+2 quando la stessa e superiore a 10 mm.

3.2.3.2.2. Filtrati colturali

Le prove di crescita di ciascun patogeno sono stabelotte mescolando al substrato
agarizzato il filtrato colturale dell’antagonista ire diversi rapporti, e precisamente:
1:1; 1:3 e 3:1.

E stato quindi seguito lo sviluppo delle coloniel deatogeno, misurandone
quotidianamente il diametro e conducendo osserwazid loro aspetto e su eventuali

alterazioni morfologiche delle ife, in confrontorcquelle testimoni.

3.2.3.0SSERVAZIONI AL MICROSCOPIO ELETTRONICO A SCANSIONESEM)

Per le colture duali caratterizzate da evidenti gortamenti antagonistici, al fine di
rilevare il tipo di interazione miceliare tra lelaoie, sono state effettuate osservazioni
al microscopio elettronico a scansione (SEM).

Le osservazioni sono state condotte utilizzan®EiM - Jeol ISM-5200, in dotazione al
Centro Interdipartimentale di Microscopia Elettimani (CIME) dell’'Universita degli

studi della Tuscia, con la collaborazione del peas®tecnico ad esso preposto.
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| campioni utilizzati per le osservazioni sono istatvati tenendo conto della necessita

che essi non superassero le dimensioni di partdhfe5 cm di lato e circa 0, 5 di

profondita, dalle piastre di riferimento.

Le osservazioni sono state precedute dal processmetallizzazione con oro,

sottovuoto, che prevede una successione di patid¢chttamenti.

Il protocollo utilizzato per tale preparazione dampioni € il seguente:

1) fissazione in gluteraldeide (5% glutaraldehydelitil in un tampone di fissazione
(cacodylate sucrose buffer 0.1 M: 0.1 M sucrosetM CaCl2, 5 mM MgCI2, pH 7.2)
per 12 ore a 4 °C;

2) lavaggio nel tampone di fissazione di cui sopra’€4

3) fissazione in tetrossido di osmio (1% Qs® 0.1 M cacodylate buffer pH 7.2) per 3
ore a4 °C;

4) lavaggio nel suddetto tampone di fissazione paralagt °C;

5) disidratazione a temperatura ambiente, con passaguiccessione di 15 minuti in
etanolo al 30%, al 50% ed al 70%; infine, passagygetanolo al 100% per 1 ora a
temperatura ambiente;

6) rimozione dei residui di etanolo ed essiccazionepdeparato mediante numerosi
passaggi in fluido di transizione (EGquida: Costante Critica = 31,1°C; 1072 P.S.I.
= 0,069 bar) (Critical Point Drying);

7) montaggio su appositi supporti (stubs) e metaliznge (sputtering), con sottile (20
nm) strato di oro.

Utilizzando i preparati cosi metallizzati sono staffettuate le varie osservazioni sulle

ife e sui loro contatti, sulla morfologia e suiat@®i cambiamenti, al fine di verificare

ogni anomalia (deformazioni, strozzamenti, schementi, ingrossamenti, anastomosi,
avvolgimenti, collassi, perforazioni, formazionirppeolari) utile per valutare fenomeni

di micoparassitismo, di interferenza, di alteraziomorfologiche in genere.

Le osservazioni sono state condotte con ingrandinoempresi tra 1000x e 5000x

(anche 7500). 1 rilievi piu interessanti sono steggistrati attraverso opportune

documentazioni fotografiche.
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4. RISULTATI

Le ricerche condotte con questa Tesi di Dottonatentrate sul gene@uercus hanno
portato a risultati molto interessanti, sia perrqaaconcerne le indagini in bosco, sulla
presenza di endofiti fungini, patogeni e non, ianpé asintomatiche, sia per quanto

concerne quelle in laboratorio sugli antagonisiani trari endofiti.

4.1STUDI SULL ' INCIDENZA E SULLE ASSOCIAZIONI DI ENDOFITI

| risultati verranno esposti considerando dapprifitcidenza e le associazioni di
endofiti fungini, patogeni e non, su organi divegsicerrisin boschi diversificati per
zona geografica (soprattutto situazioni altitudin@lcondizioni sanitarie del bosco (con
approfondimenti sul reciproco andamento dell'incz® nel tempo, in un bosco
deperiente, dei due endofiti patogeni a piu elevaiaidenza, Biscogniauxia
mediterraneae Discula quercing, per passare poi ai dati relativi a specie dwels

Quercusnella medesima stazione, in aree senza e con Emamdeperimento.

4.1.1. Endofiti fungini in diverse situazioni ambiatali

Nelle tabelle 6, 7 e 8 si riportano le densita stilamento dei vari endofiti fungini,
patogeni e non, rispettivamente su gemme, ramietth nno e corteccia di rametti di
tre anni prelevati da piante asintomatichediercus cerrisnelle varie stazioni situate
ad altitudini diverse, dal litorale laziale a zom®ntane del Terminillo e del Parco
Nazionale d’Abruzzo.

Nella tabella 9 si riportano i valori medi dellendéa di isolamento relative alle tre
precedenti tabelle.

Nelle tabelle 10, 11 e 12 sono riportate le derdiifaolamento degli endofiti sempre su
gemme, rametti di un anno e corteccia di ramettraianni di piante asintomatiche di
Quercus cerris prelevati in tre boschi del Lazio, ad altitudohiverse, interessati da
accentuati fenomeni di deperimento.

Nella tabella 13 sono riportate le medie di tali.da

SPECIE ENDOFITE RISCONTRATE

Nel complesso, nei boschi senza rilevanti fenonaerdeperimento, sono state isolate
diciotto specie di endofiti fungini, di cui dieaso patogeni, sette delle quali noti agenti
di necrosi corticaliBiscogniauxia mediterrane&oryneum quercinunCytosporasp.,
Fusariumsp., Monochaetiasp., Phomopsis quercindleurophoma caJja mentre otto
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sono endofiti non patogeni su piante di intereseeestale (Acremonium sp.,
Aureobasidium pullulans Cladosporium cladosporioides Epicoccum  nigrum
Gliocladium roseumPenicilliumsp., Trichoderma viride Verticillium lecani), vari dei
quali conosciuti come antagonisti di patogeni.

Nei boschi con rilevanti deperimenti le specie aditithe sono risultate le stesse
riscontrate nei boschi “sani”, salvo aggiungeragénte di necrosi corticale)iplodia
corticola(Tab. 14).

In ogni caso, le associazioni e le incidenze dei eadofiti sono risultate variare con
I'organo, con la stazione e lo stato fitosanitaleb bosco.

INFLUENZA DEGLI ORGANI

Solo qualche endofita é risultato assente in gqualdei tre tipi di “organo” utilizzati,
mentre la maggior parte, sia pure con incidenzarda; ha interessato sia gemme, sia
rametti di un anno che corteccia di rametti dietn@i (Tab. 15).

Nei boschi senza deperimenti, ad esempio, &rytis e Monochaetia peraltro
riscontrati solo nella stazione di Sabaudia, e@ssenti nelle gemme e nei rametti di un
anno rispettivamente; nei boschi con deperimémtinochaetia non e stata mai
riscontrata, mentreCytospora esclusivamente su rametti e corteccia, e soloanell
stazione di Tre Croci.

Dalla tabella 15 si puo notare come lincidenza taiune specie endofitiche si
diversifichi da un organo all’altro.

Tra i patogeni, I'incidenza @. mediterraneaumenta passando dalle gemme ai rametti
di un anno alla corteccia dei rametti di tre afqmentre un andamento inverso viene
mostrato d&. cava

Coryneum quercinune Cytosporasp. mostrano maggiore incidenza sui rametti di un
anno.

Tra i non patogeni Acremoniunsp.,Cladosporium cladosporioidesPenicillium sp.
presentano una maggiore presenza sulle gemmetoigpaametti, mentrd. pullulans
presenta una maggiore incidenza nei rametti dinuno aispetto agli altri due “organi”.
INFLUENZA DELL’ ALTITUDINE

Nelle nostre condizioni sperimentali e con il numdelle stazioni considerate, non si &

riusciti a correlare le associazioni e le incidede#le varie specie endofitiche con le
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condizioni pedologiche della stazione e con le igegestioni del bosco. Per contro
esse sono risultate molto condizionate dall’alitede quindi dal clima, e dallo stato
fitosanitario del bosco, in particolare per quamtmncerne il peso degli endofiti
patogeni rispetto a quelli non patogeni.

Considerando i patogeni, ad esempio, nelle 8 stagenza deperimenti (Tab. 9), spicca
il comportamento dB. mediterraneala cui incidenza decresce al di sopra degli 800 m
s.l.m. ed e praticamente nulla sopra i 1000 mms.l.cosi comé. quercina mentre, al
contrarioP. cava presente in tutte le stazioni, mostra le maggmmidenze oltre i 1000
m. s.l.m.

D. quercina anch’essa presente ovungue, pur presentandoateeofe variabilita da
una stazione all'altra, non ha mostrato una paletre correlazione con i parametri
considerati. Quanto agli altri patogeni, € da skEgeacomeCytosporasia risultata
presente in 4 staziorfrusariumin sei eC. quercinumn sette stazioni.

Considerando gli endofiti non patogeririchoderma, Epicoccum Gliocladium ed
Acremonium sono risultate le quattro specie presenti in tudestazioni senza
deperimenti, con variabilita non collegabile con d#itudini, fatta eccezione per
Aureobasidiumpullulans, la cui incidenza sembrerebbe riduran ¢®@ quota e per
Verticillium, che é apparso assente sopra i 1000 m. s.l.m. .

Il peso degli endofiti patogeni e non patogenitivi®me gruppi separati, nhon hanno
globalmente manifestato una correlazione con titalthe. Per contro, i due gruppi sono
risultati significativamente correlati con lo stditosanitario del bosco.

RELAZIONI TRA DEPERIMENTI ED ENDOFITI FUNGINI

Confrontando globalmente le aree senza deperiniEal. 9) e quelle con fenomeni di
deperimento (Tabb. 13 e 15), considerando piamt¢oasatiche, e stata notata una forte
diversificazione nell'incidenza dei vari endofifpatogeni e non, e nell'incidenza
complessiva dei due gruppi.

In entrambi i casi il patogeno piu diffuso & appdds quercinama con una incidenza
molto piu elevata nei boschi senza fenomeni di demnto rispetto a quelli con
deperimenti (55,13 % contro 33,23%), dove invegesisultati aumentare vari agenti
di necrosi corticale notoriamente implicati neldereno.

Tra questi aumentano la loro presenza sopratBittoediterranegche passa da 1,77%
a ben 27,43%)P. quercina(da 0,49% a 10,32%]Y;. quercinum(da 0,61% a 2,52%).

Nei boschi deperienti compaiono peralDiplodia corticola e Monochaetia sp., mai
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riscontrati nelle otto stazioni con boschi saniloS®. cavae risultata ridursi nei boschi
con deperimenti (da 8,42% a 5,66%).

Quanto agli endofiti non patogeni, vari di essi begrebbero ridurre la propria
incidenza passando dalle aree senza deperimentielle gcon deperimenti ed in
particolareAcremoniumsp. (da 5,41% a 1,60%\. pullulans(da 3,14% a 1,32%Y;.
cladosporioidegda 7,40% a 1,24%3. roseun{da 1,55% a 1,29%}Renicilliumsp. (da
6,16% a 1,83%);E. nigrume V. lecaniimostrano un leggero aumento nelle aree con
deperimenti rilevanti, rispettivamente da 1,07%28% e da 0,56% a 0,79%)
Complessivamente, considerando I'insieme degli tagienecrosi corticali e gli endofiti
non patogeni, passando dai boschi senza deperimentelli colpiti dal fenomeno, si
nota chiaramente come i primi aumentino da 14,0#1%addirittura 50,64%, mentre i
secondi scendono da 27,75 a 11,43%.

Merita tuttavia segnalare come, passando dai baschia quelli degradati, si riducano
notevolmente anche gli isolamenti muti (da 29,06%,80%), a significare che la
presenza di endofiti fungini nei tessuti delle pgam boschi con elevata pressione di
inoculo, aumenti in maniera rilevante.

Nella tabella 16 sono riportati i risultati relatiall’applicazione degli indici di
Margaleef e Shannon alle specie fungine risconsatpiante diQ. cerris nelle varie
stazioni.

Da tale tabella appare evidente come non esistaffierethize significative nella
ricchezza di specie fungine riscontrate @u cerris nelle varie stazioni. Quanto alla
diversita delle singole specie fungine, sebbendtata diversa nelle varie stazioni, essa
non e apparsa correlata con laltitudine né sonersenlogiche differenze tra i boschi
senza e quelli con deperimenti.

Nella figura 5 e riportato il grafico della regriesee lineare del numero complessivo di
colonie di endofiti fungini agenti di necrosi cadli, ricavate da piante asintomatiche di
Q. cerrisnelle stazioni esaminate, sull'indice di deperinoeshéi rispettivi boschi.

Si pud notare la buona correlazione @R0,7151) tra “l'incidenza complessiva” dei
patogeni agenti di necrosi corticali e lindice deperimento (Fig. 5a). Detta
correlazione appare ancor piu elevatd £R0,9594) quando si considera solamente il
patogend. mediterranedFig. 5b).
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Tabella 6. Densita di isolamento media (%) dei eadofiti fungini nelle gemme di piante asintomlagiadi Q. cerris nelle otto
stazioni distribuite ad altitudini diverse e cagattzate da assenza di fenomeni di deperimento.

GEMME Sabaudia Castro dei Cori Monte Flavio | San Gregorio Greccio Ortolano Passo
— LD s ) (RM) (RM) (RD (AQ) Ao [mepia
Generi fungini m. 17 slm M. 96 sIm m. 380 sIm m. 880 sIm m. 942 sim m. 1000 sim | m. 1050 sIm m. 1300 slm
o Biscogniauxia mediterrane| 5,06+0,75 2,30+0,67 1,98+0,54 1,04+0,61 0,12+0,09 ,6780,08 0,00 0,00 1,40
.g Coryneum quercinum 0,38+0,09 0,00 0,13+0,09 0,00 0,12+0,06 0,00 0,00 2,13+0,29 0,35
§ Cytosporasp. 0,00 0,00 0,12+0,07 0,00 0,94+0,09 0,00 0,00 0,00 0,13
8 [Fusarium sp. 0,00 0,61:0,09 | 2,14%0,25 0,00 042$0,07 | 10,49+1,09| 1,85:0.15 000 1,94
= § Monochaetiasp. 1,58+0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20
§ g Phomopsis quercin 0,27+0,06 0,00 0,12+0,09 0,14+0,09 0,12+0,03 0,00 0,00 0,00 0,08
é‘__ % Pleurophoma cav 4,01+0,37 0,00 0,14+0,05 17,29+1,96 0,39+0,06 0,00 12,87+1,39 41,43+3,99 9,572
Totale 11,30 2,91 4,63 18,47 2,11 11,16 14,72 43,56 13,61
Alternaria sp. 0,00 0,30+0,011 2,04+0,27 0,00 1,47+0,32 20,57+2,87 1,45+0,32 3,23+0,78 3,63
g Discula quercin: 34,8413,98 85,3746,43 38,89+3,5 14,97+1,51 86,1629 42,42+4,39 69,84+7,09 37,26£3,97  51,p2
Totale 34,84 85,67 40,93 14,97 87,63 62,99 71,29 40,49 85541,
Totale patogeni 46,14 88,58 45,56 33,44 89,74 74,15 86,01 84,05 4668,
/Acremoniumsp. 32,23£3,12 3,35+0,41 3,25+0,41 14,18+1,83 0,95+0,03 0,32+0,04 3,86+0,47 1,12+0,26 7,41
IAureobasidium pullulan 10,07+1,21 0,25+0,09 0,76+0,11 0,35+0,06 0,21+0,02 0,12+0,06 1,84+0,17 3,35+0,89 2,1p
E Cladosporium cladosporioidés 7,94+0,67 2,40+0,29 29,74+2 8] 28,5442 16 1,64+0,19 9,54+1,04 0,00 0,79+0,09 10,07
5 Epicoccun nigrum 1,30+0,03 1,25+0,11 1,23+0,17 0,21+0,04 0,35+0,09 ,99460,09 1,88+0,15 1,76+0,59 1,12
E Gliocladium roseum 2,32+0,28 1,75+0,19 0,97+0,1 0,49+0,07 0,93+0,05 2240,17 1,03+0,17 1,18+0,27 1,24
g Penicillium sp. 0,00 0,00 16,18+1,97 21,56+2,34 2,62+0,48 10,41+1,d 3,380,y 3,60+0,48 7,22
Trichoderma viride 0,00 1,58+0,11 1,99+0,21 1,2340,21 2,98+0,37 3,03+0,35 ,9940,17 4,15+0,56 2,12
Verticillium lecanii 0,00 0,84+0,09 0,32+0,05 0,00 0,58+0,09 0,22+0,07 0,00 0,00 0,25
Totale non patogeni 53,86 11,42 54,44 66,56 10,26 5,8% 13,99 15,95 31,54
Isolamenti muti (%) 9,9#1,04 0,00 38,75:3,45 78,75:6,99 14,4G£1,38 38,7%3,71 28,05:2,34 48,335,06 32,13




Tabella 7. Densita di isolamento media (%) dei eadofiti fungini nei rametti di un anno di piamtsintomatiche dQ. cerris nelle
otto stazioni distribuite ad altitudini diversea&ratterizzate da assenza di fenomeni di depetamen

RAMETTIDI 1 ANNO Sabaudia Castro dei Volsci Cori (LT) Monte Flavio | San Gregorio Greccio (RI) Ortolano Caggrs\f\(z)elle
] . (LT (FR) m. 380 sIm (RM) (RM) m. 1000 sim (AQ) (AQ) MEDIA
Generi fungini m. 17 slm m. 96 sim m. 880 sIm m. 942 slm m. 1050 slm m.1300 sim
% Biscogniauxia mediterrane 5,84+0.69 1,30t0,11 2,1#0,23| 1,2#0,19 0,52+0,09 0,74:0,09 0,00 0,00 1,48
"% Coryneum quercinum 1,84+0,09 0,40t0,09 0,19+0,09( 0,37#0,08 0,37#0,08 0,31+0.09 0,00 2,75:0,39 0,78
(&)
‘% [Cytosporasp. 0,00 0,32t0,08 0,32:0,08| 0,22t0,09 2,60:0,22 0,00 0,00 0,00 0,43
§ Fusarium sp. 0,00 0,10t0,09 6,510,69 0,00 2,53t0,39 17,0#1,85 2,05:0,27 2,86t0,44 3,89
> -.; Phomopsis quercin 2,29+0,26 0,40t0,07 0,630,08| 0,24t0,07 0,00 0,45:0,08 0,00 0,00 0,50
¢ | € preurophoma cav 8,170,904 139¢:1,45 |1,580,19| 0,00 1530,19 | 104015 | 1323136 | 32,424,98 | 8,98
E_ <CE’ Totale 18,14 16,42 11,40 2,10 7,56 19,61 15,28 38,0 16,07
Alternaria sp. 0,00 1,55:0,14 1,43:0,17 0,00 1,53t0,18 16,3%1,79 1,47#0,21 5,71#0,79 3,51
= Botrytis sp. 1,02+0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,1
< Discula quercine 34,413,68 66,32t7,84 |47,2Gt5,04] 48,255,06 79,17%8,07 50,255,93 | 65,3#6,45 | 36,584,79 | 53,44
Totale 35,43 67,87 48,63 48,25 80,71 66,64 66,84 2942 57,08
Totale patogeni 53,56 84,29 60,03 50,35 88,27 86,25 82,12 80,32 73,15
/Acremoniumsp. 6,35:0,55 8,45:0,97 2,99:0,34| 8,51+0,94 1,01+0,12 1,94+0,28 2,45:0,51 0,3%0,09 | 4,01
IAureobasidium pullulan: 28,43t2,57 0,04£0,04 0,7%0,09| 1,03:0,18 2,40:0,31 1,05:0,14 2,05:0,36 2,86:0,39 | 4,83
E Cladosporium cladosporioidg 5,08t0,49 1,350,15 14,87%1,54) 20,34t2,39 1,4#0,25 5,98t0,64 0,00 0,32+0,08 6,18
5 Epicoccum nigrum 1,54t0,17 1,40t0,17 0,7%0,09| 0,36t0,09 0,4%0,07 1,04t0,19 2,9#0,45 1,30t0,19 1,23
<
% Gliocladium roseum 1,8740,12 1,690,19 1,58:0,06| 1,76:0,34 1,600,19 1,08:0,11 2,48:0,79 0,5#0,09 1,58
% Penicillium sp. 0,00 0,00 15,82t1,67| 15,45:1,63 0,130,07 0,87#0,10 4,48:0,93 9,41+1,15 | 5,77
Trichoderma viride 2,29t0,24 1,98+0,24 2,43:0,29| 1,4#0,19 3,65t0,45 1,25:0,21 3,45:0,51 4,86:0,57 2,67
Verticillium lecanii 0,88t0,09 0,80t0,09 0,780,09| 0,73t0,09 0,980,122 0,54:0,08 0,00 0,00 0,59
Totale non patogeni 46,44 15,71 39,97 49,65 11,73 13,75 17,88 19,64 8524,
Isolamenti muti (%) 5,5+0,61 11,2%1,57 |70,0a:7,65 81,25:8,25 18,5G:2,06 23,75:2,69 16,05:1,96 41,6%5,54 | 33,50




Tabella 8. Densita di isolamento media (%) dei eadofiti fungini nella corteccia di rami di trerardi piante asintomatiche Q.cerris
nelle otto stazioni distribuite ad altitudini drge e caratterizzate da assenza di fenomeni dridegp®o.

CORTECCIA RAMI DI 3 ANNI Sabaudia Ce\‘/sé[:c?ei Cori(LT) | Monte Flavio | San Gregorio | . .o\ | Ortolano caggﬁicélle
G (FR) m. 380 sIm (RM) (RMm) m. 1000 sim (AQ) (AQ) MEDIA
Generi fungini m. 17 slm m. 96 sIm m. 880 sIm m. 942 sim m. 1050 slm m.1300 sim
© Biscogniauxia mediterrane |10,19+1,54 0,00 2,95+0,37 2,97+0,41 2,33+0,34 1,08+0,24 0,00 ,000 2,44
.S Coryneum quercinum 1,14+0,29 0,350,08 0,22+0,08 0,29+0,09 0,23+0,09 0,53+0,08 0,00 2,84+0,31 0,70
E Cytosporasp. 0,00 0,14+0,08 0,35+0,09 0,09+0,08 2,24+0,31 000, 0,00 0,00 0,35
.g Fusarium sp. 0,00 1,25+0,25 0,00 0,00 0,00 4,08+0,59 2,630, 0,00 1,00
é Monochaetiasp. 1,54+0,32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 190,
E E Phomopsis quercin 1,26+0,25 0,40+0,07 0,17+0,08 0,350,071 4,36x0,68 ,54$0,09 0,00 0,00 0,89
;-é gm Pleurophoma cav 1,06+0,18 5,00+0,71 1,94+0,27 2,77+0,39 1,02+0,24 ,97$£0,08 16,49+1,78 24,883,006 6,77
Totale 15,19 7,14 5,63 6,47 10,18 7,20 19,13 27,72 12,33
Alternaria sp. 0,00 0,90+0,11 3,03+0,41 0,00 1,45+0,21 4,3540, 1,23+0,21 6,45+0,97 2,18
= Botrytis sp. 0,26+0,09 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 030,
g Discula quercine 59,97+6,84 73,02+8,94 52,06+6,48 44,90+5,87 75,5948,07 70,A36| 62,33+7,04 47,3345,13 60,74
Totale 60,24 73,92 55,09 44,90 77,04 75,06 63,56 753 62,95
Totale patogeni 75,43 81,06 60,72 51,37 87,23 82,26 82,69 81,50 75,28
IAcremoniumsp. 2,38+0,37 11,25+2,14 3,97+0,51 12,20+2,08 3082+ 1,34+0,27 2,58+0,31 0,89+1,13 4,80
IAurecbasidium pullulans 9,23+1,12 0,53+0,07 0,88+1,12 1,14+0,3% 0,37+0,08 ,88#0,11 2,43+0,29 4,23+0,54 2,46
E Cladosporium cladosporioidess,30+0,64 2,30+0,28 13,54+1,82 17,19+2,4B 1,86+0,23 6,90+0,71 0,00 0,59+0,11 5,96
5 Epicoccum nigrum 0,85+1,01 0,80+0,11 0,82+1,13 0,42+0,09 0,58+0,00 ,0940,29 1,53+0,19 0,87+0,15 0,87
§ Gliocladium roseum 2,23+0,39 1,93+0,28 1,69+0,26 2,03+0,31 2,09+0,34 ,3840,24 2,05+0,22 1,29+0,36 1,84
% Penicillium sp. 0,00 0,00 14,1742,13 11,83+1,8 0,45+0,0[7 034 3,85+0,41 9,68+1,13 5,48
Trichoderma viride 3,12+0,45 1,83+0,24 2,87+0,39 2,97+0,39 2,39+0,38 1,98+0,26 4,87+0,53 0,95+0,13 2,62
\Verticillium lecanii 1,46+0,25 0,30+0,09 1,35+0,34 0,86+1,11 1,21+0,14 0,33+0,08 0,00 0,00 0,69
Totale non patogeni 25,97 18,94 39,28 48,63 12,77 17,74 17,31 18,50 7224
Isolamenti muti (%) 9,38+0,98 0,00 17,50+2,17 48%5,97 14,06+1,71 13,75+1,43 20,73%3,0¢ 48,33+5,12 21,56




Tabella 9. Densita di isolamento media (%) dei vadofiti fungini su piante asintomaticheQli cerris nelle otto stazioni distribuite ad
altitudini diverse e caratterizzate da fenomerdeberimento pressoché assenti.

42,08+5,78

INTERA PIANTA Sabaudia C?/sggccijei Cori (LT) Monte Flavio | San Gregorio Greccio (RI) Ortolano Caggﬁicélle
Q) (FR) m. 380 sIm (RM) (RM) m. 1000 sim (AQ) (AQ) MEDIA
Generi fungini m. 17 slm m. 96 sim m. 880 sIm m. 942 sim m. 1050 sim m.1300 sim
© Biscogniauxia mediterrane | 7,03+0,84] 1,20+0,25 2,37+0,31 1,76+0,28 0,99+0,11] 0,83+0,1 ,000 0,00 1,77
_8 Coryneum quercinum 1,12+0,28 0,25+0,08 0,18+0,08 0,22+0,09 0,24+0,08 0,28+0,0 ,000 2,57+0,36 0,61
% Cytosporasp. 0,00 0,15+0,06 0,26+0,07 0,10 1,93+0,44 0,00 000, 0,00 0,31
-g Fusarium sp. 0,00 0,65+0,09 2,88+0,32 0,00 0,98+0,13 10,3342 2,18+0,45 0,95+0,16 2,28
§ Monochaetiasp. 1,04+0,21 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,1
E E Phomopsis quercin 1,27+0,34 0,27+0,09 0,31+0,09 0,24+0,08 1,49+0,23 0,33+0,0 ,000 0,00 0,49
é ;%, Pleurophoma cav 4,41+0,61 6,30+0,87 1,22+0,24 6,69+1,12 0,98+0,16 0,67+0,0 4,20+2,07 32,91+4,08 8,42
o Totale 14,88 8,82 7,22 9,01 6,62 12,66 16,38 36,43 14,01
Alternaria sp. 0,00 0,92+0,14 2,17+0,36 0,00 1,49+0,34 13,7312 1,38+0,39 5,13+0,62 3,11
.— [Botrytissp. 0,42+0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0
g Discula quercing 43,08+6,09 74,90+8,59 46,0515,29 36,04+4,07 80,31+8,0p 54,4536 65,85+7,14 40,39+4,85 55,1
Totale 43,50 75,82 48,22 36,04 81,79 68,23 67,23 525 58,29
Totale patogeni 58,38 84,64 55,44 45,05 88,41 80.89 83,61 81,96 72,30
IAcremoniumsp. 13,65+1,7p 7,68+1,15 3,40+0,41 11,63+2,16 1,93+0,21 1,20+0,2f 2,96+0,41 0,79+0,11 541
IAureobasidium pullulan: 15,91+2,1T7 0,27+0,09 0,80+0,11 0,84+0,08 0,99+0,13 0,68+0,0 ,1120,33 3,48+0,47 3,14
= Cladosporium cladosporioidgs,11+0,83| 2,02+0,24 19,38+2,09 22,02+3,04 1,66+0,25 7,47+0,9 0,00 0,57+0,09 7,40
Eé Epicoccum nigrum 1,23+0,29] 1,15#0,18 0,93+0,12 0,33+0,09 0,47+0,08 1,04+0,1% ,1320,45 1,31+0,21 1,07
E Gliocladium roseum 2,14+0,34 1,79+0,35 1,41+0,26 1,43+0,36 1,54+0,20 1,23+0,1 ,8540,27 1,01+0,12 1,55
§ Penicillium sp. 0,00 0,00 15,39+2,84 16,28+2,0% 1,07+0,31 008& 3,91+0,44 7,56+1,14 6,16
Trichoderma viride 1,80+0,27 1,80+0,27 2,43+0,39 1,89+0,39 3,01+0,45 2,09+0,4 ,44380,51 3,32+0,49 2,47
\Verticillium lecanii. 1,17+0,231  0,65+0,09 0,82+0,14 0,53+0,09 0,92+0,11 0,36+0,0 ,000 0,00 0,51
[Totale non patogeni 42,01 15,36 44,56 54,95 11,59 19,11 16,39 18,04 7027
Isolamenti muti (%) 8,28+1,19 3,75+0,57 69,58+7,54 15,65+1,79 25,4243, 21,61+3,07 46,11+5,07 29,04




Tabella 10. Densita di isolamento media (%), retatiente alle gemme, dei vari
endofiti fungini su piante asintomatiche Q. cerris nelle tre stazioni
distribuite ad altitudini diverse e caratterizzata rilevanti fenomeni di

deperimento.

GEMME Pg?zsi;?:o Tre Croci (vT) Montg/ %ufeno EDIA
Generi fungini m(.RSMs)Im m. 380 sim m. 650 slm
o Biscogniauxia mediterrane 20,9K13,07 | 26,46-2,97 31,664,02 26,34
.g Coryneum quercinum 4,08:0,61 2,820,39 0,00 2,30
.g Diplodia corticole 0,00 6,161,15 0,00 0,00
% Fusarium sp. 0,00 2,450,37 0,00 2,05
s é Phomopsis quercin 28,03:3,14 1,140,226 0,00 0,82
L c
5 % Pleurophoma cav 5,03+0,67 4 490,81 0,00 0,00
& Totale 58,05 43,55 31,66 44,42
Alternaria sp. 3,96+0,41 7,50:0,94 0,12:0,08 3,86
= Botrytis sp. 0,00 4,250,83 0,00 1,42
ﬁ Discula quercinz 26,8#296 | 14,5%#1,82 62,2%7,59 34,56
Totale 30,83 26,32 62,37 39,84
Totale patogeni 88,88 69,87 94,03 84,26
Acremoniumsp. 0,00 5,830,64 0,30:0,08 2,06
Aureobasidium pullulan: 0,00 3,2@0,49 0,00 1,07
= Cladosporium cladosporioide$ 1,92:0,31 1,89:0,37 1,20G:0,22 1,67
I‘:gJ Epicoccum nigrum 3,54+0,47 4,58+0,61 1,04:0,19 3,05
E Gliocladium roseum 0,00 5,781,11 0,520,07 2,10
CZZ) Penicillium sp. 2,91+0,39 6,45+0,89 0,45:0,09 3,27
Trichoderma viride 1,670,45 2,34:0,31 1,660,24 1,89
Verticillium lecanii 1,08:0,36 0,00 0,8@0,10 0,63
Totale non patogeni 11,12 30,13 5,97 15,74
Isolamenti muti (%) 7,01+0,84 5,30:0,57 0,00 4,10
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Tabella 11. Densita di isolamento media (%), retatiente ai rametti di un anno, dei
vari endofiti fungini su piante asintomaticheQli cerris nelle tre stazioni
distribuite ad altitudini diverse e caratterizzal® rilevanti fenomeni di
deperimento.

RAMETTIDI 1 ANNO Castel porzianc_l_ : Monte Rufeno
(RM) re Croci (VT) (VT) MEDIA
Generi fungini m.5em | ™380sIMm 1 650 sim
Biscogniauxia mediterrane 25,833,14 29,853,01 15,471,79 23,72
@ [Coryneum quercinum 3,52¢0,65 6,290,74 0,12:0,09 331
cs 3
£ [Cytosporasp. 0,00 3,730,39 0,00 1,24
S '
SR ——
_g Diplodia 6,91+1,19 4.84+0,53 0,00 3,92
g Fusarium sp. 0,00 2,940,31 0,00 0,98
.= [Monochaetiasp.
E g p 0,00 0,00 0,00 0,00
0 15 Phomopsis quercin 22,8%3,15 3,34t0,42 0,23:0,08 881
[ = ’
£ | < |Pleurophoma cav 6,98:1,13 | 10,791,557 | 4,44071 7.40
Totale 66,11 61,78 20,26 49,38
Alternaria sp. 2,890,41 6,891,16 2,210,37 4.00
- Botrytis 0,00 3,520,41 0,00 1.17
< [Discula quercine 23,782,54 | 17,982,18 | 54,485,93 32.08
Totale 26,67 28,39 56,70 37,25
Totale patogeni 92,78 90,17 76,95 86,63
Acremoniumsp. 0,00 2,810,34 1,590,29 1.47
IAureobasidium pullulan: 0,76:0,11 0,00 5,630,74 212
E Cladosporium cladosporioidgs 0,00 1,9%0,29 2 870,55 1,61
3 Epicoccum nigrum 0,00 0,00 1,4%50,36 0.48
'2 )
a Gliocladium roseum 2 34+0.31 0.00 1.480.42
% ’ ’ ' ’ ! 1,27
> Penicillium sp. 1,35:0,22 2,40:,1,11 0,9G:0,11 1,55
Trichoderma viride 0,32:0,08 2,65:0,31 6,67%1,12 321
Verticillium lecanii 2,45+:0,29 0,00 2,480,29 1.64
Totale non patogeni 7,22 9,83 23,04 13,36
Isolamenti muti (%) 7,571,12 4,481,08 | 11,761,557 12,35
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Tabella 12. Densita di isolamento media (%), retatiente alla corteccia di rametti di
tre anni, dei vari endofiti fungini su piante asmtatiche diQ. cerris nelle
tre stazioni distribuite ad altitudini diverse eratéerizzate da rilevanti
fenomeni di deperimento.

CORTECCIARAMIDI 3ANNI Cast(?:?li\’/lo)rziano Tre Croci (VT) | Monte Rufeno (VT) MEDIA
Generi fungini m. 5 sim m. 380 slm m. 650 slm
Biscogniauxia mediterrane 32,894,07 33,9%4,15 29,823,19 32,23
% Coryneum quercinum 0,00 5,860,71 0,00 1,95
£ [cytosporasp. 0,00 2,980,32 0,00 0,99
= [Diplodia 3,97%:0,41 5,9%0,74 0,45:0,08 3,46
§ Fusarium sp. 0,00 2,020,31 0,00 0,67
_ | 5 [Monochaetiasp. 0,00 0,00 0,00 0,00
g .‘i Phomopsis quercin 31,98:3,89 5,30:0,71 0,00 12,43
& | < [Pleurophoma cav 7,87 9,631,14 1,75:0,29 6,42
Totale 76,71 65,73 32,02 58,15
Alternaria sp. 0,00 6,5#1,11 1,4G:0,27 2,66
= Botrytis sp. 0,00 3,0#0,89 0,00 1,02
g Discula quercin: 23,29%3,15 20,032,47 55,78&6,09 33,03
Totale 23,29 29,67 57,18 36,71
Totale Patogeni 100 95,40 89,20 94,87
Acremoniumsp. 0,00 1,98+0,34 1,8G:0,29 1,26
IAureobasidium pullulan: 0,00 0,00 2,33:0,31 0,78
_ Cladosporium cladosporioidgés 0,00 0,00 1,2°#0,49 0,42
é Epicoccum nigrum 0,00 0,00 0,94+0,13 0,31
% Gliocladium roseum 0,00 0,75 0,750,11 0,50
& [|Penicillium sp. 0,00 1,870,45 0,14+0,08 0,67
z Trichoderma viride 0,00 0,00 3,45:0,79 1,15
\Verticillium lecanii 0,00 0,00 0,12:0,08 0,04
Totale 0 4,60 10,80 5,13
Isolamenti muti (%) 5,04+0,68 2,040,47 0,00 2,37
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Tabella 13. Densita di isolamento media (%) deii v@mdofiti fungini su piante
asintomatiche d@. cerris nelle tre stazioni distribuite ad altitudini digere
caratterizzate da rilevanti fenomeni di deperimento

INTERA PIANTA Castel Porziang Tre Croci (VT) [ Monte Rufeno (VT) MEDIA
(RM) m. 380 s.Im m. 650 slm
Generi fungini m. 5 slm
Biscogniauxia mediterrane 26,54+4,53 30,09:3,54 25,653,07 27,43
% Coryneum quercinum 2,53+0,81 4,991,13 0,04t0,04 2,52
§ Cytosporasp. 0,00 2,2440,37 0,00 075
= |Diplodia 363091 | 5,66:0,67 0,15:0,09 3,14
§ Fusarium sp. 0,00 2,470,31 0,00 0,82
c
s | 5 Monochaetiasp. 0,00 0,00 0,00 0,00
b=
8 S Phomopsis quercin 27,633,11 3,2°740,49 0,08:0,08 10,32
E| D
é <C [Pleurophoma cav 6,63+0,82 8,30Q:1,17 2,06:0,31 5,66
Totale 66,96 57,02 27,98 50,64
Alternaria sp. 2,28+0,49 6,99+1,16 1,24+0,28 3,50
.= [Botrytissp. 0,00 3,6%0,64 0,00 1,20
ﬁ Discula quercin: 24,65+3,14 17,53:2,09 57,536,09 33,23
Totale 26,93 28,13 58,75 37,93
[Totale Patogeni 93,89 85,15 86,73 88,59
lAcremoniumsp. 0,00 3,560,49 1,23:0,27 1,60
Aureobasidium pullulan: 0,25+0,09 1,0%#0,21 2,65:0,34 1,32
% Cladosporium cladosporioid¢s 0,64+0,08 1,29+0,37 1,780,29 1,24
5 Epicoccum nigrun 1,18+0,42 1,53+0,21 1,14+0,21 1,28
EZL( Gliocladium roseum 0,78+0,12 2,18:0,31 0,92:0,11 1,29
% Penicillium sp. 1,42+0,23 3,5740,96 0,50:0,09 1,83
Trichoderma viride 0,66+0,08 1,66+0,29 3,93:0,44 2,08
\Verticillium lecanii 1,18+0,86 0,00 1,130,31 0,79
Totale non patogeni 6,11 14,85 13,27 11,43
Isolamenti muti (%) 6,54+1,17 3,95:0,51 3,92+0,48 4,80
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Tabella 14. Presenza dei singoli endofiti funguipsante asintomatiche . cerrisnelle 8 stazioni con boschi senza deperimenti ke 13el
colpite da deperimento.

AREE SENZA DEPERIMENTI CON DEPERIMENTI
1 2 3 4 5 6 7 8|1 2 3
~lelglglglglgls |- |8 |8 _ Totale
Quota (m. sim ®»| o] o |3S |Q ™ © stazioni interessate
(numero)
— (humero)
c - Lo o -
SRR 2lole (S8 _2] 8 | o § 5
—_ = = — Y= Q —
Endofiti N1§|5S 31288 5|5 |£85/88| & |82 £ |28 ¢
_ Biscogniauxia mediterr. | si | si si | si si| si| no| no Si si si 6 3 9
‘é’ Coryneum gquercinum Si Si Si Si si| si| no Si Si si Si 7 3 10
8 .=| Cytosporasp. no| si Si Si si| ng nol no no Si ng 4 1 5
= £ 3| Diplodia corticola no| no| no| nol noj no ng ng Si si S 0 3 3
W |2 5[ Fusarium sp. no| si Si| no| si| sij si Si no Si no 6 1 7
8 $ ©| Monochaetiasp. si| no| no| no| no| ngd ng ng no no np 1 0 1
';: f,;” Phomopsis quercina Si Si Si Si si| si| no no Si Si Si 6 3 9
al Pleurophoma cava Si Si Si Si si| si| si Si Si Si Si 8 3 11
Alternaria sp. no| si si| no| si| si| si Si Si Si Si 6 3 9
£ | Botrytissp. si| no| no| no|] nol] ng@ ng ng no Si no 1 1 2
< | Discula qguercina Si Si Si Si si| si| si Si Si Si Si 8 3 11
_ Acremoniumsp. Si Si si Si si| si| si Si Si Si Si 8 3 11
& Aureobasidium pullul. Si Si Si Si si| si| si Si Si Si Si 8 3 11
8 Cladosporium cladosp. | si Si Si Si si| si| si Si Si Si Si 7 3 10
= Epicoccum nigrum Si Si Si Si si| si| si Si Si si Si 8 3 11
EE Gliocladium roseum Si Si Si Si si| si| si Si Si Si Si 8 3 11
zZ Penicillium sp. no| no S Si Si si| si Si Si Si Si 6 3 9
% Trichoderma viride si | si si| si si| si| si Si Si Si si 8 3 11
Verticillium sp. Si Si Si Si si| si| no no Si no Si 6 2 8
Numero endofiti 14| 15| 16| 14| 16| 1% 1d 12 15 17 16
Numero agenti necr. corticali 5 6 6 5 6 5 2 3 5 7 5
Numero endofiti non patogeni 7 7 6 8 8 8 6 7 8 8 8




Tabella 15. Densita di isolamento (%) media dejaiinendofiti fungini, riscontrati sui diversi orgadi piante asintomatiche .
cerrisrelative alle otto stazioni con boschi senza depenti (sani) ed alle tre con deperimenti (deper.).

CORTECCIA

RAMETTI RAMI MEDIA INTERA

GEMME DI UN ANNO DI 3 ANNI PIANTA
Generi fungini Sani | Deperienti| Sani | Deperienti| Sani | Deperienti| Sani | Deperienti
_ Biscogniauxia 1,40 26,34| 1,48 23,72 2,44 32,23 1,77 27,43
E Coryneum 0,34 2,30 0,78 3,31 0,70 1,95| 0,61 2,52
§ Cytospora 0,13 0,00/ 0,43 1,24| 0,35 0,99| 0,31 0,75
'g Diplodia 0,00 2,05| 0,00 3,92 0,00 3,46 0,00 3,14
E Fusarium 1,94 0,82 3,89 0,98| 1,00 0,67 2,28 0,82
% ; Monochaetia 0,20 0,00 0,00 0,00 0,19 0,00 0,13 0,00
5 g Phomopsis 0,08 9,73| 0,50 8,81| 0,89 12,43| 0,49 10,32
& 2’ Pleurophoma 9,52 3,17| 8,98 7,40 6,77 6,42| 8,42 5,66
Totale 13,61 44,42| 16,07 49,38| 12,33 58,15| 14,01 50,64
Alternaria 3,63 3,86 3,51 4,00 2,49 2,66 3,11 3,50
‘$ | Botrytis 0,00 1,42| 0,13 1,17| 0,03 1,02 0,05 1,20
< D. quercina 51,22 34,56 | 53,44 32,08| 60,74 33,03| 55,13 33,23
Totale 54,85 39,84| 57,08 37,25| 63,26 36,71| 58,29 37,93
Totale patogeni 68,46 84,26/ 73,15 76.36| 75,59 94,87| 72,30 88,57
Acremonium 7,41 2,06| 4.74 1,47 4,80 1,26| 5,41 1,60
Aureobasidiun 2,12 1,07] 1.59 2,12| 2,46 0,78| 3,14 1,32
z Cladosporium 10,07 1,67| 5.87 1,61| 5,96 0,42| 7,40 1,24
,8 Epicoccum 1,12 3,05| 2.09 0,48, 0,87 0,31| 1,07 1,28
ZZE Gliocladium 1,24 2,10| 1.67 1,27 1,84 0,50| 1,55 1,29
% Penicillium 7,22 2,47| 4.85 1,55| 5,48 0,67 6,16 1,83
Trichoderma 2,12 1,89| 2.00 3,21 2,62 1,15 2,47 2,08
Verticilliumlecanii| 0,25 0,63| 0.44 1,64| 0,69 0,04| 0,51 0,79
Totale non patogeni 31,54 14,94| 26.85 23.24| 24,72 5,13| 27,75 11,43
Isolamenti muti (%) 32,13 4,10| 33,50 18.11] 21,56 2,37| 31,76 4,80




Tabella 16. Indici di Margaleef e Shannon appliedle specie fungine riscontrate in piantgdicerrisnelle varie
stazioni di studio.

Boschi senza fenomeni di deperimento Boschi con dapmenti
Sabaudia s:/astrc_) Cori MonFe S. Gregorio | Greccio | Ortolano | Capannelle Cagtel Tre Croci Monte
olsci Flavio Porziano Rufeno
Alt.
m 17 96 380 880 942 1000 1050 1300 5 380 650
slm
% % 0,8 0,5 0,1 0,2 0,1 0,2 0,3 0 25 3,5 3,6
3
< | 0,06 | 0,06| 0,09 0,13 0,09 0,09 0,05 0,09 0,06 0,08 0,05
(@]
<
=
c
2
S 1,85 1,03| 1,61 1,68 0,91 1,37 1,2 1,49 1,82 2,834 321,
=
n
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Figura 5. Endofiti fungini presenti su piante asiatiche diQuercus cerrisn stazioni
interessate da diversi gradi di deperimento. Reges lineare del numero
complessivo di colonie di endofiti fungini agentirdecrosi corticali (a) e di
Biscogniauxia mediterrane@) sull'indice di deperimento relativi alle varie
stazioni.
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4.1.2. Endofiti patogeni nel tempo

Nella figura 6, relativamente al periodo 1998 —20§bno riportati gli istogrammi delle
frequenze di isolamento @iscogniauxia mediterranea nella figura 7 (dal 2000 al
2006) diBiscogniauxia mediterraneaDiscula quercinariscontrate sQuercus cerris
nella stazione di Monte Rufeno, nei mesi di maggicmovembre, e quelli delle
precipitazioni mensili verificatesi nel medesimaipdo.

Da esse emerge chiaramente come, negli anni praceale 2002, Biscogniauxia
mediterranea presentasse una incidenza particolarmente elevatgessuti sani delle
piante.

Negli ultimi quattro anni, tuttavia, la sua incidené andata fortemente riducendosi,
mentre al contrario € risultata notevolmente in@etata quella dDiscula quercina.
Questo andamento e peraltro risultato ricorrentbuana parte delle regioni italiane
centro — meridionali.

Le scarse precipitazioni dei decenni precedenti 2002, culminati con una
prolungatissima siccita nel 2001, hanno particotarta incrementato I'incidenza Bi
mediterraneae delle sue fruttificazioni nel bosco, con fomeremento di inoculo. Cio
ha probabilmente fatto aumentare l'incidenza delie infezioni endofitiche su piante
sane, mantenendo nel tempo una carica particolaenedgvata, sia pur con oscillazioni
da un rilievo all'altro.

Al contrario, le modeste precipitazioni duranteldetite stagioni vegetative hanno
ostacolato le infezioni ddiscula quercinanotoriamente favorita dalle piogge. Il 2002,
caratterizzato da una forte piovosita anche naogepiu caldi di luglio e agosto, ha in
qualche modo risollevato lo stato idrico delle pgasopravvissute al precedente attacco
di B. mediterraneale forti piogge, che sono continuate per tuttprimmavera 2003, da
una parte hanno favorito le piante, rendendoleiqud@tmente reattive al suddetto
patogeno, dall’altra hanno agevolato I'attacco dliscula quercinache ha subito
pertanto una forte impennata anche nelle infezadbofitiche.

La forte siccita estiva ripropostasi nel 2003, dianuovo favorito I'aggressione
patogenica dB. mediterraneaprovocando la moria delle piante deperienti riraast
vita, ma non dD. quercina,che e rimasta tuttavia massicciamente presentearggni

considerati.
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Il 2004, con precipitazioni elevate, alternate avbrmeriodi di secco, ha comunque
favorito l'attacco diD. quercinasulle poche piante rimaste in vita, che si e péstan
mantenuta altamente presente nei vari organi aasiliz

Biscogniauxia mediterrane&a continuato a mantenersi a livelli bassi, e auoe
inversamente proporzionali a quelli @i quercina almeno nei tessuti esaminati, tutti
relativamente giovani.

Lo stesso andamento si e verificato nel 2005 quasdoa maggio che a novembre,
sono stati riscontrati valori @. quercinae B. mediterraneanversamente proporzionali
tra loro.

Dal 2004 al 2006 le infezioni ddiscula pur mantenendosi ad un certo livello, hanno
mostrato il valore minimo a novembre 2005, dopaagaosto particolarmente siccitoso.
Nel 2006 la sua incidenza e ancora risalita allieehsiderevoli con, ancora una volta,
un notevole decremento Biscogniuauxia

Resta tuttavia l'interrogativo se tra i due patogeninstaurino anche fenomeni di

antagonismo o comunque di competizione.

60



Frequenze di isolamento (%)

Figura 6. Monte Rufeno (Vt) 2000 — 2006. Piogge silea incidenza endofitica discogniauxia mediterraneaDiscula
guercinain maggio e novembre.

80

70

60

50 +

40 |

30

20 +

10 +

T

i

HHN TP

[ 1 N 1y oy

"

il

L s

Z

- 50,0

I

- 100,0

Id

- 150,0

- 200,0

Isusw abbo

- 250,0

Z
(ww)

M - 300,0

- 350,0

1

999

2000

2001

I

2002

T N ,400’0




Figura 7. Monte Rufeno (Vt) 2000 — 2006. Piogge silea incidenza endofitica discogniauxia mediterraneaDiscula quercinan

maggio e novembre.
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4.1.3. Endofiti fungini su specie diverse duercus

Nella tabella 17 e riportata la densita di isolatnanedia dei vari endofiti sulle cinque
specie diQuercusesaminate nell’area senza deperimenti, mentrdagdella tabella 18
riguarda Q. cerris Q. pubescensQ. robur e Q. subernelle aree caratterizzate da
deperimento delle piante (man@ailexin quanto non colpito dal fenomeno).
Relativamente ai boschi senza deperimenti gli asgainfungini complessivamente
isolati (identificati nel genere o, laddove podsipfino alla specie) nelle varie specie di
Quercus sono risultati ventidue: Acremoniumsp., Alternaria sp., Aspergillus sp.,
Aureobasidium pullulansBiscogniauxia mediterrane&ladosporium cladosporioides
Coryneum quercinumConiothiyrum sp., Cylindrocarpon sp., Diplodia corticola,
Discula quercina, Epicoccum nigrymGliocladium roseum Monocillium sp.,
Penicillium sp., Phomopsis quercina Pleurophoma cava, Trichoderma viride
Tritirachium sp., Tubackia dryina Ulocladium sp. e Verticillium lecanii Essi sono
risultati in parte comuni a tutte le specieQliercused in parte molto diversificati da
una specie all’altra, oppure tra caducifoglie e g@werdi. Alcuni risultano chiaramente
0 potenzialmente patogeni, altri indifferenti o mifidira con potenziali capacita
antagonistiche.

Tra i patogeni si annoverano numerosi agenti dirggccorticali Biscogniauxia
mediterranea Cylindrocarpon sp., Coryneum sp., Diplodia corticola Phomopsis
quercinae Pleurophoma cavaed alcuni patogeni prettamente foglighiternaria sp.,
Tubakia dryina(Saccardo) Sutton] o che si conclamano sulle fogligiovanissimi
germogli Discula quercing Tra le tipologie fungine non patogene si ricomla
Acremoniumsp., Aureobasidium pullulanCladosporiumcladosporioidesEpicoccum
nigrum, Gliocladium roseumPenicilliumsp., Trichoderma virideVerticillium lecanii
Come si puo notare, vari di questi sono noti copezie fungine antagoniste.

| patogeni risultati presenti in tutte e cinquespecie diQuercussono stati solament.
mediterraneaP. quercina P. cavae D. quercing mentreT. dryinaeé risultata presente
solo suQ. robur, Cylindrocarponsolo suQ. ilex C. quercinunsolo suQ. cerrise Q.
pubescensAlternariasp. solo sulle querce caducifoglie.

Parimenti, tra gli endofiti non patogeni, sola cladosporioidese T. viride hanno
interessato tutte e cinque le specie Qlilercus mentre Monocillium sp. é stato

riscontrato
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solo suQ. suber Aspergillussp., Conyothirumsp., G. roseum Ulocladium sp. eV.
lecanii, solo sulle caducifoglie €ritirachium sp. solo sulle sempreverdi.

Spiccano alcune particolarita, come I'elevata ianh diP. quercinasu Q. ilexed, in
minor misura suQ. robur, contro bassi valori s@. cerrise Q. pubescensoppure la
bassa presenza @. quercinasu Q. robur, unica specie dove d’altra parte risulta
presente, con discreta incidenZadryina

Sia pur con varie differenziazioni I'incidenza gidd dei patogeni € grosso modo
analoga nell’ambito delle querce caducifoglie catoxi maggiori in quello delle querce
sempreverdi.

Ad esempio, le densita di isolamento dei patoged.scerris Q. pubescens Q. robur
sono rispettivamente 56,03%, 60,81%, 57,31%, menif@. ilexe Q. suberesse sono
90,08% e 79,51%. Su queste due specie, a valorionedévati di patogeni fanno
riscontro valori relativamente bassi degli enddtitigini non patogeni.

La densita di isolamento di questi ultimi infatt®®2% e 20,49% sQ. ilexe Q. suber
rispetto a valori di 43,97%, 39,16%, 42,69%Qli cerris Q. pubesceng Q. robur
rispettivamente.

Per quanto concerne i singoli endofiti non sonorsim@ndamenti correlati tra patogeni
e non patogeni.

Analizzando le densita di isolamento relative ath@e con deperimenti, dalla tabella 18
emerge come le specie di endofiti riscontrate sgnosso modo le stesse, ad eccezione
di Monocillium cid che varia invece notevolmente sono i rappaati¢ specie fungine
isolate.

Confrontando le aree con deperimenti con quellegaseescludend®iscula quercina
Su tutte e quattro le speci@.(cerris Q. pubescen®. robure Q. subey si e fortemente
incrementata la percentuale totale dei patogenntagk necrosi corticali (che sono
quelli piu spesso coinvolti nel fenomeno), a saagditquelli non patogeni.

Questo e particolarmente evidente &u cerris Q. pubescens Q. robur dove
I'incidenza globale dei patogeni sale, rispettivateeda 56,03%, 60,81%, 57,31% a
88,36%, 92,16%, 83,19%, mentre quella dei non paiiogcende da 43,97%, 39,16%,
42,69% a 11,64%, 8,14%, 16,81%, passando dallesareza a quelle con deperimenti.

| patogeni che piu aumentano sdBiscogniauxia mediterraneaPhomopsis quercina

mentre i non patogeni che pitu decrementano s&liexladium roseumAureobasidium
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pullulans e Verticillium lecanii sulle caducifoglie. SUQ. suberha un decremento
significativo Trichoderma viride mentre tra i patogeni si ha un aumento notevole d
Biscogniauxia mediterraneguasi totalmente a scapitoldiscula quercinache, invece,
subisce un forte decremento.

Su Q. robur, unica delle specie esaminate in cui e statanmtsataTubakia dryinacon
una densita del 21,62% nellarea sana e del 32,0880 deperiente, si nota una
minima densita di isolamento ddiscula quercina(3,60 e 2,19%, rispettivamente
nell'area sana ed in quella deperiente). Nell'ateperientel . dryinacompare anche su
Q. cerrise Q. pubescengrispettivamente 7,39% e 8,01%).

In ogni caso la variazione di valori tra I'area @am quella deperiente € molto piu
evidente nelle caducifoglie.

Nelle figure 8, 9, 10, 11, per le spece cerris Q. pubescenQ. robur e Q. suber
sono riportati i grafici delle densita di isolamelkei vari endofiti nelle aree con e senza
deperimenti.

Nella tabella 19 sono riportati i risultati relatiall’applicazione degli indici di
Margaleef e Shannon alle specie fungine riscontsatespecie diverse dpuercusa
Castel Porziano, distinguendo le aree senza déequeel deperimenti.

Da tale tabella sembrerebbe che le querce cadlieifpgesentino una ricchezza in
specie fungine leggermente maggiore delle quercepmeverdi. Nessuna differenza
logica & apparsa invece tra parcelle con deperireesgnza. Quanto alla diversita delle
singole specie fungine, gli indici di Shannon itdicebbero la tendenza a risultare piu
elevata nelle querce caducifoglie rispetto alle mewerdi, con valori tendenzialmente

maggiori nelle parcelle senza deperimenti.
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Tabella 17. Castel Porziano, 2005. Densita di melsto media (%) di endofiti fungini in piante
asintomatiche di specie diverseQliercusnelle aree senza deperimenti.

SPECIE DI QUERCUS
ENDOFITI FUNGINI
CERRIS ILEX PUBESCENS | ROBUR SUBER
Biscogniauxia mediterranea| 8,68+0,85| 9,62+0,93 7,69+0,76 1,70+0,16  5,34+0,52
-g Cylindrocarponsp. 0 1,58+0,15 0 0 0
g = Coryneum quercinum 1,93+0,19 0 1,69+0,17 0 0
g £ | Diplodia corticola 2,57+0,25| 2,42+0,23 2,79+0,28 0 1,89+0,19
E é_’ S Phomopsis quercina 10,62+1,04| 41,61+4,04 9,57+0,95 20,64+1/98 15,8551,
|8 < Pleurophoma cava 3,8610,38 | 4,44+0,43 2,54+0,25 1,51+0,15 8,81+0,86
& Totale 27,66 59,67 24,28 23,85 31,89
Alternaria sp. 9,33+0,91 0 9,50+0,94 8,24+0,79 0
= Discula quercina 19,04+1,87| 30,41+295  27,03+2,6§ 3,60+0,85 47,62#4,
< [ Tubakya dryina 0 0 0 21,62+2,08 0
Totale 28,37 30,41 36,53 33,46 47,62
Totale patogeni 56,03 90,08 60,81 57,31 79,51
Acremoniumsp. 2,43+0,24| 1,43+0,14 2,21+0,22 2,61+0,25 0
Aspergillussp. 1,72+0,17 0 1,82+0,18 1,97+0,19 0
Aureobasidium pullulans 6,11+0,60 0 6,17+0,61 6,19+0,59  0,32+0,03
gfgg;fgrri'(;?es 1,61$0,16 | 4,12:0,40,  2,73%0,27|  1,40:0,13  2,20:0[22
- Coniothiyrum sp. 3,50+0,34 0 3,63+0,36 3,79+0,36 0
U] Epicoccum nigrum 3,86+0,38 | 2,44+0,24 3,60+0,36 0 0,99+0,10
g Gliocladium roseum 9,32+0,91 0 9,07+0,90 9,37+0,90 0,00
ch Monocillium sp. 0 0 0 0 4,0910,40
8 Penicillium sp. 3,99+0,39 0 0 5,40+0,52  2,83+0,28
Trichoderma viride 3,59+0,35 | 1,30+0,13 3,65+0,36 4,02+0,39  8,49+0,83
Tritirachium sp. 0 0,64+0,06 0 0 1,57+0,15
Ulocladium sp. 1,40+0,14 0 0,00 1,90+0,18 0
Verticillium lecanii 6,44+0,63 0 6,31+0,62 6,04+0,58 0
Totale non patogeni 43,97 9,92 39,16 42,69 20,49
Nulli 13,62 12,30 13,25 11,97 11,68
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Tabella 18. Castel Porziano, 2005. Densita di imelsto media (%) di endofiti fungini in
piante asintomatiche di specie divers&dercusnelle aree con deperimenti.

ENDOFITI FUNGINI

SPECIE DI QUERCUS

CERRIS PUBESCENS ROBUR SUBER
= | B. mediterranea 25,7442,55 18,11+1,77 12,96+1,25  15,99+1,64
.§ Cylindrocarponsp. 0 1,48+0,14 0 0
S | coryneum quercinum 3,43+0,34 1,80+0,18 0,73+0,07 0,79+0,09
% | Diplodia corticola 5,09+0,50 2,97+0,29 0 3,88+0,21
= g Fusarium sp. 0 0 4,6310,45 0
4 | = | Phomopsis quercina 0 0 24,91+2,41| 19,10+1,87
g gc;, Pleurophoma cava 24,12+2 39 19,87+1,94 5,26+0,51  11,32+1,07
o Totale 58,38 44,53 48,50 51,08
Alternaria sp. 1,48+0,15 0 0,42+0,04 0
£ | Discula quercina 21,11+2,09 39,62+3,86 2,19+0,21  33,79+3,57
< | Tubakya dryina 7,39+0,73 8,01+0,78 32,08+3,11 0
Totale 29,98 47,63 34,69 33,79
Totale patogeni 88,36 92,16 83,19 84,87
Acremoniumsp. 1,45+0,14 1,55+0,15 1,22+0,12 1,33+0,111
Aspergillussp. 0,30+0,03 0 0 0
Aureobasidium pullulans | 0,45+0,04 0,60+0,06 0,84+0,08 0,32+0,08
_ Cladosp. cladosporioides| 1,54+0,15 1,1940,12 1,3840,13  1,8740,15
é Coniothiyrum sp. 2,360,23 0 2,360,23 0
g Epicoccum nigrum 1,25+0,12 0,85+0,08 1,09+0,11] 1,89+0,211
o Gliocladium roseum 1,11+0,11 1,11+0,11 1,18+0,11 1,21+0,13
é Penicillium sp. 0,88+0,09 0,55+0,05 0,88+0,09 1,62+0,22
Trichoderma viride 0,88+0,09 1,19+0,12 0,88+0,09 4,60+0,44
Ulocladium sp. 0 0 3,43+0,33 0
Verticillium lecanii 1,41+0,14 1,11+0,11 3,54+0,34) 2,30+0,19
Totale non patogeni 11,64 8,14 16,81 15,13
Nulli 6,11 6,39 6,11 14,17
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Figura 8.Castel Porziano, 2005. Densita di isolamento médip di endofiti fungi
piante asintomatiche uercus cerrisielle aree con e senza deperimenti.
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Figura 9.Castel Porziano, 2005. Densita di isolamento médipdi endofiti fungini in
piante asintomatiche uercus pubescenselle aree con e senza deperimenti.
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Figura 10.Castel Porziano, 2005. Densita di isolamento méaipdi endofiti fungini in
piante asintomatiche uercus roburnelle aree con e senza deperimenti.
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Figura 11.Castel Porziano, 2005. Densita di isolamento méaipdi endofiti fungini in
piante asintomatiche uercus subemelle aree con e senza deperimenti.
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Tabella 19. Indici di Margaleef e Shannon applialié specie fungine riscontrate su specie divdir§uercusa Castel
Porziano presenti in area con piante sane ed toarfenomeni di deperimento.

Quercus cerris Ql;lzr)z:us Quercus pubescens Quercus robur Quercus suber

Area Area con Area Area Area con Area Area con Area Area con

“sana” | deperimenti| *“sana’ “sana” | deperimenti| “sana” deperimenti | “sana” | deperimenti
3

< 0,82 0,74 0,50 0,73 0,65 0,68 0,78 0,55 0,52
o
G
=
C
2

% 2,63 1,99 1,62 2,44 1,76 2,40 1,96 1,74 1,74
<
0p]




4.2.STUDI SULL 'ANTAGONISMO IN VITRO TRA ENDOFITI FUNGINI , PATOGENI E
NON

4.2.1. ANTAGONISMO TRA ENDOFITI PATOGENI

In nessun saggio, almeirovitro, € emerso antagonismo tra i due pato@siogniauxia
mediterraneae Discula quercinale cui incidenzan planta é sembrato possedessero un
andamento opposto. Parimenti, non é risultato ategiproco antagonismo tra i tre agenti
di necrosi corticali consideratiBiscogniauxia mediterrangaPleurophoma cavae
Coryneum quercinum.

4.2.2 ANTAGONISMO TRA ENDOFITI NON PATOGENI E PATOGENI

In appresso si illustrano i risultati raggiunti vitro nei confronti di Biscogniauxia
mediterranea Coryneum quercinure Pleurophoma cavala parte degli otto endofiti non
patogeni presi in esame, considerando nell’ordmeéicremoniumsp., b)Aureobasidium
pullulans c) Cladosporium cladosporioided) Epicoccum nigrume) Gliocladium roseum

f) Penicilliumsp., g)Trichoderma virides h)Verticillium lecanii

Relativamente ad Acremonium sp., Aureobasidium pullulans e Cladosporium
cladosporioides che non hanno mostrato alcun antagonismo nestisub con filtrati
colturali ma nemmeno nelle colture duali, le esposi in dettaglio sono limitateai saggi

in queste colture, in quanto abbiamo ritenuto ofypar omettere quelli relativi ai filtrati
che nulla avrebbero aggiunto al significato deultai, non avendo fornito azione
antagonistica alcuna. Per tutti gli altri confrontivece, I'esposizione contempla sia gli

studi a mezzo coltura duale che quelli con filtcatiturali.

A) ACREMONIUM SP.

Acremoniumsp. —Biscogniauxia mediterranea

| tre isolati diAcremoniunsp. (A1, A2, A3) non risultano avere alcun tip@zibne antagonista nei
confronti dei tre diversi ceppi 8i. mediterranedB1, B2, B3) (Figg. 12 e 13 ). Nella figura 12 ttifa

le curve di accrescimento medio delle colonie itu@ duale (in media) mostrano il medesimo
andamento di quello della coltura testimone, séamatagonista”. Nella figura 13 si € evidenziato

come il micelio del patogeno vada a sovrastardoogiéhcremoniunsp.
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Acremoniumsp. —Coryneum guercinum

Dei tre ceppi diC. quercinumanalizzati, nessuno si € mostrato sensibile adsepza in piastra di
nessuno dei tre ceppi Acremoniunsp. utilizzati. Anche per questo fungo, come emerdgura

14, dal momento in cui i miceli si toccano, si h@alevidente sovracrescita del patogeno su
Acremoniunrsp. Nel grafico (Fig. 15) relativo agli accrescith@nogressivi dei due organismi, le
curve di accrescimento medio delle colonie in caltduale mostrano il medesimo andamento di

guello della coltura testimone, sedggemoniunsp.

60,00
50,00 T
L
40,00 -
E N
£ 30,00 4
20,00 -
0,00 T
1 2 3 4 5
Giorni di incubazione
‘ B. mediterranea x Acremonium sp. —— B. mediterranea

Figura 12. Accrescimento (mm) medio progressivaepo delle colonie discogniauxia
mediterranedn in coltura duale coAcremoniunsp. ed in monocoltura.

Figura 13. Coltura duale dicremonium Figura 14. Coltura duale dicremonium
sp. (a) con B. mediterranea sp. () conC. quercinum(b),
(b), dopo 5 giorni di dopo 10  giorni di
incubazione. incubazione.
Si noti l'avanzamento della Si noti 'avanzamento della
colonia del patogeno sopra colonia del patogeno sopra
guella diAcremoniunsp. quella diAcremoniunsp.
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Figura 15. Accrescimento (mm) medio progressivo teelpo delle colonie diCoryneum quercinunin
coltura duale cocremoniunsp. ed in monocoltura.

Acremoniumsp. —Pleurophoma cava

L’accrescimento dP. cavain coltura duale cocremoniumsp. non ha avuto la minima

variazione rispetto al testimone; nessuno deieppcdel non patogeno utilizzati (A1, A2,

A3) ha mostrato azione antagonista nei confroritpdéogeno. Anche in questo caso, dopo

il contatto dei miceli, il patogeno ha proseguitcsiiluppo, andando a ricoprire la colonia

di Acremoniunsp. Nella figura 16 infatti, le curve di accreseimo medio delle colonie in

coltura duale mostrano il medesimo andamento dil@uella coltura testimone, senza

antagonista.

B) AUREOBASIDIUM PULLULANS

Aureobasidium pullulans- Biscogniauxiamediterranea

A. pullulans gia a livello delle prove preliminari di interane miceliare, non ha mostrato
alcuna azione antagonistica nei confrontBdimediterranealella figura 17, si pud notare
la sovracrescita del micelio &. mediterraneasulla colonia diA. pullulansgia a 3 giorni
(foto a sx) e il pressoché completo ricoprimentpald giorni di incubazione (foto a dx).
Lo stesso comportamento si evince dal’andamentgli @ecrescimenti progressivi del

micelio diB. mediterraneain coltura singola ed in presenzafdipullulans(Fig. 18).
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Figura 16. Accrescimento (mm) medio progressivoteeipo delle colonie diPleurophoma cavin coltura
duale con Acremonium sp. ed in monocoltura.

Figura 17. Coltura duale dAureobasidium pullulanga) con
Biscognauxia mediterraneé), a 3 (foto a sx) e 5
(foto a dx) giorni dall'inoculo. Si noti 'avanzami
della colonia del patogeno sopra quella di
Aureobasidium pullular.
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Figura 18. Accrescimento (mm) medio progressivot@elpo delle colonie ddiscogniauxia mediterraneia
coltura duale corureobasidium pullulaned in monocoltura.

Aureobasidium pullulans- Coryneum quercinum

Nel confronto in coltura duale di. pullulanse C. quercinumdopo un regolare sviluppo

BN

iniziale dei due miceti, e stato registrati un eathmento reciproco dell’accrescimento
all’avvicinarsi delle colonie, fino ad un bloccompleto di entrambi prima del contatto dei
due fronti miceliari (figura 19 — dx). Tale compatento si evidenzia con una lunga fase di

stasi degli accrescimenti progressivi (Fig. 20).

Figura 19. Coltura duale di
Aureobasidium pullulans
(destra) eCoryneum quercinum
in confronto con una coltura
pura del patogeno (sinistra),
dopo 8 giorni di incubazione.
Entrambi i miceti rallentano lo
sviluppo all'avvicinarsi delle
colonie, fino al blocco
completo.
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Figura 20. Accrescimento (mm) medio progressiva@elpo delle colonie dtoryneum quercinunm coltura
duale comAureobasidium pullulansd in monocoltura.

Aureobasidium pullulans- Pleurophoma cava
A. pullulansnon ha in nessun modo influenzato I'accrescimen®. davain coltura duale,
salvo un leggerissimo rallentamento di sviluppo ledetolonie man mano che si

avvicinavano (Fig. 21).
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Figura 21. Accrescimento (mm) medio progressividerapo delle colonie dPleurophoma cavan coltura
duale comAureobasidium pullulansd in monocoltura.
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C) CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES
Cladosporium cladosporioides- Biscogniauxia mediterranea.

Nessuno dei tre isolati d@. cladosporioidesaggiati € risultato avere, in media, signifiGativ
azione antagonistica nei confrontBiscogniauxia mediterraneéig. 22). Gia al terzo giorno di

incubazione la colonia del patogeno ha ricopert i quella dC. cladosporioidegig. 23).
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‘—o—B. mediterranea x C. cladosporioides == B. mediterranea ‘

Fig.ura 22. Accrescimento (mm) medio progressivderapo delle colonie dBiscogniauxia mediterraneia
coltura duale cofladosporium cladosporioide=d in monocoltura (testimone).

Figura 23. Coltura duale @ladosporium cladosporioidgs)
con Biscognauxia mediterranegb), a 3 gg.
dall'inoculo. Si noti 'avanzamento della colonia
del patogeno sopra quella dCladosporium
cladosporioides
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Cladosporium cladosporioides Coryneum quercinum

Nelle colture duali, le colonie dC. cladosporioidese quelle diC. quercinumhanno
mostrato una reciproca competizione all’avvicindesifronti miceliari.

Nella figura 24 si puo notare infatti come le coéodei due funghi arrestino la loro crescita
all'avvicinarsi delle colonie, senza pero che nassdei due vada a sovrapporsi all’altro.
Cio € messo in evidenza nella figura 25, dovelevai come le colonie del patogeno in
coltura duale blocchino praticamente il loro accreento circa all’ottavo giorno, dopo il
primo contatto dei miceli.

Nella tabella 20, dove sono riportati gli indici diibizione giornalieri medi di
Cladosporium cladosporioidegerso Coryneum quercinuprsi nota che dopo un iniziale
periodo dove addirittura si e registrato una spefistimolo (evidenziato da indice di
inibizione negativo) si ha un notevole aumento’iddbizione fino al momento del blocco

reciproco degli accrescimenti.

Figura 24. Coltura duale diladosporium cladosporioidesdi Coryneum quercinupdopo 6 giorni di
incubazione.
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Giorni di incubazione

‘—o—C. qguercinum x C. Cladosporioides === C. quercinum

Figura 25. Quadro riassuntivo degli accrescimeutilinprogressivi (mm) nel tempo @oryneum quercinum
in monocoltura (testimoni) ed in coltura duale €ladosporium cladosporioidesvalori sono
riportati come media + deviazione standard.

Tabella 20. Indice di inibizione medio giornalienalotto in coltura duale d@ladosporium cladosporioides
nei confronti diCoryneum quercinum

Giorni di incubazione
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

0 -4,99| -4,17/ -9,14 -139 -50 13,%8 33,53 78,077,58 85,713 98,75 100

Cladosporium cladosporioides Pleurophoma cava
Nelle colture duali tr&. cladosporioideg P. cavanon e stata evidenziata alcuna azione di
inibizione nell’accrescimento del patogeno, rispettquello della coltura testimone. Dal

grafico si evince un accrescimento progressivogoa® identico (Fig. 26).

D) EPICOCCUM NIGRUM
Epicoccum nigrum— Biscogniauxia mediterranea

Coltura duale.
E. nigrum mostra una certa attivitd antagonistica nei confrdi Biscogniauxia come si
puo osservare nelle figure 27, 28, 29 e nella lal2dl.
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== P cava x C. cladosporioides =#= Pleurophoma cava

Figura 26. Quadro riassuntivo degli accrescimemtilinprogressivi (mm) nel tempo Bleurophoma cavan

coltura duale cofladosporium cladosporioidesd in monocoltura valori sono riportati come
media + deviazione standard.

Figura 27. Coltura duale dB.
mediterranea(a) edE. nigrum
(b) con a destra la monocoltura
di B. mediterranea.
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Figura 28. Sviluppo miceliare giornaliero medio (jruin 3 isolati diB. mediterranegdB1, B2 e
B3) in monocoltura (testimoni) ed in coltura duate altrettanti isolati dt. nigrum
(E1, E2 ed E3), nei cinque giorni successivi allinlzione. | valori sono riportati
come media + deviazione standard.
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‘—o—B. mediterranea X E. nigrum ====B. mediterranea‘

Figura 29. Accrescimento (mm) medio Bliiscogniauxia mediterraneen monocoltura (controllo) ed in
coltura duale coEpicoccum nigrunmei cinque giorni successivi alla inoculazione

81



Filtrato colturale.
Per quanto riguarda I'utilizzo dei filtrati coltdrale prime osservazioni hanno mostrato

che, nei primi 10 giorni, si ha una buona attiatéagonistica (Figg. 30 e 31), in seguito

pero il micelio diBiscogniauxiaiprende a crescere anche se morfologicamentesdidal

testimone.

Figura 30. Coltura dB. mediterrane su
filtrato colturale diEpicoccum nigrum
(3:1) con a destra la coltura testimone
di Biscogniauxia mediterranea.

1 2 3 4 5 6

Giorni di incubazione

‘—Q—Epicoccum 0 === Epicoccum 1:3 —— Epicoccum 1:1 —« Epicoccum 3:1

Figura 31. Accrescimento (mm) medio progressivaalonie dei tre ceppi d8. mediterranean substrato
con assenza (0) od addizionato di filtrato colwidei diversi isolati dE. nigrum in rapporto 1:3,
1:1 e 3:1, a diversi giorni di incubazione.

Epicoccum— Coryneum quercinum

Coltura duale.
| tre ceppi diE. nigrum(E1, E2, E3) risultano avere una buona azionegantatica nei
confronti diC. quercinum.La crescita relativamente lenta di entrambi i furtta permesso

di raccogliere un buon numero di misurazioni gitiere, dalle quali emerge che
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I'inibizione a distanza (dovuta all’antagonistayeita visibile dal quarto giorno in poi,
quando lo sviluppo del patogeno sembra arrestaliitavo giorno, comunque, in tutti i

I'arresto completo dello sviluppo €. quercinumPer contro invecg&. nigrumcontinua a
cresce senza rallentamenti, fino al contatto ngoelifFig. 32). A questo punto anche
I'antagonista termina il proprio sviluppo, senzagenetrazione di ife tra i due bionti.

Il comportamento dei tre ceppi @. nigrumnon mostra grossa variabilita. Una certa

variabilita e stata semmai notata tra i ceppCdguercinumdei quali il ceppo 3 é risultato

il meno sensibile.

Figura 32. Coltura
duale diC. quercinum
ed E. nigrumal sesto
giorno dall'inoculo
dell’'antagonista. Il
patogeno risulta
notevolmente
rallentato in confronto
alla  coltura  pura
(sinistra).

Filtrato colturale.

| tre ceppi diE. nigrum(E1, E2, E3), utilizzati per la preparazione dérdti colturali,
risultano avere una buona azione antagonisticaamronti di C. quercinumsoltanto ad
elevate concentrazioni del filtrato stesslopatogeno, dopo 10 giorni dall'inoculazione
presenta accrescimenti simili al controllo nellagbie contenenti aliquote di filtrato in
rapporto 1:3 e 1:1, mentre su piastre contendtratih dei 3 ceppi dE. nigrumin rapporto

3:1 rispetto al PDA, si sono evidenziati accrescitingressoché nulli (Fig. 33).
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‘—o—Epicoccum 0 Epicoccum1:3 ==8=Epicoccuml:l ==4=Epicoccum 3:1 ‘

Figura 33. Accrescimento (mm) medio progressivealonie dei tre ceppi dB. mediterranean substrato
con assenza (0) od addizionato di filtrato colwidei diversi isolati dE. nigrum in rapporto 1:3,
1:1 e 3:1, a diversi giorni di incubazione.

Epicoccum nigrum- Pleurophoma cava

Coltura duale.

Nelle nostre condizioni sperimentali, data la citesiiziale abbastanza lenta del patogeno
saggiate (meno di un mm al giorno, nei primi 4-8rgi), € stato necessario inoculd&e
cavaalmeno una settimana prima rispetto all’antaganist queste condizioni, come gia
nei confronti diB. mediterranea C. quercinumE. nigrummostra anche contr®. cava
netta azione antagonistica

In particolare, analogamente a quanto accade s$ofoanel caso diC. quercinum si
registra un rallentamento della crescita dopo pagbini dall'inoculo dell’antagonista.
Infatti, prove preliminari hanno comunque mostrette, anche ricorrendo a pre-inoculi del
patogeno ancora piu anticipati, 'azione antagarastia parte dE. nigrumsi manifesta
sempre e comunque gia a partire dal 5°- 6° giorrad ©homento dell'inoculo
dell'antagonista.

Quanto detto viene messo bene in evidenza daggi ididinibizione (Tab. 21).

Non sono state notate significative differenze dmportamento tra i vari isolati sia

considerando il patogeno che I'antagonista.
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Filtrato colturale.

Su substrato addizionato di filtrati colturalifeli nigrum a diverse concentrazioni, i risultati
non hanno evidenziato nessuna significativa adtivantagonistica diE. nigrum
sullaccrescimento delle colonie d?leurophoma cava(Fig. 34), si notano, tuttavia
accrescimenti medi leggermente inferiori rispettdeatimone delle colonie cresciute sui

substrati addizionati di filtrato colturale.

30

07 T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Giorni di accrescimento

‘—O—Epicoccum 0 Epicoccum 1:3 == Epicoccum 1:1 ==¢=Epicoccum 3:1

Figura 34. Accrescimento (mm) medio progressivoattbnie dei tre ceppi d?. cavain substrato con assenza
(0) od addizionato di filtrato colturale dei diveisolati diE. nigrum in rapporto 1:3, 1:1 e 3:1, a
diversi giorni di incubazione.
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Tabella 21. Indici medi di inibizione giornalieri Bpicoccum nigrunmei confronti dei tre patogeBiscogniauxia mediterranea
Coryneum quercinura Pleurophoma cavan coltura duale.

PATOGENO Giorni
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B. mediterranea 6,82 22,19| 46,70 74,80 87,70 97,44
C. quercinum 0 0 17,44 33,00 50,6 68,89 98,22 100
P. cava 0 0 0 0 0,45| 14,3 31,9 51)1 72,60 90/00




E) GLIOCLADIUM ROSEUM
Gliocladium roseum- Biscogniauxia mediterranea

Coltura duale.

Dalle prove in coltura duale € emerso dBe roseumpresenta una chiara azione
antagonistica versB. mediterraneama solo a partire dal terzo giorno di incubaziene
con una forte variabilita tra un ceppo e I'altrag(R35).

Durante i primi tre giorni di incubazione non sagsistito a differenze di crescita tra le
colture duali ed i testimoni, differenze che si sgotute apprezzare nei due giorni
successivi (Fig. 36), condizione confermata ancheisultati del calcolo degli indici di

inibizione (Tab. 22).

Figura 35. Coltura duale dBiscognauxia mediterranea) con due
differenti isolati diGliocladium roseun(b), con a destra Ia
monocoltura del patogeno
Notare come solo l'isolato G1 mostri una chiaraaei
inibitrice verso il patogeno.
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Tabella 22. Esempio di indici medi di inibizionegalieri di due ceppi dbliocladium
roseumnei confronti diBiscogniauxia mediterranea

Giorni 1 2 3 4 5

Gliocladium roseum(1) | 4,34 38,46 59,64 85,50, 100,00
Gliocladium roseum(2) | 8,600 4,61 - - -

Anche quando non si assisteva a fenomeni di imbiia distanza, o alla formazione di
evidenti strutture di “barrage”, si € potuto osseey attraverso isolameni vitro
effettuati a partire dal bordo della colonia @i roseume procedendo di 5 in 5
millimetri nella direzione diB. mediterraneafino ad una distanza di 25 millimetri,
come l'unico fungo isolato fosse appu@oroseumCio puo far pensare ad una azione

micoparassita da parte @i roseummei confronti del patoger®. mediterranea

60

50 4

40

{ |
20 1
) /
0 T T T T
1 2 3 4 5
Giorni di incubazione
‘ B. mediterranea x G. roseum —Biscogniauxia‘

Figura 36. Accrescimento (mm) medioBRiscogniauxia mediterraneia monocoltura (controllo) ed in
coltura duale coliocladium roseurmei cinque giorni successivi alla inoculazione

Filtrato colturale.

| risultati ottenuti con l'utilizzo di substrati dizionati con aliquote crescenti di filtrato
colturale diG. roseumhanno confermato I'effetto antagonistico di qudstho (Fig.
37) nei confronti dB. mediterranealo sviluppo della colonia del patogeno, infasii,
riduce ad opera del filtrato in proporzione al raqp substrato-filtrato, con una certa

variabilita tra i vari ceppi.
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In nessun caso tuttavia, si é verificata la modkedfe del patogeno, cido sembrerebbe
dimostrare che I'eventuale micoparassitismo da epatéll’antagonista si esplica

solamente in presenza del micelio.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Giorni di incubazione
=== Gliocladium 0 Gliocladium 1:3 Gliocladium 1:1 ==#=Gliocladium 3:1

Figura 37. Accrescimento (mm) medio progressivo cdlonie di Biscogniauxia
mediterranean substrato con assenza (0) o addizionato dafdtcolturale
di Gliocladium roseumin rapporto di 1:3, 1:1 e 3:1 rispetto al substrato

Gliocladium roseum- Coryneum quercinum

Coltura duale.

In coltura dualeC. quercinumha subito una azione inibitrice da part€xdiroseumcon
differenze pero tra un ceppo e I'altro (Fig. 38dppo 1 del patogeno si € mostrato piu
sensibile degli altri due alla presenza&iroseum(Fig. 39). Anche in questo caso si e
notata una certa variabilita tra i ceppi, per edemmgll'incrocio C. quercinum3 e G.
roseumsi € visto un allineamento degli accrescimentipatogeno e antagonista (Fig.
40), mentre nell’incrocicC. quercinuml x G. roseumoltre ai valori di accrescimento
minori rispetto al testimone, si nota visivament& alisposizione spaziale della colonia

di C. quercinunalterata rispetto al testimone (Fig.41).
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Figura 38. Accrescimento (mm) progressivo medicadibnie diCoryneum quercinum
in coltura duale coliocladium roseunod in coltura pura
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Figura 39. Accrescimento (mm) medio progressivoatibnie del ceppo 1 dforyneum
quercinumin coltura pura od in coltura duale con i ceppi 12edi
Gliocladium roseum.
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Figura 40. Accrescimento (mm) medio progressivocdlionie del ceppo 3 di
Coryneum quercinurm coltura duale con i ceppi 1 e 2 @liocladium
roseumod in coltura pura.

Figura 41. Disposizione spaziale del micelicCdiryneum quercinurta) in assenza od
in presenza cGliocladium roseun(b).

Filtrato colturale.
Nella figura 42 si pud notare come l'addizione diratti colturali diG. roseumal

substrato esplichi un significativo effetto negatisullo sviluppo diC. quercinum
L’'accrescimento medio delle colonie del patogenadsice notevolmente all’'aumentare

delle concentrazioni di filtrato colturale dell’agfonista.
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Figura 42. Accrescimento (mm) medio progressivoeaonie diCoryneum quercinum
in substrati con assenza (0) o con concentraziorfdtrdto colturale di
Gliocladiumpari a 1:3, 1:1 e 3:1.

Gliocladium roseum- Pleurophoma cava

Coltura duale.

In coltura duale, I'accrescimento di nessuno depceli P. cavae risultato influenzato
dalla presenza db. roseum Qesto comportamento risulta evidente dal graficigura
43 in cui 'andamento dell'accrescimento delle oidodel patogeno in monocoltura, &

stato del tutto analogo a quello della coltura dual

Filtrato colturale.

Anche dalle prove effettuate tramite l'utilizzo ditrato colturale di G. roseum
addizionato al substrato in vari rapporti € ememcaeffetto antagonistico del fungo nei
confronti del patogeno. Come si pud evincere déara 44 l'accrescimento delle
colonie del patogeno sui substrati conteneti fittracolturale non si discosta

significativamente dal testimone.
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Figura 43. Accrescimento (mm) medio progressivdPlurophoma cavan coltura
duale corGliocladium roseuned in coltura pura.
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Figura 44. Accrescimento (mm) medio progressivdedablonie diPleurophoma cava
in substrati con assenza (0) o con concentraziorfdtrdto colturale di
Gliocladium roseunpari a 1:3, 1:1 e 3:1.
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F) PENICILLIUM SP.

Penicillium sp.— Biscogniauxia mediterranea

Coltura duale.

Come si puo osservare dal grafico riportato, cossnpio, in figura 45Renicilliumsp.
non ha mostrato alcuna azione antagonistica aldiveiceliare, nei confronti dB.
mediterranea

L’accrescimento medio del patogeno in coltura pearaisultato analogo a quello

verificatosi in presenza del potenziale antagonista

50.00
- T L C
40.00 - é,/,?— + 3
—~ 30.00 -
£
~— 20.00
10.00 /
0.00 ‘
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Giorni di incubazione
—o—B. mediterranea x Penicillium sp. —s— Biscogniauxia mediterranea

Figura 45. Accrescimento (mm) medio progressivo teshpo delle colonie di
Biscognauxia mediterranean coltura duale conPenicillium sp. in
confronto con il testimone in coltura pura.

Filtrato colturale.

Con l'utilizzo dei filtrati colturali € stato notatcome l'accrescimento dei ceppi Bli
mediterraneasia stato influenzato dalla presenza nel substhiafittrato di Penicillium

sp. a tutte le concentrazioni. Mentre inizialmedtdta presenza sembrava avere un
effetto stimolante sull’accrescimento del patogeda) quarto giorno, la coltura
testimone ha mostrato accrescimenti maggiori riespetquelli delle colture contenenti

filtrato colturale diPenicillium sp., soprattutto alle concentrazioni maggiori (F8§).
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Figura 46. Accrescimento (mm) medio progressivtedmlonie diBiscogniauxia
mediterranean substrati con assenza (0) o con concentraziofi&ato
colturale diPenicilliumsp.pari a 1:3, 1.1 e 3:1.

Penicillium sp.— Coryneum quercinum

Coltura duale.

In coltura duale, come si puo notare nel graficfignra 47,Penicillium sp. € risultato

avere un certo effetto inibitorio sullo sviluppolldecolonie diCoryneum quercinum,

variabile perd da un ceppo all'altro. Il ceppo 1l gmtogeno sembrerebbe aver

maggiormente risentito della presenz#@dnicilliumsp. rispetto agli altri due.
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‘— C. quercinum x Penicilium sp. ==®==C_quercinum ‘

Figura 47. Accrescimento (mm) medio progressiveaonie diCoryneum quercinum

in coltura duale coPenicilliumsp. od in coltura pura
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Filtrato colturale.

Con l'utilizzo dei filtrati colturali diPenicilliumsp., si & evidenziato che il fungo svige
una significativa azione antagonistica nei confradntCoryneumquercinum crescente
con l'aumentare della concentrazione. In figuras#i8videnzia un andamento analogo
al testimone con concentrazione di filtrato piu daaq1:3), mentre gia ad una
concentrazione di 1:1 si nota un calo considerewsgli accrescimenti progressivi

medi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Giorni di incubazione

=== Penicillium 0 Penicillium 1:3 Penicillium 1:1 === Penicillium 3:1

Figura 48. Accrescimento (mm) medio progressivoledalolonie di Coryneum
quercinumin substrati con assenza (0) o con concentraziorfétrdto
colturale diPenicilliumsp.pari a 1:3, 1:1 e 3:1.

Penicillium sp. —Pleurophoma cava

Gli isolati di Penicillium sp. saggiatinon risultano avere, in coltura duale, nessuna

particolare attivita versB. cava(Fig. 49).

Filtrato colturale.

Come riportato dall’esempio in figura 50, I'utili@zei filtrati colturali dei diversi ceppi

di Penicilliumsp. ha avuto un effetto stimolante sull’accrescitoetel patogeno.

Le colonie del patogeno cresciute su substratontest, senza estratti miceliari di

Penicillium sp., hanno mostrato uno sviluppo piu lento di guetiesciute su substrato

addizionato dell’estratto.
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Figura 49. Accrescimento (mm) medio progressiveattbnie diPleurophoma cavan
coltura duale coPenicilliumsp. od in coltura pura
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Figura 50. Accrescimento (mm) medio progressivealonie diPleurophoma cavin
substrati con assenza (0) o con concentrazioneiltchtd colturale di
Penicilliumpari a 1:3, 1:1 e 3:1.
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G) TRICHODERMA VIRIDE

Trichoderma viride— Biscogniauxia mediterranea

L’azione antagonistica in coltura duale da parteTdiviride nei confronti diB.
mediterranea si manifesta fin dal terzo giorno di crescita, mp@ il micelio
dell’antagonista prevale sul quello del patogeniygpandosi sopra di esso.

| ritmi di accrescimento particolarmente elevaé per il patogeno che il non patogeno
hanno impedito di poter creare curve di crescitanpancanza di una congrua serie di
valori. Come gia detto, infatti, gia dopo due —gierni di incubazione e avvenuto |l
contatto tra i due miceli (Fig. 51).

Per contro pero e stato possibile stabilire ungéefazione micoparassitica da parte di
Trichoderma viride Tale azione era visibile in tutti e tre i cepglldntagonista e su
tutti gli isolati del patogeno, confermando quamgh@rtato in letteratura a proposito di
guesto ifale.

L’azione fortemente antagonistica era in qualcts® danitata da parte del patogeno con
la formazione di un setto scuro ben visibile sutetio, presumibilmente un tentativo di
arrestare la colonizzazione del proprio miceligdete diT. viride Nella figura 52 sono
riportati esempi di colture duali in capsule Peimi,cui € evidente la formazione del
sopra citato setto di separazione tra i due magtlopera dB. mediterraneanonché le
reazioni cromatiche del patogeno all’'azione “predat da parte dell'antagonista.
Reisolamenti in prossimita della zona di contatario dimostrato come il micelio Bi
mediterraneanon fosse piu vitale.

A distanza di qualche giorno, comunque, la resrstemlel patogeno, dovuta
presumibilmente al rilascio di tossine nel substraveniva vinta da parte
dell'antagonista che completava la colonizzazioe#adcapsula Petri. Oltre questo

momento diveniva impossibile reisolare il patogeno.
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Figura 51. Coltura duale di
Biscogniauxia mediterranea
(originariamente inoculata in
basso) drichoderma viridea
5 giorni dal momento
dell'inoculo. Si noti come |l
micelio dell’antagonista
abbia interamente ricoperto |l
patogeno, arrivando anche
alla formazione delle
fruttificazioni conidiche.

Figura 52. Colture duali dB. mediterraneae T. viride in cui si evidenzia la
formazione del setto di separazione tra i due miaelopera diB.

Filtrato colturale.

| risultati ottenuti utilizzando substrato addiz&a a concentrazioni diverse di filtrato
colturale diT. viride, hanno confermato le capacita antagonistichie giride nei confronti

di B. mediterraneasebbene in misura molto minore rispetto alle prpvecedenti (Fig.
53). Lo sviluppo delle colonie del patogeno in prema dei filtrati diTrichoderma in
effetti, si riduce notevolmente solo quando si pmaro in considerazione le concentrazioni
maggiori (3 parti di filtrato ed una di PDA), seraonfrontato ovviamente con il relativo
testimone (3 parti di acqua sterile ed una di PQAY. 54). Tale azione é risultata via via

ridursi alle concentrazioni piu basse del filtragpetto al substrato (Figg. 55 e 56).
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(mm)

Giorni di incubazione

=== Trichoderma O Trichoderma 1:3 ===Trichoderma 1:1 ====Trichoderma 3:1

Figura 53. Accrescimento (mm) medio di colonieBiécogniauxia mediterranem assenza (0) od in
presenza di filtrato colturale drichoderma viridgin rapporto 1:3, 1:1 e 3:1 con il substrato,
a diversi giorni di incubazione.

—BIxT1 —BIXT2 B1xT3 B2xT1 ——B2xT2 ——B2xT3
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Giorni

Figura 54. Accrescimento (mm) medio di tre ceppBdicogniauxia mediterranesn
assenza od in presenza di filtrato colturale de2rdi isolati diTrichoderma
viride, in rapporto 3:1 con il substrato, a diversi gianincubazione.
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Figura 55. Accrescimento (mm) medio di tre cep@idcogniauxia mediterraneia
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assenza od in presenza di filtrato colturale dererdi isolati di
Trichoderma viride in rapporto 1:1 con il substrato, a diversi giodn
incubazione.

——BI1xT1 —®—B1xT2 B1xT3 B2xT1 —%—B2xT2 —@—B2xT3

——B3xT1 ——B3xT2 BoxTE — —B1 - TB2 T 7

Giorni

Figura 56. Accrescimento (mm) medio di tre ceppBuicogniauxia mediterranea

in assenza od in presenza di filtrato colturale deiersi isolati di
Trichoderma virid, in rapporto 1:3 con il substrato, a diversi giain
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In particolare, con la concentrazione di 1:3, adngso, le differenze rispetto ai
testimoni divengono praticamente trascurabili, seleb ancora statisticamente
significative. In nessun caso tra l'altro si sonegentate differenze particolarmente
apprezzabili tra i diversi ceppi anche se, traggliati di B. mediterranea saggiati, il B1,

che peraltro appare anche il piu veloce nello gyity e risultato sempre il meno inibito.

Trichoderma viride— Coryneum quercinum

Coltura duale.

| tre ceppi diT. viride (T1 ,T2, T3) risultano avere un notevole antagooissullo
sviluppo di C. quercinum, basato quasi esclusivamente sulla forte attivita
micoparassitica. Analogalmente a quanto descriétoBp mediterraneasin dal terzo
giorno, il micelio dell'antagonista in tutti e trgli isolati, prevale sul micelio del
patogeno sviluppandosi a carico di esso, parazgaitdolo (Fig. 57).

Cio e dimostrato dalla impossibilita di reisolar@atogeno nelle zone gia invase Ta
viride. Ad ogni tentativo infatti, 'unico micelio che sviluppava era sempre quello di
T. viride

| ceppi diC. quercinummostrano senza alcuna significativa distinziona arescita
molto lenta rispetto a quella d@i. viride, ma I'azione antagonistica si manifesta anche
inoculando il patogeno con 4 giorni di anticipo.

Anche in questo caso € stato impossibile calcajéirandici di inibizione in quanto la
velocita di crescita dell'antagonista, che in dtes dgiorni colonizzava interamente la
capsula Petri e il micelio d@. quercinumha impedito di effettuare un numero congruo
di misurazioni

Filtrato colturale.

| tre ceppi diT. viride utilizzati per la preparazione dei filtrati coltliraisultano avere
una azione antagonistica abbastanza omogeneanfedraid di C. quercinum esplicata
alle due concentrazioni piu elevate.

In figura 58 si evidenzia un andamento analogoestihone con concentrazioni di
filtrato piu basse (1:3 e 1:1 fino al tredicesimorgo), mentre a concentrazione piu

elevata si nota un calo considerevole degli acoresti medi gia al decimo giorno.
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Figura 57. Coltura duale diC.

quercinum e T. virideal quarto

giorno dall'inoculo dell’antagonista.
La colonia del patogeno risulta
ormai completamente ricoperta @ia
viride.
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‘—o—Trichoderma 0 —#—Trichoderma 1:3 —#&— Trichoderma 1:1 === Trichoderma 3:1 ‘

Figura 58. Accrescimenti (mm) medi giornalieri@ryneum quercinurm assenza (0) od
in presenza di filtrato colturale @irichoderma viridan concentrazioni 1:3, 1:1 e 3:1.

Trichoderma viride— Pleurophoma cava.

Coltura duale.

| diversi isolati diT. viride saggiati(T1 ,T2, T3) risultano avere anche nei confronti di
guesto patogeno un notevole antagonismo di natucaparassitica. Analogalmente a
quanto descritto peB. mediterraneae C. quercinun,sin dal terzogiorno il micelio
dell’antagonista in tutti e tre gli isolati, preeadul patogeno sviluppandosi a carico di esso,
parassitizzandolo.

Questo avviene anche quaridocavaviene inoculata con alcuni giorni di anticipo esjo
all'antagonista per tener conto dei suoi ritmiidistita particolarmente lenti. | ceppi del
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patogeno infatti, mostrano senza alcuna distinzgigeificativa una crescita molto piu
lenta (inizialmente meno di un mm al giorno) rispet quella dell’antagonista.

Trascorsi 5 — 6 giorni dal contatto tra le ife, reostato piu possibile risolare il patogeno
in coltura pura. Ad ogni tentativo infatti, 'unicoicelio che si sviluppava era sempre e
soltanto quello di. viride Anche in questo caso e stato impossibile calegjéirindici

di inibizione per l'alta velocita di crescita dalfitagonista, che in due tre giorni

colonizzava interamente la capsula Petri.

Filtrato colturale.

SuP. cava al contrario di quanto verificato per gli altu@l patogeni, i filtrati colturali

di T. viride hanno avuto un effetto stimolante sul patogeno, ecemevidenzia dalla
figura 59. Infatti, la tendenza generale delle n@acresciute su substrati addizionati €
stata quella di un netto maggiore accrescimentoasiofto per quelle cresciute su
substrati addizionati di filtrato colturale @i viridein rapporto 3:1.

Il controllo, soprattutto dal sesto giorno di inazibne, si discosta negativamente dagli
accrescimenti delle colonie cresciute su subsiddtizionati.

Sembrerebbe pertanto che mentre veBsomediterraneae C. quercinum T. viride
mostri sia un’azione parassitica che un effett@stco” verso il patogeno, nei confronti

di di P. cavaquest’ultimo effetto viene a mancare.

0.00 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
Giorni di incubazione
‘—Trichoderma 0 Trichoderma 1:3 =+=Trichoderma 1:1 ==e=Trichoderma 3:1 ‘

Figura 50. Accrescimenti (mm) medi giornalieriRleurophoma cavan assenza (0) od
in presenza di filtrato colturale drichoderma viriden concentrazioni 1:3,
1:1e3:1.
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H) VERTICILLIUM LECANII
Verticillium lecanii — Biscogniauxia mediterranea

Coltura duale.

Nella figura 60 € riportato il quadro riassuntivegtl sviluppi medi progressivi nel tempo
dei tre ceppi del patogeno in colture duali coreidiversi isolati dV. lecanii Da essa,
emerge come la crescita delle coloni@®dmediterraneai riduca notevolmente a partire
dal quarto giorno. Cio significa che quando le w@tduali si avvicinanoy. lecanii
comincia ad esplicare una certa azione antagoajstiovuta probabilmente alla
produzione di metaboliti. Tali effetti di inibiziensono evidenti nella figura 61.

Gli effetti antagonistici sono messi in evidenzdanéabella 23, dove vengono riportati
gli indici medi di inibizione espressi in colturaiale dai tre ceppi dv. lecanii nei
confronti dei tre ceppi dB. mediterraneaa 5 giorni dall'inoculazione. Nella tabella 22
vengono invece riportati gli indici di inibizioneadi giornalieri espressi da lecaniinei
confronti dei tre patogeni saggiati.

Filtrato colturale.

| saggi sui filtrati colturali hanno fondamentalneronfermato i risultati ottenuti con le
colture duali:V. lecanii produce probabilmente dei metaboliti che inibiscémsviluppo
di B. mediterraneaE emersa tuttavia una notevole variabilita neibae antagonistica

morfologia delle colonie (Fig. 63).

Tabella 23. Indici di inibizione espressi dai teppi diVeticillium lecanii(V1, V2 e
V3) nei confronti dei tre ceppi @. mediterranegdB1, B2 e B3) in colture
duali, a 5 giorni dall’ inoculazione.

Biscogniauxia mediterranea

B1 B2 B3 Media
V1l | 76,70| 86,48 86,90 84,36

v2 | 81,80| 81,78 87,50 83,69

V3 | 83,13| 75,13 80,00 79,42

Verticillium lecanii

Media| 81,54 | 81,13 84,80 82,49
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Figura 60. Accrescimento (mm) medio progressivBidcognoiauxia mediterranda
monocoltura ed in coltura duale con tre ceppVditicillium lecaniinei 7
giorni successivi alla inoculazione
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‘—'—B. mediterranea x V. lecanii === Biscogniauxia mediterranea

Figura 61. Coltura duale §erticillium lecanii(a) eBiscognauxia mediterrang@),
con a destra la coltura testimoneBdimediterranea.
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Fig. 62.Accrescimenti (mm) medi giornalieri Biscogniauxia mediterraneia assenza
(0) od in presenza di filtrato colturale derticillium lecaniiin concentrazioni
1:3,1:1 e 3:1.

Figura 63. Colonie del Ceppo 2 discognauxia mediterranea
sviluppatesi su PDA addizionato di filtrati coltlirdei 3
isolati diV. lecaniiin confronto con il testmone.
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Verticillium lecanii — Coryneum quercinum

Coltura duale.

| tre ceppi diV. lecanii(V1, V2, V3) risultano avere una buona azione gonésta nei
confronti diC. quercinumazione visibile dall'ottavo giorno in poi (Figdh quando la
crescita del patogeno sembra arrestarsi. All'ursiive giorno, ad esempio, in tutti i
casi saggiati, I'indice di inibizione € risultatarpa 100 (Tab. 22).

La tabella 22 mostra come, soprattutto a partitesddimo giorno, I'indice medio di
inibizione tenda ad aumentare sensibilmente.

Una certa variabilita & stata notata tra i ceppCdguercinumdei quali il ceppo 3 &
risultato il meno sensibile. L'aspetto delle comiai confronto e raffigurato nella figura
65.

Filtrato colturale.

Dalla figura 66, dove vengono raffigurati gli ackrementi progressivi medi delle
colonie diC. quercinunsu substrato con assenza o con diverse concemrdzidtrato
colturale diV. lecanii emerge chiaramente la non interferenza di qualime

nell’accrescimento del patogeno.

14,00

12,00 A

10,00 I |
= 800 S J_ijL Li i
E 6,00 | -

4,00 1

2,00

0,00 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Giorni di incubazione
‘—-—C. quercinum x V. lecanii ==s==Coryneum quercinum

Figura 64. Accrescimento (mm) medio progressivoteeipo diCoryneum quercinum
in monocoltura (testimone) ed in coltura duale &@aticillium lecanii. |
valori sono riportati come la media + deviaziorensiard.
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Figura 65. Coltura duale del ceppo 1 @oryneum quercinunton il ceppo 2 di
Verticillium lecanii con a destra la coltura testimone @obryneum
quercinum
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Figura 66. Accrescimento (mm) medio progressivoadtonie diCoryneum quercinum
in substrati con assenza (0) o con concentraziofikrato colturale di
Verticillium lecanii pari a 1:3, 1.1 e 3:1.
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Verticillium lecanii — Pleurophoma cava

Coltura duale.

V. lecaniinon sembra avere particolari azioni antagonistiobieconfronti diP. cava
anzi, quando i due funghi vengono quasi a contsaittoiscontra un aumento della
crescita del fungo patogeno (Figg. 67, 68 e 69).sua struttura miceliare subisce
tuttavia delle modificazioni: da una analisi altereoscopio e stato possibile notare un
micelio piu lasso, meno compatto, ma soprattuttoaumento delle fruttificazioni
picnidiche. Probabilmente ci0 € imputabile all’attione di una strategia di
sopravvivenza, adottata dal fungo in risposta pllesenza di probabili metaboliti
prodotti daV. lecanii

Questa particolare azione € messa bene in eviddaglaindici di inibizione negativi
ricavati dai confronti in coltura duale (Tab. 24).

La risposta diP. cavaalla presenza di un eventuale metabolita prodadty’. lecanii
non € uguale in tutti i ceppi esaminati. Il cepp(PZ2) risulta avere una stimolazione
maggiore, cio € particolarmente visibile dagli midii inibizione che, per questo ceppo,

sono particolarmente elevati.

——P.caval ——— P.cava 1 x Verticillium 1 P.cava 1 x Verticillium2 P. cava 1 x Verticillium 3
——P.cava 2 —— P.cava 2 x Verticilium 1 —— P. cava 2 x Verticilium 2 —— P. cava 2 x Verticillium 3
P.cava 3 P. cava 3 x Verticillium 1 P. cava 3 x Verticillium 2 P. cava 3 x Verticillium 3
20
18 -
16 {

!

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Giorni di incubazione

Figura 67. Accrescimento (mm) medio progressivo tehpo dei tre ceppi di
Pleurophoma cavan monocoltura (testimoni) ed in colture duali cva
ceppi diversi (V1,V2,V3) dVerticillium lecanii. | valori sono riportati come
la media £ deviazione standard.
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Figura 68. Accrescimento (mm) medio progressivoteelpo diPleurophoma cavin
monocoltura (testimone) ed in coltura duale ¥enticillium lecanii.l valori
sono riportati come la media * deviazione standard.

Figura 69. Coltura duale del ceppo ZPdeurohoma cavaon il ceppo 2 dVerticillium
lecanii. Si noti come la colonia dPleurophoma cavén coltura duale con
Verticillium lecaniisia cresciuta piu rapidamente rispetto al testimone
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Tabella 24. Indici medi giornalieri della inibizienndotta daVerticillium lecaniisullo sviluppo dei patogeni
Biscogniauxia mediterrane&oryneum quercinuraPleurophomacavain colture duali.

Giorni
Patogeno
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Biscogniauxia| 7,63| 13,54| 61,56| 76,77 82,49| 100,00 _ _ _ _ _ _ _
Coryneum 0,00; 0,00 | 1,99| 22,6912,50| 14,00| 42,90 | 46,6098,50(99,30 100,00 100,00 100,00
Pleurophoma|0,00|-15,70/-16,10 8,57 | -12,00-11,39| -98,33 | -76,8%-74,44




Filtrato colturale.

Nelle prove con l'utilizzo di filtrati colturali,Verticilium sp. sembra confermare
un’azione stimolandone a tutti gli effetti 'accegmento diPleurohoma cavéFig. 70).

Si é osservato infatti che la presenza del filtdgbpotenziale antagonista ha I'effetto di
far aumentare gli accrescimenti medi rispetto altdlo anche se il micelio risulta

modificato, presentandosi con cospicua parte g@ea sviluppata invece nel controllo.
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=== \/erticillium 0 —m— Verticillium 1:1 —— Verticillium 1:1 ==m==V erticillium 3:1

Fig. 70. Accrescimento (mm) medio progressivo doeie diPleurophoma cavan
substrati con assenza (0) o con concentrazioneilatd colturale di
Verticillium lecaniiparia 1:3, 1:1 e 3:1.

4.2.2 VALUTAZIONE DELLE INTERAZIONI CON L’ INDICE DI BADALYAN

Nella tabella 25, si riportano i risultati dellalwi@zione delle interazioni in coltura
duale, ottenuti applicando I'indice di Badalyan dBbanet al, 2002; 2004), tra gli 8
funghi non patogeni esaminati e le tre specie doét patogeni.

Attraverso questo indice e stato possibile evidmezi casi in cui entrambe le colonie
(patogeno e non patogeno) arrestavano la loro imgsmanifestando un tipo di
interazione competitiva essenzialmente spazialellign cui si verificava un arresto a
distanza delle colonie (piu 0 meno marcato) e qudihe di sovraccrescita parziale e/o

totale del non patogeno sul patogeno dopo un iribi@cco.
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Tab. 25. Indice di inibizione Badalyan tra gli ottodofiti fungini non patogeni e le tre
specie patogene esaminate.

Specie patogene
Specie non patogene : _
Biscogniauxia Coryneum Pleurophoma
mediterranea guercinum cava
1 Acremonium 0* 0* 1
2 Aureobasidium 0* 2 1
3 Cladosporium 0* 2 1
4 Epicoccum 2 2 2
5 Gliocladium 3,5 3,5 3,5
6 Penicillium * 1 1
7 Verticillium 2 (+1) 2 (+2) 1
8 Trichoderma 4,5 4,5 4,5
a Blscggnlauma 0 0
mediterranea
b Coryn_eum 0 1
qguercinum
c Pleurophoma 0 1
cava

* In questi casi € il patogeno che cresce sulbaltmgo

Attraverso questo indice e stato possibile evidmezi casi in cui entrambe le colonie
(patogeno e non patogeno) arrestavano la loro itmgsmanifestando un tipo di

interazione competitiva essenzialmente spazialellign cui si verificava un arresto a

distanza delle colonie (piu 0 meno marcato) e qudihe di sovraccrescita parziale e/o
totale del non patogeno sul patogeno dopo un iribi@cco.

Una evidente azione antagonistica su tutti e tpatbgeni e stata evidenziata dalle

specieE. nigrume V. lecaniied ancor piu peG. roseune T. viride
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Acremoniunmsp. non ha mostrato nessuna forma di competizitiiva,aanzi, le colonie
sono state sovrastate dall’accrescimento dellene®ldi Biscogniauxia mediterranea
Coryneum quercinum.

Le interazioni tra i tre patogeni hanno mostrateraccrescita diBiscogniauxiasu
Coryneum quercinura Pleurophoma cava blocco degli accrescimenti per contatto tra

le colonie traCoryneum quercinuraPleurophoma cava

4.2.3.0SSERVAZIONI AL MICROSCOPIO ELETTRONICO A SCANSIONE

Al fine di rilevare se le forme di antagonismo astrate nei sagghn vitro potevano
essere correlate con modificazioni morfologiche rdedelio dei funghi coinvolti, sono
state condotte osservazioni al microscopio elettma scansione (SEM), secondo la
metodologia precedentemente esposta.

Si e posta una particolare attenzione alle zormouniatto tra i miceli ed in particolare
laddove si evidenziavano, per esempio, fenomenibalirage. Per le interazioni
antagonistiche attive a distanza con le osservasioa cercato di verificare eventuali
cambiamenti strutturali delle ife del patogeno.

Dei funghi Epicoccum nigrumGliocladium roseumTrichoderma viride Verticillium
lecani) che avevano mostrato fenomeni di interazione Imiee quelli che hanno
evidenziato al SEM chiare modificazioni struttursdino statiG. roseum Verticillium
lecanii e Trichoderma viride

Sebbene tali modificazioni siano state palesatduigre tre i patogeni considerati, qui
si riferisce in particolare pddiscogniauxia mediterrane&he per la sua importanza nei
deperimenti delle querce, € stata oggetto dellereasioni e delle documentazioni
fotografiche piu dettagliate.

Il micelio di Gliocladium roseumal contatto comBiscogniauxia mediterranegproduce
numerosi avvolgimenti e deformazioni su quello patogeno, con restringimenti del
diametro, avvolgimenti a spirale e strozzaturegmeno evidenti (Fig. 71).
Trichoderma virideha prodotto le piu evidenti ed intense modificazistnutturali su
Biscogniauxia mediterrangacon avvolgimenti a spirale, strozzature, scheoanti,
perforazioni delle ife (Fig. 72).

Verticillium lecanii sembrerebbe produrre degenerazioni a carico detlimicli B.

mediterraneanelle ife piu prossime (Fig. 73a.) alle proprieirdurre una produzione
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di ingrossamenti miceliari, grosso modo sferi@| diametro di 10 — 1f@wm, simili a
clamidospore (Fig. 73b).

Figura 71.
Avvolgimenti a spirale
di ife di Gliocladium
roseum(G) su micelio
di Biscogniauxia
mediterranedB) in
coltura duale.

106402

25kV X3,S500

Figura 72. Strozzature (a), schiacciamenti (b e @vvolgimenti (d) di ife dirichoderma
viride (T) su micelio diBiscogniauxia mediterrane@), in coltura duale.

116



— 4 4 B ——
25kV X1.,500 10+ m 186408 25kV XS.,000 106407

Figura 73. Alterazioni a carico del micelio dBiscogniauxia
mediterraneaindotte daVerticillium lecanii in coltura
duale. Si noti in (a) un esempio di ifa del patagen
prelevata dalla zona di inibizione con evidenti qassi
degenerativi ed in (b) un ingrossamento micelidre
un’ifa del patogeno.
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5. CONSIDERAZIONI

Le ricerche condotte con questa Tesi di Dottoriatentrate sul gene@uercus hanno
portato a risultati molto interessanti, sia perrgaaconcerne le indagini in bosco, sulla
presenza di endofiti fungini, patogeni e non, ianpé asintomatiche, sia per gquanto
concerne quelle in laboratorio sugli antagonisiai trari endofiti.

I NCIDENZA ED ASSOCIAZIONI DEGLI ENDOFITI FUNGINI IN BOSCO

In bosco, su piante asintomaticheQliercus e stata sempre evidenziata una massiccia
presenza di endofiti fungini, patogeni e non, corersificazioni nell'incidenza, nella
ricorrenza e nelle associazioni delle specie, foerte influenzate dagli organi delle
piante, dalla specie ospite, dalle situazioni staii e dalle condizioni di deperimento o
meno del bosco.

Numerosita e ricorrenza degli endofiti fungini, pabgeni e non

E apparso innanzi tutto evidente come tutte letpidnQuercus indipendentemente dall
loro apparente stato sanitario e dalla loro localzone, siano colonizzate piuttosto
diffusamente da un rilevante numero di endofitigmndiversi, sia patogeni che non.
Anche laddove le condizioni vegetazionali del bosono buone, infatti, gli organismi
fungini endofiticamente presenti nei tessuti sorlquanto numerosi, con una
significativa incidenza anche di patogeni, senza dcuna influenza negativa sullo
stato delle piante.

Appare pertanto evidente come gli eventuali pownzatogeni su piante che si
mantengono in buone condizioni, restino circoscuit punti di inoculo o nelle
immediate vicinanze, senza diffondersi né intemg@gativamente con la pianta.
Complessivamente, con i nostri studi, nell’arealasiderato (9 stazioni del Lazio e 2
dell’Abruzzo), sono state riscontrate ben 19 spaaigine endofite differenti, di cui 11
patogeni, per lo piu (80%) di debolezza ed agentietrosi corticali Biscogniauxia
mediterranea Coryneum quercinumCytosporasp., Fusarium sp., Monochaetiasp.,
Phomopsis quercinégleurophoma caJaed 8 a carattere non patogedaremonium
sp., Aureobasidium pullulans Cladosporium cladosporioidesEpicoccum nigrum
Gliocladium roseumPenicilliumsp., Trichoderma virideVerticillium lecani.

Buona parte degli agenti di necrosi corticali sghostessi piu volte segnalati come
patogeni opportunistici implicati nel deperimentoelld querce, soprattutto
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nelllambiente mediterraneo (Ragazti al, 2000). Molti degli endofiti non patogeni
SONO0 specie note per avere comportamento antagonsintro patogeni.

Endofiti comuni alle varie situazioni. Sia pur con diversificazioni, anche consistenti,
un certo numero di endofiti sono risultati comunitudte le specie diQuercuse
pressoché a tutte le varie condizioni stazionatisaterate, dalle zone costiere a quelle
montane.

Tra essi due sono patogeRigurophoma cava Discula quercinamentre ben cinque
sono non patogeni, e precisamen#&cremonium sp., Aureobasidium pullulans
Epicoccum nigrunGliocladium roseumTrichoderma viride

Tra le specie fungine patogene piu diffuse, oltie auddettePleurophoma cava
Discula quercina (100% delle stazioni), sono da sottolinearBiscogniauxia
mediterranea Phomopsis quercingltre I'80%), assenti solo a quote maggiori di Q00
metri, nonchéCoryneum quercinunfoltre il 90%), assente solo nella stazione di
Ortolano.

La maggior parte delle specie non patogene risuiégsente in tutte le stazioni, ad
eccezione diCladosporium cladosporioide®0% delle stazioni)Yerticillium lecanii
(70%) ePenicilliumsp. (80%). Con quote comprese tra zero e 100d,netumero di
endofiti comuni sale a 11, di cui 5 patogeni.

Influenza degli organi

In linea generale, nell’ambito della stessa spdci@uercusbuona parte degli endofiti
sono stati riscontrati sia nelle gemme, sia neietéindi un anno che di tre anni, salvo
rare eccezioni, quali ad esemotrytis sp., completamente assente nelle gemme di
piante sane.

Nei boschi sani, tra i patogeni, I'incidenza Biiscogniauxia mediterraneaumenta
passando dalle gemme ai rametti di un anno, alftecma dei rametti di tre anni,
mentre Pleurophoma cavamostra un andamento inverso; tra i non patogeni,
Acremoniumsp. e Penicillium sp. presentano una maggiore presenza nelle gemme
rispetto ai rametti di un anno e tre anni, meWtgeobasidium pullulanpresenta la

maggiore incidenza sui rametti di un anno.
Influenza della specie diQuercus

Esistono delle specie endofite tendenzialmentdguate ad alcune specie @uercus
rispetto ad altre. Tra i patogeni, ad esemfglindrocarponsp. si riscontra solo su
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Quercus ilex mentre Tubakia dryinarisulta massicciamente presente soprattstio
Quercus robue totalmente assente sulle querce sempreverdi.

Tra gli endofiti non patogeni, sorrsultati particolarmente specifidlonocillium sp.,
riscontrato solo swWQuercus suberTritirachium sp. solo suQuercus ilexe Quercus
subere Ulocladium sp. suQuercus cerrise Quercus robur Altri endofiti sembrano
prediligere alcuni gruppi di specie rispetto adealDiscula quercinatra i patogeni,
incide molto di piu sulle querce caducifoglie rigpealle sempreverdi.

| dati relativi aTubakia dryinavanno a confermare quanto piu volte segnalato oedl N
Italia da Cellerino e Gennaro (2000).

La numerosita e 'incidenza degli endofiti sullagle specie dQuercusnon sembrano
correlabili con la loro predisposizione al depenoe

Quercus cerriee Quercus pubescenad esempio, presentano grossomodo una analoga
carica di endofiti patogeni e non patogeni, ma & nwome la prima specie sia
nettamente piu suscettibile ai fenomeni di depenitm rispetto alla seconda. Inoltre,
Quercus ilex notoriamente piu resistente ai fenomeni di depsrio, nella stazione di Castel
Porziano ha mostrato la piu alta incidenza di naleltipiu temuti patogeni, ma nel contempo e
risultata I'unica a non essere mai andata incenn@blemi di deperimento.

La differente predisposizione ai deperimenti dsilgjole specie di quercia, pertanto, piu che
alle associazioni endofitiche sembrerebbe conadiasalativa tolleranza allo stress idrico, che
e il fattore che innesca il fenomeno e probabilmera a scatenare il passaggio di molti agenti
di necrosi corticali dallo stato endofitico, asimiatico, a quello patogenetico.

Influenza della stazione

Le condizioni pedoclimatiche, soprattutto quellenmesse all’altitudine, risultano
presentare un peso notevole sulle associaziomdifdéi nelle piante.

Molte specie di endofiti si riducono alle piu elevaltitudini e comunque nelle zone di
montagna. Tra le specie fungine patogene, ad esengpicca l'assenza di
Biscogniauxia mediterraneaPhomopsis quercina quote maggiori di 1000 metri; tra
quelle non patogene, solo l'incidenza Acremoniumsp. sembrerebbe leggermente
ridursi con la quota, mentréerticillium lecanii e risultato assente sopra i 1000 m.
s..m. La diffusione territoriale riscontrata p@&iscogniauxia mediterraneava a

confermare quanto constatato in studi precedentiséhni et al, 2001), in cui si
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indicava I'assenza di questo patogeno nelle zonsorsalde del nostro Paese, ed in
particolare nellltalia settentrionale, a conferrdalle note esigenze termiche del
patogeno.

Il peso degli endofiti patogeni e non patogenitivieme gruppi separati, non hanno
globalmente manifestato una correlazione con tlaltne. Per contro, i due gruppi
sono risultati significativamente correlati con geesenza o meno di fenomeni di
deperimento nel bosco.

Relazioni tra deperimenti ed endofiti fungini

Nell'ambito di una stessa specie quercina, I'inoie dei vari endofiti fungini,
patogeni e non, su piante asintomatiche, e risultatgenere variare, spesso anche
notevolmente, passando da un’area “sana” ad undegerimenti (Fig. 74).

Indagini multistazionali su Quercus cerris

Nei boschi con fenomeni di deperimento, sono r&uih genere aumentare diversi
agenti di necrosi corticali, notoriamente implicaél fenomeno, quali, ad esempio,
Biscogniauxia mediterranegche passa da 1,77% a ben 27,43% nelle stazioni
considerate, peraltro ad altitudini diverséhomopsis quercinada 0,49% a
10,32%), Coryneum quercinum(da 0,61% a 2,52%). Nei boschi deperienti
compaiono peraltr®iplodia corticolae Monochaetiasp., quasi mai riscontrati nelle
varie stazioni con boschi sani. Séteurophoma cava risultata ridursi nei boschi
con deperimenti, probabilmente sopraffatta dagli patogeni.

Quanto agli endofiti non patogeni, vari di essi begnebbero ridurre la propria
incidenza passando dalle aree senza deperimentielée ccon deperimenti ed in
particolareAcremoniunsp. (da 5,41% a 1,60%Aureobasidium pullulanga 3,14%

a 1,32%),Cladosporium cladosporioide@a 7,40% a 1,24%pliocladium roseum
(da 1,55% a 1,29%)Penicillium sp. (da 6,16% a 1,83%)Epicoccum nigrume
Verticillium lecanii mostrano un leggero aumento nelle aree con degetim
rilevanti, rispettivamente da 1,07% a 1,28% e &4%, a 0,79%)

Complessivamente, considerando l'insieme degli tagéinnecrosi corticali e gli
endofiti non patogeni, passando dai boschi senparoheenti a quelli colpiti dal
fenomeno, si nota chiaramente come i primi aumentia 14,01% ad addirittura
50,65%, mentre i secondi scendono da 27,75 a 11,43%
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Altro dato di un certo interesse consiste nellavahte riduzione degli isolamenti muti,
cioé dei frammenti di tessuto che non hanno gem@waibnie, che passano da 29,06%
nei boschi sani a 4,80% in quelli degradati. Cedobbabilmente a dimostrare come gli
insediameni di endofiti nei tessuti delle piantemautino in boschi con elevata
pressione di inoculo.

Quanto ai fattori che condizionano l'incidenza edsociazioni di endofiti, molti di essi
sono gli stessi che favoriscono i fenomeni di diepento.

Le differenze piu evidenti tra le aree senza elgu&n deperimenti sono la densita del
bosco e la natura del suolo, con piu ridotta coinjpete e terreno tendente al medio
impasto, nelle prime e con popolazioni piu fittesngralmente cedui invecchiati a
prevalenza diQuercus cerris nelle seconde. Queste ultime hanno probabilmente
risentito delle prolungate e ripetute siccita charo caratterizzato gli ultimi decenni.
Queste condizioni svantaggiose sono state probabtkmalla base di stress alle piante,
con scatenamento degli attacchi dei patogeni dildeba, compresi gli agenti di
necrosi corticali, caratterizzati da una lunga fasiaetomatica endofitica.

Confronti tra specie diverse diQuercusa Castel Porziano

Quanto sopra si constata anche confrontando pdirgpecie diverse dpuercusnella
medesima stazione, ma poste in aree con e senzmirdepto. A Castel Porziano,
infatti, in tutte le specie ospiti, nelle situaziocon fenomeni di deperimento, l'incidenza
degli endofiti patogeni su piante asintomatichaltéspiu elevata che in situazioni senza
deperimenti, mentre, al contrario, I'insieme degldofiti non patogeni diminuisce (Tab.
26 e Fig. 75).

In tutte e quattro le specie Quercusinteressate da deperimenti, cioe cerro, farnia,
roverella e sughera, passando al confronto di parcaratterizzate da piante sane con
quelle denuncianti fenomeni di deperimento é raaltche I'incidenza degli endofiti
patogeni € piu elevata, in genere a scapito diligneh patogeni, in particolare su
roverella e cerro.

Il patogeno che subisce il maggior incremento @éltao Biscogniauxia mediterranea
particolarmente implicato nei fenomeni di deperitoedelle querce nell'ltala centro-
meridionale.

In conclusione, di grande importanza appare il coodamento sulla microflora
endofitica da parte dello stato sanitario generddédle piante nell’area boschiva
considerata. Nei boschi che presentano sintomi efiedmento infatti, I'incidenza
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endofitica dei patogeni, ed in particolare deglerstg di necrosi corticali, cresce
significativamente rispetto alle aree sane, meamqiedla dei non patogeni diminuisce.
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Figura 74. Densita di isolamento media (%) riagsantegli endofiti fungini patogeni, con distinz®rdegli agenti di necrosi
corticali, e di quelli non patogeni, relativa a & asintomatiche delle piante @uercus cerrisessaminate nei boschi
sani ed in quelli con deperimenti.



Tabella 26. Castel Porziano 2005. Tabella riasgamtelle densita di isolamento di agenti di neccosiicali, altri patogeni e non patogeni
riscontrati su piante asintomatiche di varie spdcf@uercus

QUERCUS CERRIS QUERCUS PUBESCENS QUERCUS ROBUR QUERCUS SUBER
ENDOFITI
Area Area Area Area
FUNGINI Area sana . Area sana . Area sana : Area sana .
deperiente deperiente deperiente deperiente
= Agenti di
() necrosi 27,66 58,38 24,28 44,53 23,85 48,50 31,89 51,08
8’ corticali
I
o Altri 28,37 29,98 36,53 47,63 33,46 34,69 47,62 33,79
Non patogeni 43,97 11,64 39,19 8,14 42,69 16,81 20,49 15,13
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Figura 75. Castel Porziano, 2005. Densita di iselstm media (%) degli endofiti fungini patogeni, adistinzione degli agenti di
necrosi corticali, e di quelli non patogeni, relata piante asintomatiche delle quattro specf@uwtircusnella zona senza
(sana) e con deperimenti (deper.).



Andamento dell'incidenza di Biscogniauxia mediterraneae Discula

guercina

Apparentemente, le incidenze Bliscogniauxia mediterranea Discula quercinanegli
ultimi anni sembrano avere avuto un andamento mecgpnente inverso. In realta
vitro non sono emerse forme di palese antagonismaltra patogeni.

Ad indurre le diverse fluttuazioni dei due patogesuno probabilmente state le
condizioni climatiche (Figg. 6 e 7). Durante lagstée vegetativa, infatti, le prolungate
siccita, mentre favoriscono la predisposizione edelpiante a Biscogniauxia
mediterranea ostacolanoDiscula quercina che necessita di acqua liquida per
diffondersi. Le piogge, per contro, rendono le feapiu reattive al primo patogeno, di
debolezza, mentre favoriscono le infezionDikcula Le prolungate piogge del 2002 e
quelle discrete del 2004, 2005 e 2006, pertantotmadanno fatto regredire I'incidenza
endofitica diBiscogniauxia mediterrangeanno esaltato quella Biscula quercina
ANTAGONISMO IN VITRO TRA ENDOFITI FUNGINI , PATOGENI E NON

Dalle indagini sull’antagonismo tra i vari enddfifi risultati sono stati nettamente
differenti considerando confronti reciproci tra ggeni e quelli tra non patogeni e
patogeni.

Nel primo caso, le prove in coltura duale effeguabmbinando tra lor®iscula
guercing Biscogniauxia mediterrane&oryneum quercinura Pleurophoma cavianon
hanno evidenziato nessuna forma di inibizionedreolture messe a confronto.

Per contro, sebbene con risultati che non coinvaguitti i confronti, per la maggior
parte dei casi gli endofiti non patogeni hanno ttmonodificazioni nello sviluppo di
tutti e tre od almeno uno dei tre patogeni sagg@gneralmente con fenomeni di
antagonismo (Tab. 27).

Di tutti gli endofiti non patogeni analizzatiA¢remonium sp., Cladosporium
cladosporioidesEpicoccum nigrumGliocladium roseunPenicilliumsp., Trichoderma
viride, Verticillium lecani), soloAcremoniunsp. non ha mostrato inibizione alcuna nei
confronti dei tre patogenBiscogniauxia mediterrangaCoryneum quercinume
Pleurophoma cava

Aureobasidium pullulans Cladosporium cladosporioidesnentrenon hanno mostrato
nessun antagonismo verg&scogniauxia mediterranea Pleurophoma cavahanno

contrastato lo sviluppo doryneum quercinum
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Quando detti endofiti sono stati posti a confroetin quest'ultimo fungo, infatti, si é
verificato che sia il loro micelio che quello @oryneum quercinurhanno bloccato il proprio
accrescimento.

Nessuna azione é stata invece svolta dai filt@tucali dei due miceti contro il patogeno.
Sembrerebbe pertanto che tra i due mic&obeyneum quercinurai venga ad instaurare una
vera e propria competizione per lo spazio.

Anche Penicillium sp. ha mostrato netto antagonismo solo co@osyneum quercinum
mentreVerticillium lecaniilo ha mostrato sia versdBiscogniauxia mediterraneahe verso
Coryneum quercinum

In coltura duale corPleurophoma cavaVerticillium lecanii € sembrato avere addirittura
azione di stimolo, incrementandone lo sviluppoaledlonie.

Contro tale patogeno, un’azione di stimolo alldwgypo € stata mostrata sia darticillium
lecanii che daPenicillium sp. quandoPleurophoma cavee stata inoculata su substrati
contenenti filtrati colturali dei due non patogeni.

Nel confrontoVerticillium lecanii— Biscogniauxia mediterraneger controsembrerebbero
manifestarsi alcune modificazioni morfologiche aaadel patogeno.

Gliocladium roseummentre non ha mostrato nessuna influenza negatngm lo sviluppo di
Pleurophoma cavaha avuto un’azione fortemente inibitoria nei e¢onfi di Coryneum
quercinume Biscogniauxia mediterraneaverso la quale ultima, in coltura duale e stato
evidenziata addirittura una azione micoparassitica.

Trichoderma virideha mostrato una buona azione antagonistica versopiatogeni saggiati,
pil marcata nelle prove in coltura duale, evidemd@aun comportamento micoparassitico.
L’'utilizzo dei filtrati colturali del non patogenba ostacolato I'accrescimento delle colonie
dei patogeni solo alle piu alte delle concentrazilannoi utilizzate.

L’antagonismo dei due endofiti verso i patogentaics manifestato anche da parte dei loro
estratti colturali, sia pure ad elevate concentrazi

Pertanto, degli otto endofiti non patogeni saggiatielli che hanno evidenziato una azione
antagonistica generalizzata verso i tre patogemd sbatiEpicoccum nigrune Trichoderma

viride.
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Meccanismi dell’antagonismo.

Alcune delle suddette specie, quali ad esempioreobasidium pullulanse
Cladosporium cladosporioideserso Coryneum quercinume Pleurophoma cava
sembrerebbero presentare azioni di antagonismdebasprattutto sulla competizione
per lo spazio in quanto manifestano un arrestopreco degli accrescimenti solo a
distanze molto ravvicinate delle colonie.

Trichoderma viridee Gliocladium roseunmostrano inoltre una vera e propria e propria
azione micoparassitica, con l'invasione della c@afel patogeno e la devitalizzazione
delle relative ife.

Epicoccum nigruned in alcuni casGliocladium roseumPenicilliumsp., Trichoderma
viride e Verticillium lecanii sembrerebbero produrre invece delle vere e mopri
sostanze antagonistiche, attive anche a distanita dalonia ed anche quando si

utilizzano filtrati colturali.
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Tabella 27. Azione inibitoria verso I'accrescimeiriwitro dei patogenBiscogniauxia mediterrane&oryneum quercinum e Pleurophoma cdaa
parte degli endofiti non patogeni saggiati, veata attraverso saggi in coltura duale od in sutsstiddizionato di filtrati colturali. 0
assente; — appena rilevabile; + modesta; ++ dectet+ rilevante; () micoparassitismo; [ ]| compitne reciproca; * crescita del

patogeno sul non patogeno.

Presunto . . Azione antagonistica
. Tipo di confronto - — - -
antagonista Biscogniauxia mediterranea Coryneum guercinum Pleghoma cava
Acremonium Coltura duale o* o* 0
- Coltura duale 0* [+] 0
Aureobasidium pullulans -
Filtrato colturale 0 0 0
. . Coltura duale o* - 0
Cladosporium cladosporioides - 1
Filtrato colturale 0 0 0
z . . Coltura duale + ++ +
W | Epicoccum nigrum -
8 Filtrato colturale + + -
= Coltura duale ++ ++ 0
E Gliocladium roseum - () (++)
- Filtrato colturale ++ ++ 0
®} . Coltura duale 0 + stimolo
Z | Penicillium sp. : :
Filtrato colturale + + stimolo
. .. Coltura duale +++ +++ +++
Trichoderma viride - ( ) ( ) ( )
Filtrato colturale + + +
- . Coltura duale + + stimolo
Verticillium lecanii - -
Filtrato colturale + + stimolo
= (Discula quercing Coltura duale 0 0 0
T}
8 (Coryneum quercinum Coltura duale 0 0 0
|_
<
o | (Pleurophoma cavi Coltura duale 0 0 0




6. CONCLUSIONI

Le ricerche condotte con questa tesi hanno rispagtabiettivi prefissati, con risultati
di notevole interesse scientifico e tecnico.

E stato dimostrato come nei vari organi delle @aatboree sane, senza sintomi di
malattia, risultino insediate numerose specie fa@gsia patogene che non patogene. La
gran parte di queste ultime sono agenti di neaoricali, prevalentemente a carattere
opportunistico, cosiddetti patogeni da debolezza.

L’'ncidenza dei singoli endofiti e le loro assoc@di sono risultate condizionate
dall’organo, ma soprattutto dalla specigQiercusospite, dall’altitudine, dallo stato di
deperimento o meno del bosco.

Con i fenomeni di deperimento sembrerebbero aumeglaendofiti patogeni, mentre
sembrano ridursi quelli non patogeni.

Non e stata evidenziata nessuna forma di antagonisaiproco tra i patogeni.

Le eventuali fluttuazioni nel tempo, apparentemerddoro inverse, mostrate dai due
patogeni Biscogniauxia mediterraneae  Discula quercina sono pertanto
semplicemente correlabili al’landamento delle carhi climatiche.

Vari degli endofiti non patogeni mostrano invec@adhfenomeni di antagonismo verso
I patogeni, sia come competizione per lo spazia fageobasidium pullulanse
Cladosporium cladosporioidgs sia con l'azione di sostanze antagonistiche
probabilmente volatili Epicoccum nigrumGliocladium roseune Trichoderma viride
checon fenomeni di micoparassitism@l{ocladium roseune Trichoderma viridé.

Dal punto di vista biologico, le nostre indaginnha confermato il ruolo del fenomeno
“endofitismo” nella strategia di sopravvivenza dolth parassiti di debolezza della
chioma. Essi sopravvivono innocui nei tessuti shalie piante ospiti in attesa che le
stesse (o loro parti: es. rami senescenti) entrirforte stress, per virare verso I'’habitus
patogenetico, colonizzare i tessuti, produrre ifiaéizioni e rinnovare le infezioni su
piante in buono stato, senza conseguenze fitogatbie. Al verificarsi di fattori di
stress, questo stato di innocuita puO essere o il viraggio verso lo status
patogenetico.

In questo viraggio e probabile che un ruolo maitpaortante venga svolto dagli endofiti

non patogeni, attraverso fenomeni di antagonismo.
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Questi eventuali antagonismi da un lato potrebbeeglio spiegare I'innescarsi dei
fenomeni di deprimento nelle piante forestali, '‘ddlo potrebbero suggerire la messa
in atto di forme di lotta preventiva e curativa nenfronti del deperimento.

Alcune tecniche selvicolturali, ad esempio, andaadavorire taluni endofiti rispetto ad
altri, potrebbero essere prese come modello comtf@nomeno oppure potrebbe
convenire evitarli per non favorire lo stesso.

Necessita tuttavia approfondire le conoscenzeatgthmento, in particolare sulle forme
di antagonismo, sui relativi fattori condizionaatchiarire se, quando ed in che misura
esse vengano messe in atto sulla pianta.

Si auspica pertanto che gli studi possano contimeache venga fatta luce su questi
aspetti, la cui comprensione potrebbe aiutarcirabaitere certune malattie, soprattutto
quelle a carattere complesso, non soltanto deHlatpiforestali, ma in tutte le piante

arboree, comprese quelle fruttifere.
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ALLEGATO 1.

Caratteristiche delle stazioni ed andamento climatio

Stazione di Sabaudia (LT)

Localita: Cerasella (Parco Nazionale del Circempgrafia: pianeggianteguota: 17
m. s.l.m.;zona fitoclimatica: transizione tra macchia mediterraneba@iretumcaldg
terreno: profondo;fitocenosi Cerro (Quercus cerris L) e Farnia Quercus robuy,
sottoboscoSorbus domesticésorbo domestico)S. torminalis(ciavardello), arricchite
da elementi di macchia mediterranea.

Stazione di Castro dei Volsci (FR)

Localita: Selvapiana (Parco regionale dei Monti Aurunorpgrafia: pendenza media;
esposizione Sud — Ovestguota: 96 m. s.I.m.;zona fitoclimatica: Lauretum anche se
si rinvengono specie arboree della fascia Cle$tanetumterreno: matrice geologica
argillosa;fitocenost (Citiso — Quercetum pubescentsprevalenza di Cerr@uercus
cerris L.), sottobosco:Arbutus unedoL. (corbezzolo), ilCrataegus monogyna.
(biancospino), Phyllirea latifoglia L. (fillirea), Juniperus communid.. (ginepro
comune),Ligustrum vulgarel. (ligustro),Viburnum tinusL. (tino) e Ruscus aculeatus
L. (pungitopo).

Stazione di Cori (LT)

Localita: Pantanello (Comunita Montana dei Monti Lepindrografia: pendenza
media;esposizione Sud;quota: 380m. s.l.m.;zona fitoclimatica: Lauretum terreno:
prevalentemente argillosditocenost Roverella Quercus pubescend/ild.) e Cerro
(Quercus cerrid..).

Stazione di Monte Flavio(RM)

Localita: Serrericci (Parco Regionale dei Monti Lucretiiypgrafia: pendenza media;
esposizione Nord; quota: 880 m. s.l.m.; zona fitoclimatica: Castanetum freddo
terreno: profondo.Fitocenosi cerro Quercus cerrid..).

Stazione di San Gregorio da Sassola (RM)

Localita: S. Gregorio (Area protetta non ancora istituitapgrafia: pendenza media;
esposizione Sud — Ovestguota: 942 m. s.I.m.zona fitoclimatica: Castanetum freddo
— Fagetum terreno: scheletro affiorante e preponderante matricdlasgi; fitocenost

Faggio Fagus sylvaticd..) e cerro Quercus cerrid..).
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Stazione di Greccio (RI)

Localita: La Scritta (Monti Sabini),orografia: pendenza altagsposizione Sud —
Ovest; quota: 1000 m. s.l.m.; zona fitoclimatica: Fagetum terreno: a matrice
argillosa; ftocenosi cerro Quercus cerrisL.), sottobosco dominato dduniperus
communid.. a quote elevate e varie latifoglie (es. 'Acdlidngheria) a quote inferiori.
Stazione di Ortolano (AQ)

Localita: Ortolano (Parco del Gran Sassojpgrafia: pendenza mediagsposizione
Nord — Est;quota: 1050 m. s.l.m.;zona fitoclimatica: Fagetum terreno: scheletro
affiorante su matrice argillositocenost faggio Fagus sylvaticd..) prevalente e cerro
(Quercus cerrid..).

Stazione di Passo delle Capannelle (AQ)

Localita: Passo delle Capannelle (Parco del Gran Sassoyrafia: pianeggiante;
quota: 1300 m. s.l.m.; zona fitoclimatica: Fagetum freddp terreno: scheletro
affiorante;fitocenost faggio Fagus sylvaticd..) prevalente e cerro sporadid@uercus
cerrisL.).

Stazione di Castel Porziano (RM)

Localita: Castel Porziano (Tenuta del Presidente della Blama); orografia:
pianeggiante;quota: 5 m. s.I.m.; zona fitoclimatica: Lauretum caldo; terreno:
profondo;fitocenosi Cerro Quercus cerrid..), Farnia Q. roburL.), Leccio Q. ilex
L., Roverella Quercus pubescemild.).

Stazione di Tre Croci (VT)

Localita: Tre Croci (Comune di Vetralla — VT)prografia: pendenza media;
esposizione Sud;quota: 380m. s.l.m.;zona fitoclimatica: Lauretumfreddo;terreno:
scheletro affiorantefjtocenosi Roverella Quercus pubesceild.) e Cerro Quercus
cerrisL.).

Stazione di Monte Rufeno (VT)

Localita: Monte Rufeno (Riserva Naturale di Monte Rufenojpgrafia: pendenza
media;esposizioneSud - Ovestguota: 650m. s.l.m.;zona fitoclimatica: Castanetum
terreno: scheletro affiorantefjtocenost Roverella Quercus pubesceild.) e Cerro

(Quercus cerrid..).
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ANDAMENTO CLIMATICO

Nelle figure vengono riportati gli andamenti clincatdel biennio 2002 — 2003 delle

stazioni climatiche di riferimento nel Lazio ed Abruzzo, rispettivamente di San

Gregorio, Borgo San Michele, Rieti, Isola Gran $assonte Rufeno e Castel Porziano
che riteniamo rappresentativi delle stazioni da cmisiderate. Da essi si puod notare
come l'andamento climatico pressoché in tutte &zishi sia stato nel 2002 molto

piovoso e relativamente fresco mentre nel 2003 arsiticitoso e caldo.
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Figura 1. Andamenti climatici relativi alle stam® di San Gregorio (RM) durante il biennio 2002-200
(a) Bagnouls Gaussen, (b) andamento delle temperatedie decadali (°C ) ed istogrammi
delle precipitazioni decadali (mm).
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Figura 2. Andamenti climatici relativi alla stazeodi Borgo San Michele (LT) durante il biennio 2002

temperatura (C)

2003. (a) Bagnouls Gaussefn) andamento delle temperature medie decadali €tC)

istogrammi delle precipitazioni decadali (mm).
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Figura 3. Andamenti climatici relativi alla stazeodi Rieti durante il biennio (2002-2003). (a) Bagis
Gaussen, (b) andamento delle temperature mediedaleddC ) ed istogrammi delle
precipitazioni decadali (mm)
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Figura 4. Andamenti climatici relativi alla stazedi Isola G.S. (TE) durante il biennio 2002 — 20@3
Bagnouls Gaussen; b) andamento delle temperatuléerdecadali (°C) ed istogrammi delle
precipitazioni decadali (mm).
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Figura 5 . Grafico Bagnouls-Gaussen relativo daliaisne di Monte Rufeno negli anni 2002-2003.
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Figura 6. Grafico Bagnouls — Gaussen relativo abple 2002 — 2003 nella Tenuta di Castelporziano.
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ALLEGATO 2
Descrizione degli organismi utilizzati nelle provedi antagonismo

PATOGENI

BISCOGNIAUXIA MEDITERRANEDE NOT.) KUNTZE

B. mediterraneae un fungo noto come patogeno di debolezza, ageeltecancro
carbonioso delle querce, appartenente alla divest@tomycotaprdinePyrenomycetes,
famiglia Xylariaceae.

In passato era stata classificata anche c@pblaeria mediterranegDe Not.),
Nummularia rapandoides (Fuckel), N. mediterranea De Not. (Saccardo) e
Nummulariola mediterrane®e Not. (Martin); e soprattuttdypoxylon mediterraneum
(de not) Mill., binomio che é stato utilizzato fimoqualche anno fa, fino a quando Wall
non dimostro la preferenza veBscognauxia mediterrang@®e Not.) O. Kuntze.

La corrispondente forma imperfetta € stata clasd#i dapprima conmotrytis sylvatica

e successivamente corRericoniella musaé&llis da Jong e Rogers.

Le strutture della riproduzione sessuata sonotadstida periteci globosi, grandi 0,5-1
x 0,4—0,5um, provvisti alla sommita di un piccolstiolo. Nel loro interno si trovano
degli aschi cilindrici (figura 3),brevemente pedolati, contenenti otto ascospore
grandi 12,5-23 x 5-10, um di forma ellissoidalecdiore scuro e caratterizzate da una
rima longitudinale.

Alla sommita degli aschi si nota un cercine isgesk cui funzione sembra essere
collegata all'espulsione delle ascospore. L'ispessio potrebbe garantire la
formazione di una pressione interna sufficiente exmettere alle ascospore di
attraversarlo.

Intercalate agli aschi sono presenti anche numepaseafisi (ife sterili) che aiutano
I'espulsione attiva delle ascospore attraverstidlosdel peritecio.

Recenti studi hanno dimostrato come I'espulsionie dpore dagli stromi avvenga in
presenza d'acqua o di alta umidita relativa durtuite I'arco dell'anno.

Le ascospore germinano in un ampio intervallo ghigerature con un optimum a 35°C.
Comunqgue, gia brevi esposizioni a temperature super 20°C innescano il fenomeno
di germinazione, cosi come la presenza dei tedslitbspite.

La germinazione delle ascospore avviene attravéimmissione di due tubetti
germinativi in corrispondenza della rima lateraeanalatura longitudinale) dopo che la
spora si e liberata dello strato piu esterno dedieete, I'esosporio o perisporio, con un

processo denominato "eclosione”.
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| periteci sono inseriti in uno pseudo-tessuto a0 e di colore scuro denominato
"stroma"; questa matrice vegetativa ha, tra I'afwazione di immagazzinamento degli
elementi nutritivi necessari per lo sviluppo dermdruttiferi che emergono dal suo
interno fino alla superficie esterna. Si trattausia struttura comune, sebbene con
morfologia estremamente variabile, presente inimatii Ascomicota.

Il corpo dello stroma puo essere suddiviso in dregidifferenti: I'ectostroma, che € la
porzione superficiale ed e costituito esclusivametdlle ife del fungo, e I'endostroma,
il quale si sviluppa dentro i tessuti corticalieghosi e la cui struttura comprende sia le
cellule fungine che quelle vegetali.

A testimonianza dell'importanza che assumono simdafologia che il colore degli
stromi, vale la pena ricordare nuovamente cheses® stati, ed in buona misura sono
ancora, i criteri principali per individuare i gene le specie appartenenti alla famiglia
delle Xylariaceae Nella forma conidica, i conidiofori sono grandi®300 x 4-6um ed
inizialmente ialini, con il passare del tempo temaloa scurire. ESSi sono spesso
aggregati a formare dei tipici cuscinetti cotondsionidi sono di forma ellissoidale o
ovoidale, con colorazione da ialina a leggerment@dy presentano una parete liscia e
misurano 2,5-7,5 x 2,5-4 um. La produzione di comdlla superficie stromatica
coincide con linizio della formazione dei peritegell'endostroma. E importante
sottolineare che, fino ad ogdn vitro e stato possibile osservare solo le strutture di
riproduzione asessuata.

CORYNEUM QUERCINUM

E un fungo che appartiene alla divisione d&giimycotaall’ordine delleMelanconiales

e alla famiglia delléMelanconiaceae.

I genere Coryneum spp si caratterizza per la presenza si stromi comnidife
sottoepidermici discoidali o lenticolari, compadtdi colore nero. | conidi (Fig. 1) sono
oblunghi o fusiformi, provvisti di duo o piu seftasversali, di colore fulvo o bruno.

II Coryneum sppnon risulta essere un tipico fungo endofita patmg ma in base a
quanto riportato dalla letteratura piu recentegauiereQuercus(sughera in particolare),

puo provocare dei cancretti corticali, assumendd carattere patogenetico.
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Figura 1. Caratteristiche microscopiche (conidi
e conidiofori) del gener€oryneum.

PLEUROPHOMACAVA
E un fungo appartenente alla divisione dégicomycotaordinePleosporalesfamiglia
Pleosporaceae.

Le ife sono di colore ialino-bruno. | picnidi, dolore scuro, sono grandi, con forma
rotondeggiante-piriforme, sono caratterizzati dafleesenza di parecchie aperture
chiamate ostiloli, dai quali escono i conidi vefssterno (Fig. 2)

Le colonie diPleurophomaspp non si sviluppano molto velocemente, sono piane e
Spesso assumono un aspetto polveroso e vellutatoailte anteriore ha una colorazione
scura tendente al verde.

Figura 2. Caratteristiche microscopiche (picnidmoaidi) del gener@leurophomaspp
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Pleurophoma cavalifferisce dalle altre specie @leurophomaper la struttura della
parete dei picnidi, per la forma dei conidi e deadtdlule conidiogene, che risultano
essere piu piccole e di forma allungata. Macros@opente la colonia si presenta

compatta, di colore grigio o verde oliva, la crésan termostato a 20°C € modesta.

ANTAGONISTI

ACREMONIUM SP.

E un fungo appartenente alla divisione deficomicota all'ordine Hypocreales,
famigliaHypocreaceae.

Le specie del genergcremoniunspp possiedono delle ife ialine settate, generalmente
molto fine e strette.

I conidiofori (Fig. 3), non ramificati e solitarbso eretti e possono formarsi lungo le
ife, sulle punte delle stesse o in entrambe lezpms, sono separati dalle ife da un
caratteristico setto. Al loro apice sono inseritionidi, generalmente unicellulari, ma
non e raro trovarne di bicellulari, sono ialinileghno una dimensione di 2-3 X 4.
Compaiono generalmente in serie, a formare deleesd piu raramente delle fragili
catenelle, in ogni caso sono avvolti da una soatamzcillaginosa ed hanno una forma
variabile: fusiforme, leggermente curvato o a mdapa.

L’accrescimento delle colonie dicremoniunsp. € inizialmente lento, poi diviene piu
veloce, raggiunge la maturita in 5 giorni, quaniddiametro della colonia € di 1-3 cm,
cresciuto su substrato agarizzato ed a una tenuparmit20-25 °C.

Dall'osservazione delle caratteristiche macrosdmpisi nota una struttura umida,
compatta e polverulenta, quando la colonia inveca@dssume una consistenza piu
lanosa, dovuta alla sovrapposizione delle ife.

Il colore della colonia varia, a seconda della spdal bianco, al rosa fino all’arancio; il
retro € generalmente incolore.

CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES

C. cladosporioidese un fungo appartenente alla divisione ddglimycota ordine
Hyphalese alla famigliaDematiaceae.

Il genere Cladosporium comprende circa 500 specie ed ha una distribuzione
praticamente ubiquitaria su tutto il globo.
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Le caratteristiche microscopiche (Fig. 4) sono mu#riabili a seconda della specie, ma
tutte producono delle ife marroni settate con cofali eretti ed una pigmentazione
verde scura che portano alla loro estremita idiaminiti in tipiche catenelle a formare

un mazzetto.
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Figura 3. Caratteristiche Figura 4. Caratteristiche
microscopiche (ife, conidiofori e microscopiche (conidiofori e conidi)
conidi) del generécremoniunsp. del genereCladosporiunsp.

I conidi di C. cladosporioidesnonocellulari o bicellulari sono rotondeggiantiadiv ed

hanno una dimensione di 3-6x3sB, la parete € liscia e solo occasionalmente tasul
essere rugosa. Le colonie appaiono olivacee-veedadtovaliformi, hanno un tasso di
accrescimento abbastanza sostenuto su substratoaa@®-25°C, presentano una
struttura polverulenta e vellutata. La maggior @adklle specie non si sviluppa a

temperature superiori a 30-35°c.

EPICOCCUM NIGRUMLINK

I genere Epicoccum appartenente all’ordine Tuberculariales famiglia
Tuberculariaceagpresenta sporodochi globosi e glabri. | conidiofmno tozzi, assai
corti e tortuosi, di tinta scura. | conidi terminéFig. 5) sono globosi o ellissoidali,
semplici o pluricellulari, molto scuri, spesso ethati o reticolati.

Questo genere comprende sia specie a caratterarssfiario, capaci di svilupparsi a
carico di organi deperienti, sia specie a prevalattitudine saprofitaria.

Epicoccum nigrum Linki cui conidi, a colorazione bruno-nera, presentama
superficie reticolata del diametro di circa 23)sulia essere una specie diffusissima su

svariati organi deperienti o morti, oltre a rapprgare un endofita piuttosto comune nei
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nostri boschi di querce. Per essda&tempo accertata la capacita di produrre sostanze
antibiotiche capaci di inibire altri agenti fungiroltre che ostacolare gli attacchi di

nematodi fitopatogeni.

Figura 5. Caratteristiche
microscopiche  (conidi) di
Epicoccum nigrum

GLIOCLADIUM ROSEUM

E un fungo appartenente alla divisionAscomycota ordine Hypocreales
famigliaHypocreaceae

E filamentoso, produce ife settate e ialine, i dmfori sono eretti e ramificati al loro
apice. Le ramificazioni terminali hanno una cargtea forma di fiaschetta.

I conidi sono unicellulari, ovali o cilindrici acowlati in una singola sfera terminale
abbastanza grande (Fig. 6).

Le colonie diGliocladium roseuntrescono abbastanza velocemente su terreno agar a
20-25°C ed hanno una consistenza cotonosa, laazidme € varia, dal bianco al giallo

al rosa al verde. La parte posteriore €, in gegl biancastra.

Figura 6. Caratteristiche microscopiche (ife,
conidiofori e conidi) del genei@liocladium.
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PENICILLIUM SPP

Il genere Penicillium appartiene alla divisionéAscomycota ordine Plectascales
famiglia PlectascaceaeE caratterizzato da micelio polverulento, rammidafori con
catena dalla forma a pennello (Fig. 7). | conidibfeono eretti, settati, risolventesi
apicalmente in un certo numero di branche, le doafiano poi a ramificarsi una o piu
volte, dando luogo ad una struttura avente I'asgiitin pennello. | rami terminali sono
costituiti da elementi claviformi (fialidi) portantiascuno una catena di conidi. | conidi

sono globosi od ovoidali, unicellulari, ialini on@mente colorati.

Figura 7. Numerosi rami conidiofori con conidi iatena
dalla tipica forma a pennellodel gen@&enicilliumspp..

In certe condizioni, ed in certe specie, i conidiotendono a riunirsi in formazioni
coremiali.

I Penicillium formano delle muffe molto diffuse in natura e, man assumendo mai
vere attitudini parassitarie, sono spesso causaaiciumi molli, soprattutto di frutti

carnosi.

TRICHODERMA VIRIDE

Il genereTrichoderma viride appartenente all’ordinelyphalese alla famiglia delle

Moniliaceae presenta conidifori poco differenziati, ramosisemplicemente forcuti,
con le estremita delle ramificazioni talvolta rigetisi in elementi filiformi e quivi

portanti dei glomeruli di conidi. Questi ultimi smrsempre molto piccoli, unicellulari,
ialini o leggermente colorati.

Le specie di questo genere presentano caratterefisapo. In particolarelrichoderma

viride, risulta essere una specie estremamente diffysaifaga. In Italia la specie e

segnalata come agente cromogeno superficiale giehitee.
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Su qualsiasi matrice naturale, 1. viride produce abbondantissime fruttificazioni
conidiche (Fig. 8) notevolmente polimorfe, ma ragentate comunque da conidiofori
sempre ramosi, portanti alle estremita delle rara#fioni, dei guppi compatti (spesso di
alcune decine di elementi) di conidi ialini, tendiedmente sferici del diametro di 3-4.

Figura 8. Caratteristiche
microscopiche  (conidi) del
generelrichoderma.

VERTICILLIUM SPP.

Verticillium lecanii € un fungo filamentoso che si caratterizza perefa conidiofori
ialini, disposti a verticillo, e conidi ialini e gati.

| conidiofori sono in genere molto lunghi, poss@ssere semplici o ramificati.

La ramificazione si presenta sempre in verticdil{a quale il nome del genere) e si puo
sviluppare in vari livelli (Fig. 9).

All'apice del conidioforo di nota un restringimentalla fine del quale sono inseriti i
conidi che hanno una dimensione di 2-18, possono essere ialini o avere una
colorazione brillante. | conidi sono nella maggia dei casi unicellulari, hanno una
forma ovale o periforme, sono riuniti in gruppi arrhare delle teste appiccicose,
avvolte da sostanze mucillaginose.

Le colonie diVerticillum lecaniisi sviluppano lentamente, vengono poste in cr@sacit
substrato agar a 20-25°C. La consistenza risulllatata e la colorazione biancastra.
Nella parte anteriore invece si nota una colorazionzialmente bianca poi diviene
giallo-rosata.

Esistono numerose specieMrticillium patogene, tra cui sono particolarmente nate
albo-atrume V. dahliag agenti di tracheomicosi. Yerticillium lecanii, probabilmente

ad habitus aereo, & conosciuto per essere un ep&oyeno.
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9. Caratteristiche

Figura
microscopiche  (conidiofori e

conidi) del gener&erticillum.
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