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1. Premessa

Nellambito del progetto di ricerc&phaeropsis sapinea 2000-2001 concordato tra la
Provincia di Bolzano, il Dipartimento di Biotecngie Agrarie - Sezioni di Patologia
Vegetale e di Entomologia dell'Universita degli &tdi Firenze e I'Unita operativa Foreste
presso l'lstituto Agrario di S. Michele all'Adigérénto), é stato affrontato I'aspetto eziologico
dei danni dé&bphaeropsis sapinesau Pino nero e silvestre mediante:

1. Raccolta e osservazione di alcuni campioni di gdiroprelevati nelle foreste
maggiormente colpite dal patogeno;

2. Isolamento e allevamento del fungo in piastra;

3. Estrazione del DNA genomico dagli isolati e car&t&zione degli isolati mediante
analisi molecolare tramite I'uso di marcatori gemelel tipo RAPDs (Random Amplified
Polymorphic DNA).

4. Conteggio e lavaggio degli insetti, reperiti siippossibili disseminatori del fungo, con
particolare attenzione alla cimice dei c@astrodes grossipgsgle Geer).

5. Esame microscopico dell'acqua di lavaggio e deagfividui allo stadio larvale per
l'accertamento della presenza di conidbghaeropsis sapinea

L'indagine é stata rivolta all'individuazione dedt@ato attuale di diffusione del fungo patogeno

e della potenzialita di ulteriori manifestazionildemalattia. In tale contesto le indagini svolte

sugli insetti hanno avuto lo scopo di verificare lamo possibile coinvolgimento nella

diffusione del patogeno, in particolare per il pado di conidi e frammenti di micelio da

piante infette a piante sane. Per poter avere ynicaguadro della situazione, si & proceduto a

un confronto con varie localita situate al di fudella provincia di Bolzano, e con una serie di

isolati della collezione disponibile presso il Difydaento e I'Unita Operativa Foreste di S.

Michele all’Adige.



2. Situazione disphaeropsis sapinea in italia € nel mondo

Il fungo Sphaeropsis saping&r.:Fr.) Dyko e Sutton € uno dei patogeni danadisi conifere
pil comuni e ampiamente distribuiti. Il range diesjg ospiti riportato in letteratura
comprende piu di 30 specie del gd?inus ed alcune specie dei genébies Cedrus

Juniperus Piceae Pseudotsugg(1).

Il patogeno € dotato di una scarsa aggressivitaglimenta pericoloso e mortale se associato
ad ambienti e condizioni climatiche particold).(Gli ambienti in cui i danni sono piu gravi,
sono le piantagioni monospecifiche di pino; la $é&cle eccessive concimazioni azotate e
altre avversita abiotiche come la grandir®, (sono in molti casi fattori scatenanti la

manifestazione della malattia.

| sintomi d'infezione, oltre al disseccamento dstige la comparsa di cancri lungo il fusto e i
rami colpiti, possono arrivare fino all'azzurraneerdel fusto (blue stain). In vivaio i
semenzali possono morire a causa di marciume tadida plantule di 1-3 anni per
disseccamento dell'apice vegetativo e carie ddettol Alla stessa sorte possono andare

incontro le piantine poste a dimora dopo lunga jp@@nza in semenzaio infestad. (

Il patogeno e noto al mondo scientifico da moltmpe 6); e stato oggetto di studio da parte
di vari ricercatori §), tuttavia alcuni aspetti biologici ed ecologiestano ancora da definire.
Negli ultimi anni lo studio delle caratteristicheorfologiche del micelio e dei conidi hanno
accertato l'esistenza di una certa variabilita olodica all'interno della speci@)( presente

talvolta anche nella stessa regione geografiga (

In particolare sono stati individuati due gruppesiynati come_morfotipo & morfotipo B

che differiscono tra loro per morfologia del mioceé dei conidi, tasso di crescita, preferenza
di piante ospiti, aggressivita. L'esistenza di deppi genetici, corrispondenti grosso modo ai
morfotipi A e B, € stata confermata successivamdatanalisi molecolari attraverso l'uso di
marcatori genetici del tipo RAPDS)(

Il tipo A sembra essere quello piu diffuso nel mmnohentre il tipo B é stato trovato solo
recentemente anche al di fuori dell'area geogratficai € stato individuato per la prima volta
(10).



L'uso dell'analisi molecolare per la caratterizaaei di due distinte popolazioni (denominate
tipo A e tipo B) diSphaeropsis sapinesi € rivelata piu affidabile, dal momento che la
variabilita morfologica e biologica del fungo entente elevata, da dare luogo a molte forme
di transizione, le quali rendono difficile la cldgszione e non hanno significato tassonomico
(11).

Fino ad oggi l'analisi molecolare con l'uso dei R&Re stata condotta su un solo isolato di
provenienza italianalQ); l'estensione delle osservazioni su altri isofeulterebbe invece
assai utile per lo studio @&phaeropsis sapinea lItalia.

L'identificazione della presenza di ceppi piu 0 meggressivi, infatti, potrebbe aiutare a
capire la distribuzione della popolazione 8phaeropsis sapine@& le potenzialita di

manifestazione della malattia nel nostro paese.

Anche in Italia, infatti, il patogeno é presentepg’ ovunque, prediligendo come piante ospiti
il pino nero, il pino domestico e il pino silvestf&2). Manifestazioni epidemiche si sono
verificate pero solo in determinati siti, come alictimboschimenti di pino nero in provincia
di Trento e di Bolzanol@); disseccamenti di chiome di pino nero sono Sskagnalati invece
in ambiente urbandld).

Queste gravi manifestazioni si sono verificate oneomitanza, o meglio, a seguito di
condizioni di stress idrico per le piante, dovuteuma o piu stagioni primaverili ed estive
estremamente siccitose; tale circostanza e ampiemenaccordo con quanto riportato in
letteratura a proposito dello stress idrico delianfe come uno dei maggiori fattori
predisponenti la manifestazione della malatt).(

II fungo, come documentato in letteraturh6)( presenta un comportamento endofitico
asintomatico.

Tale caratteristica e I'enorme carica d'inoculo udavalla persistenza di fruttificazioni
picnidiche sugli strobili freschi e a terra, rag@etano una minaccia costante di nuove
recrudescenze della malattia, nel caso in cui sfie@ssero nuovamente condizioni di stress

per le piante.

Pertanto si ritiene assai utile un‘azione di maaggio continuo della presenza del patogeno,

con i mezzi d'indagine attualmente a disposizione.



3. Lavoro svolto

Le indagini sulla presenza e diffusione gihSeropsis sapineau pino e su eventuali insetti

vettori, sono state svolte in 5 localita, elen@tkescritte nella Tab. 1.

Tab. 1:Elenco e descrizione delle localita di campionatagarimaverile.

Localita Prov. Altit. Data Ospite Tipo Stadio di Grado di
(m) popolamento € sviluppo degli infestazione da
localizzazione alberi Sphaeropsis
dei prelievi campionati sapinea’
Monte Morello FI 620 17/05/2000 Pino nero Artificiale  Alberi adulti, Alto
Fonte dei Seppi e Margine di eta 40-60
bivio Starniano bosco e alberi
isolati
Terlago TN 585 31/05/2000 Pino nero Artificiale  Alberi adulti, Medio
Covelo e Ciago Margine di eta 50-70
bosco e alberi
isolati
Caldaro Bz 550 31/05/200@Pino silvestre  Naturale  Alberi giovani, Presenza del fungo
Bosco denso e eta 25-35 non rilevata
misto
Varese Ligure SP 910 16/06/2000 Pino nero Artificiale  Alberi adulti, Basso
Passo di Cento Margine di eta 40-60
Croci bosco e alberi
isolati
Opicina TS 320 23/06/2000 Pino nero Artificiale  Alberi giovani Alto
Carso Triestino Margine di e adulti, eta 20-
bosco e alberi 70
isolati

1. Il grado d'infestazione €& stato stimato su basepapativa tra le localita, prendendo come riferirelat
presenza di piante morte per attacco del funganggli danneggiati su piante vive e linfezione deg|
strobili sull'albero e a terra.

In ciascuna delle suddette localita, sono statkesd® piante, non contigue fra loro, con un
elevato numero di coni aperti nel corso della pviena (cioe al loro terzo anno di sviluppo,
denominati per questo Y3) e aventi possibilmentstésse caratteristiche in relazione alle
dimensioni e all'attacco del fungo.

Da ciascuna pianta sono stati prelevati a casmfi) per un totale di 100 coni per localita. |
coni raccolti sono stati conservati singolarmenie, modo da attribuire gli insetti
eventualmente presenti ai rispettivi strobili.

La Tab. 2 mostra le caratteristiche medie degkmlécelti per ogni localita.



Tab. 2:Caratteristiche medie delle piante campionate.

Localita N. Diametro medio Altezza media Numero medio Alberi con Alberi con
piante (cm) (m) di coni Y3 per strobili strobili
albero (stima) giovaniY  vecchiY4
Media Dev.st. Media Dev.st. Media Dev.st. % %
Monte Morello 10 27.1 4.1 7.6 1.0 56.1 32.0 20.0 100.0

Fonte de Seppi e
bivio Starniano

Terlago, Covelo 10 27.8 4.6 9.4 1.0 48.0 31.9 100.0 90.0
e Ciago

Caldaro 10 20.3 2.9 8.8 1.03 29.4 14.4 100.0 14.3
Varese Ligure 10 32.7 5.9 7.1 1.4 97.8 63.9 30.0 40.0
P.o Cento Croci

Opicina 11 19.4 8.6 5.0 1.6 39.1 27.4 90.9 63.6

Carso Triestino

Il campionamento é stato effettuato tra la primavevanzata e I'inizio dell’'estate dell’anno
2000, nel momento in cui le fruttificazioni @phaeropsis sapinearano gia formate e gli
insetti erano in piena attivita.

In laboratorio gli strobili raccolti sono stati @ssati al binoculare per annotare la
presenzal/assenza $iphaeropsis sapinead'insetti, in particolare dbastrodes grossipgsle
Geer), un eterottero ligeide noto per frequentdrestgobili di pino (17). Di quest'ultimo

veniva annotato anche lo stadio di sviluppo (udanva 1-5 eta, adulto).

Gli adulti di Gastrodes grossipes le larve piu grandi, di eta 4 e 5, sono statioposti a
lavaggio, ciascuno in 400 pl di acqua deionizzaiameen 80 allo 0,3%, all'interno di una
provetta di vetro. Dopo aver agitato la provettdOaHe per 30 secondi, l'individuo e stato
tolto dall'acqua e una goccia dell'acqua di lavaggstata posta su un vetrino ed osservata al
microscopio.

Alla prima osservazione di conidi &iphaeropsis sapinediindividuo lavato era considerato
come positivo.

Di alcune larve di eta 1-3, trovate morte all'imerdel cono, € stato possibile fare
direttamente un vetrino ed osservare la presemzarm di conidi sul corpo.

In tarda estate € stata effettuata un’altra raacdit strobili Y3 in alcune localita gia
campionate e in altre nuove (elencate nella Tabc@®) I'obiettivo principale di osservare la
presenza del fungo, di individui @astrodes grossipes di annotare lo stadio di sviluppo di

guest’ultimo.



Tab. 3:Elenco e descrizione delle localita di campionaroeastivo.

presentati in Tab. 1.

| dati delle prime due localita sono

Localita  Prov Altit Data Ospite Tipo Stadio di Grado
. popolamento e sviluppo degli d'infestazione da
(m) localizzazione alberi Sphaeropsis
dei prelievi campionati sapinea
Varese SP 05/08/2000
Ligure
P.so Cento
Croct*
OpicinaCars TS 08/09/2000
o Triestind
Naturno, Bz 630 06/09/2000 Pino nero Artificiale  Alberi adulti, Basso
Bivio Bosco rado eta 80-90
Senales
LacesBivio BZ 810 06/09/2000 Pino nero Artificiale  Alberi giovani, Basso
Silandro Bosco rado e eta 15-40
misto

1. Per i dati mancanti, vedi Tab. 1.

Gli strobili sono stati prelevati in parte sullepie e in parte a terra e riposti tutti insieme in
sacchi per ogni localita. In laboratorio i coni eostati sottoposti allo stesso tipo di

osservazioni dei coni del campionamento precedente.

Al fine di sondare il possibile coinvolgimento degisetti nel trasporto e diffusione del
fungo, sono stati sottoposti a lavaggio anche aisetti, reperiti occasionalmente su piante

infette e non, come mostra la tabella seguente:

Tab. 4:Elenco delle localita e degli insetti raccolti prverifica del trasporto di conidi del fungo.

Localita Data raccolta Nome specie Ordine Numero dndividui
Monte Morello, FI 08/05/2000 Haematoloma dorsatum Hom. 8
Monte Morello, FI 20/05/2000 Lygaeussp. Het. 7
Tregnago, VR 23/05/2000 Magdalissp. Col. 3
Terlago, TN 31/05/2000 Haematoloma dorsatum Hom. 3
Monticolo, BZ 01/07/2000 Dendrolimus pini Lep. 3
Monticolo, BZ 01/07/2000 Exoteleia dodecella 5
Monticolo, BZ* 05/07/2000 Issus coleoptratus Hom. 6

1. Materiale raccolto e inviato dal Servizio ForestdlalProvincia di Bolzano.

La diagnosi della presenza del patogeno sui castai effettuata con l'osservazione, sulle
squame, delle fruttificazioni picnidiche, ben visjerompenti e di colore nero.

In caso d'incertezza, e stato fatto ricorso alfesamicroscopico dei conidi, prelevati dai

picnidi e posti in acqua su vetrino.

L'osservazione dei conidi e stata fatta tenendotocanche dell'aspetto della parete,

considerato utile per la distinzione del tipo Aalzello B. Inoltre trenta conidi prelevati da
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coni provenienti da localita Laces ed altrettaatidhturno, sono stati misurati in lunghezza e

larghezza al microscopio con oculare graduatonpegterli a confronto con le misure riportate

in letteratura.

Allo scopo di osservare il micelio durante la cigsaalle suddette localita (Laces e Naturno)

sono stati eseguiti alcuni isolamenti monosporicBghaeropsis sapine@n piastre Petri su

substrato di PDA (Potato Destrose Agar).

Per quanto riguarda I'analisi molecolare, sono staizzati 43 isolati di provenienza italiana

e 4 di provenienza nord americana, questi ultintizaati come riferimento per il tipo A e il

tipo B.

Tutti gli isolati saggiati sono elencati nella thh&.

Tab. 5:isolati di Sphaeropsis sapinea sottoposti ad @strazlel DNA e analisi molecolare.

Sigla Ospite Materiale Localita di raccolta, riferimento
S1 Pinus nigra aghi S. Michele, FI
S3 Pinus nigra strobili Monte Senario, FI
S4 Pinus halepensisaghi S. Cataldo, LE
S5 Pinus nigra strobili Cascine, FI
sbsp.laricio
S 6 Pinus pinea strobili M. di Pisticci, MT
S7 Pinus halepensisaghi S. Menaio, FG
S8 Pinus halepensiscancri Mercadante, BA
S9 Pinus resinosa aghi Quebec, Canada
S 10 Pinus pinea strobili S. Rossore (Gambogi), Pl
S11 Pinus resinosa micelio U.S.A. - Tipo A - G. Stanosz
S12 Pinus resinosa micelio U.S.A. - Tipo A - G. Stanosz
S 13 Pinus banksiana micelio U.S.A. - Tipo B - G. Stanosz
S 14 Pinus resinosa micelio U.S.A. - Tipo B - G. Stanosz
S 15 Pseudotsuga  rametto Grezzano nel Mugello, FI
menziesii
S 16 Pinus nigra strobilo Monte Morello, FI
S17 Cupressus micelio Grecia
sempervirens
S 18 Pinus nigra micelio Trento - provincia, TN
S 19 Pinus resinosa aghi Quebec, Canada
S 20 Pinus pinea strobili S. Rossore, PI
S21 Pinus nigra strobili S. Severino Marche, MC
S22 Pinus halepensismonosp.  Alassio, SV
S23 Cupressus tronco Todi, PG
sempervirens
S 27 Pinus sylvestris coni Valternigo, TN - G. Maresi
S 28 Pinus sylvestris coni Prissiano, BZ - G. Maresi
S 30 Pinus nigra monosp. Ferdinandea, VV
sbsp.laricio
S32 Malus domesticamicelio Wisconsin, U.S.A. - P. Mc.
Manus, G. Stanosz
S 34 Pinus sylvestris coni Valternigo, TN - G. Maresi
S 36 Pinus sylvestris coni Caerano S. Marco, TV
S 38 Cercis micelio Washington D.C., U.S.A. - K.

canadensis

Jacobs, G. Stanosz
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Sigla Ospite Materiale Localita di raccolta, riferimento

S39 Pinussp. micelio New Brunswick, N.J., U.S.A. - G.
Maresi

S 40 Pinus silvestris micelio Ospedaletto, Valsugana, TN - G.
Maresi

S41 Pinus nigra micelio Terlago, TN - G. Maresi

S 42 Pinus nigra micelio Terlago, TN - G. Maresi

S 43 Pinus nigra micelio Terlago, TN - G. Maresi

S44 Pinus sylvestris micelio Terlago, TN - G. Maresi

S 45 Pinus nigra micelio Strada per Ranzo, Valle dei
Laghi, TN - G. Maresi

S 46 Pinus nigra micelio Strada per Ranzo, Valle dei
Laghi, TN - G. Maresi

S47 Pinus nigra micelio Strada per Ranzo, Valle dei

Laghi, TN - G. Maresi
S48 Pinus nigra micelio Maso Ariol, Valle dei Laghi, TN

- G. Maresi

S 49 Pinus nigra micelio Fraveggio, Valle dei Laghi, TN -
G. Maresi

S50 Pinus nigra micelio Fraveggio, Valle dei Laghi, TN -
G. Maresi

S51 Pinus nigra micelio Lasino, Valle dei Laghi, TN - G.
Maresi

S52 Pinus nigra micelio Lasino, Valle dei Laghi, TN - G.
Maresi

S53 Pinus nigra micelio G. d. C., Valle dei Laghi, TN - G.
Maresi

S54 Pinus nigra micelio G. d. C., Valle dei Laghi, TN - G.
Maresi

S55 Pinus nigra micelio Vezzano, Valle dei Laghi, TN -
G. Maresi

S 56 Pinus nigra micelio Calavino, Valle dei Laghi, TN -
G. Maresi

Per la determinazione del morfotipo dei vari isotatcolti, in laboratorio e stata seguita la

seguente procedura:

- Allevamento di ciascun isolato in microprovette50 pl di PDB (Potato Destrose Broth)
a temperatura ambiente per 5-7 giorni.

- Estrazione del DNA, secondo protocollo ripreso dan8szet al. (10) leggermente
modificato.

- Amplificazione del DNA, mediante la tecnica RAPR®N l'uso di 3 primers specifici
(denominati DS9, DS10 e DS19) che, secondo Stagtaaz sono sufficienti a distinguere
il tipo A dal tipo B.
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| primers utilizzati sono stati forniti dalla dit@BCO BRL. Le sequenze nucleotidiche sono
le seguenti:

. DS9: 5'- GAG ATC TAT GTT GCA CC;
. DS10: 5'- GGA GGATTT GCT AAC TGA G;
. DS19: 5'- CAG GTC AGC ACC TTT CCA TCC.

Per l'amplificazione é stata usata una macchinaP@R (Programmable Thermal Cycler
Delphi 1000, Oracle Biosystems) programmata, iroate con Smith e Stanosz, 1999
per il seguente profilo di temperatura:
— 2ciclidi 5 min. a 94°C, 5 min. a 40°C e 5 mint2tC, per la fase di denaturazione e
di appaiamento a basso grado (low stringency aimggal
— 10 cicli di 1 min. a 94°C, 1 min. a 55°C e 2 mir22C per l'inizio dell'appaiamento
ad alto grado (high stringency amplification)
— dopo l'aggiunta di alcuni reagenti nelle provettelle quantita espresse in Smith e
Stanosz, 199910), 25 cicli di 1 min. a 94°C, 1 min. a 55°C, 2 man72°C per il

completamento dell'amplificazione ad alto grado.

- Separazione degli amplificati per elettroforesigal di agarosio allo 0,7%. | frammenti

sono stati fotografati alla luce UV dopo coloraaaon bromuro di etidio.

Le fotografie dei gel sono state utilizzate perfommtare i patterns elettroforetici degli isolati
italiani coi riferimenti degli isolati nord-americaappartenenti ai morfotipi A e B.
Questi producono frammenti di DNA caratteristiciecki riconoscono per il loro peso

molecolare, misurato in "paia di basi".

| valori caratteristici per ogni primer utilizzagoper ogni morfotipo sono indicati in Tab. 6.

Tab. 6:Lunghezza, espressa in paia di basi (bp), dei framicaratteristici per il tipo A ed il tipo B cdtuso
dei primers DS9, DS10, DS19.

Primer Frammenti caratteristici Frammenti caratteristici
TIPO A TIPOB

DS 9 600 bp 750 bp

DS 10 1000 bp, 1600 bp 700 bp

DS 19 350 bp 700 bp
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4. Risultati

4.1 Presenza dBphaeropsis sapinea e relazione con eventuali insetti vettori

| risultati dell'analisi dei coni raccolti nelle sia localita e del lavaggio degli insetti rinvenuti

negli strobili sono presentati in Tab. 7, separata@ per il campionamento primaverile ed

estivo.

Tab. 7:Risultati dell'osservazione al microscopio dei coampionati nelle varie localita e dei lavaggi dsetti

trovati
Primavera
Localita Data Ospite Coni Coni con Conicon | Adultidi |Adultidi | Larve
raccolta raccolti| Sphaeropsis | Gastrodes | Gastrodes |Gg conSs| conSs
sapinea grossipes | grossipes
N % |N %
Monte |17/05/2000 Pino nero, 100 62 620 | 67 67.0 24 12 -
Morello, FI su pianta
Monte |20/05/2000 Pino nero, 30 14 46.6 | 10 33.3 1 0 -
Morello, FI aterra
Terlago, |31/05/2000 Pino nero| 139 54 38.8/ 18 12.9 0 0 1]
TN
Caldaro, |31/05/2000 Pino 107 0 0 18 16.8 0 0 0
BZ silvestre
Opicina, 23/06/2000 Pino nero| 109 19 17.4) 45 413 69 23 0
TS
Cento |16/06/2000 Pino nero 98 35 35.7| 47 479 0 0 2
Croci, SP
Estate
Localita Data Ospite Coni |Coni con Coni con|Adulti  di| Adultidi | Larve con
raccolta raccolti|Sphaeropsis |Gastrodes |Gastrodes | Gg conSs Ss
sapinea grossipes  |grossipes
N % N %
Cento |05/08/2000 Pino nero, 16 3 18,7| 5 | 31,2 3 0 0
Croci, SP su pianta
Cento |05/08/2000 Pino nero, 14 5 357/ 0 0 0 0 0
Croci, SP aterra
Opicina, 08/09/2000 Pino nero, 26 14 51.8| 21| 85.Z 75 - -
TS su pianta
Laces, BZ|06/09/2000 Pino nero, 81 31 | 38,2| 15| 18,5 19 18 0
su pianta
Naturno, |06/09/2000 Pino nero, 81 39 48,1| 0O 0 0 0 0
BZ su pianta
Naturno, |06/09/2000 Pino nero, 14 2 1421 0 0 0 0 0
BZ aterra

In linea generale i valori percentuali di coni itifeoncordano con l'incidenza di danni sulle

chiome dovute ad infestazioni passate e in atttgwia, osservando la Tab. 7, risalta la totale
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assenza diSphaeropsis sapineael popolamento di pino silvestre; sempre considde
invece, da un minimo di 17 ad un massimo di 62pdacentuale di coni infestati da

Sphaeropsis sapineaul pino nero.

Riguardo aGastrodes grossipe$a specie € presente in tutte le localita camgii®nanche se
a stadi di sviluppo differenti per le diverse camalini climatiche locali; la percentuale di coni
frequentati dall'insetto in primavera va da un miaidi 13 ad un massimo di 67. Un certo
numero di essi, variabile secondo la localita sthio di sviluppo, trasportava conidi sulla
superficie corporea. L'unica localita in cui nesgudividuo € risultato positivo € Caldaro, in
cui Sphaeropsis saping#n € stata trovata.

Per quanto riguarda gli altri insetti sottopostagaggio, essi sono risultati sempre negativi,

con I'eccezione ddaematoloma dorsatuifiab. 8).

Tab. 8:Risultati dei lavaggi effettuati su insetti divedsi Gastrodes grossipeger la verifica del trasporto di conidi @.phaeropsis sapinea

Localita Data raccolta Nome specie Numero di  Individui con
individui Sphaeropsis
sapinea

Monte Morello — FI 08/05/2000 Haematoloma dorsatum 8 5
Valle dei Laghi — TN 31/05/2000 Haematoloma dorsatum 3 1
Tregnago — VR 23/05/2000 Magdalis sp. 3 0
Monticolo — BZ 01/07/2000 Dendrolimus pini 3 0
Monticolo — BZ 05/07/2000 Issus coleoptratus 6 0
Monticolo — BZ 01/07/2000 Exoteleia dodecella 5 0
Monte Morello — FI 20/05/2000 Lygaeus sp. 7 0

4.2 Ciclo diGastrodes grossipes

Dai dati raccolti nelle varie stagioni e localigembra lecito concludere cli& grossipes
svolga una generazione all'anno, con svernamengémluléo e ovideposizione primaverile. La
ripresa dell’attivita € anticipata in alcune lotalidove i nuovi adulti possono essere reperiti
gia alla fine di giugno (Carso Triestino). L'inteciclo si compie all'interno dei coni aperti,
che vengono temporaneamente lasciati da larve & adlle ore di oscurita, probabilmente
per il reperimento del cibo. Lo spettro alimentdreuesta specie rimane ancora largamente
sconosciuto.

Se da un lato é stata accertata in laboratoriom$sipilita di pungere e succhiare sia aghi di
pino sia altri insetti, vivi e morti, mancano datill’effettivo comportamento alimentare in

campo.
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| dati biologici concordano in linea generale cer$servazioni di Nageli (1934)7). E’ stata

anche confermata la presenza in varie localitandhicroimenottero parassitoide oofago della

cimice, identificato da F. Bin comkelenomussp., gruppdloridanus famiglia Scelionidi ed

erroneamente identificato in precedenza da Nageled. gracilis

4.3 Caratterizzazione diSphaeropsis sapinea

L'attribuzione di un isolato al morfotipo A o B raterso 'analisi molecolare é stata fatta solo

nel caso in cui tutti e tre i primers avessero pttdla banda o le bande caratteristiche.

In tutti gli altri casi, gli isolati sono stati ceitlerati di attribuzione incerta e non sono stati

inclusi nella presente analisi (Tab. 9).

Tab. 9:Risultati dell'analisi molecolare mediante uso dingatori genetici del tipo RAPDs

Sigla® Ospite Provenienza Morfotipo
S1 Pinus nigra S. Michele, FI A
S5 Pinus nigrasbsp.laricio Cascine, FI A
S6 Pinus pinea M. di Pisticci, MT A
S7 Pinus halepensis S. Menaio, FG A
S8 Pinus halepensis Mercadante, BA A
S9 Pinus resinosa Quebec, Canada A
S 10 Pinus pinea S. Rossore (Gambogi), PI A
S11 Pinus resinosa Usa; testimone tipo A A
S13 Pinus banksiana Usa; testimone tipo B B
S14 Pinus resinosa Usa; testimone tipo B B
S 16 Pinus nigra Monte Morello, FI A
S 18 Pinus nigra Trentino, TN A
S19 Pinus resinosa Quebec, Canada A
S 20 Pinus pinea S. Rossore, PI A
S21 Pinus nigra S. Severino Marche, MC A
S 22 Pinus halepensis Alassio, SV A

S 27 Pinus sylvestris Valternigo, TN A

S 28 Pinus sylvestris Prissiano, BZ A

S 30 Pinus nigrasbsp laricio Ferdinandea, VV A
S 32 Malus domestica Wisconsin, U.S.A. A
S41 Pinus nigra Terlago, TN A
S42 Pinus nigra Terlago, TN A

S 43 Pinus nigra Terlago, TN A
S48 Pinus nigra Maso Ariol (Valle dei Laghi), TN A
S 49 Pinus nigra Fraveggio N (Valle dei Laghi), TN A
S51 Pinus nigra Lasino (Valle dei Laghi), TN A
S 53 Pinus nigra G. d. C. (valle dei Laghi), TN A
S55 Pinus nigra Vezzano (Valle dei Laghi), TN A
S 56 Pinus nigra Calavino (Valle dei Laghi), TN A

! Tra parentesi la sigla del vecchio codice
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Nonostante un certo numero di isolati abbia forngaltati incerti, € evidente che il tipo A e
presente in tutta Italia anche in zone geograficaemolto distanti, che vanno dalla Calabria
alla zona alpina. E’ ragionevole quindi aspettais® questo tipo sia diffuso nel resto del

territorio italiano.

L'osservazione al microscopio della morfologia deicelio ha rivelato caratteristiche
analoghe a quelle descritte in letteratura peipd #A: il micelio € inizialmente bianco, poi
grigio-verde, grigio scuro, infine nero; ha corsimsta fioccosa e cresce velocemente in

piastra. | conidi sono ovoidali, chiari da giovgmdj marrone scuro, talvolta settati da vecchi.

Tab. 10:Valori di media e deviazione standard delle miseffettuate su un campione di conidi provenienti
dalle localita sotto elencate

Localita Numero conidi Lunghezzapum Larghezzapum
Media Dev. st. Media Dev. st
Laces, BZ 31 30.0 3.8 12.0 1.3
Naturno, BZ 30 32.7 2.2 13.7 1.2

Le dimensioni dei conidi (Tab. 10) sono in accomim quelle misurate da Palmet al.
(1987) (8) per il tipo A; la superficie esternapsesenta liscia oppure picchiettata di piccoli

pori. Quest'ultimo carattere non sembra quinditstngente distintivo tra i due tipi A e B.

5. Conclusioni

5.1 Presenza dBphaeropsis sapinea e stato reale e potenziale dell'effetto patogeno

In Italia sembra essere presente il 4gdo A, che dalla letteratura in materia e definito come
quellopiu aggressivo

S. sapine& d'altronde considerato un debole patogeno catiam@lonizzare soltanto piante
debilitate da situazioni ambientali sfavorevoli.

E’ opportuno quindi intervenire piu che altro nghi@evenzione, cercando di limitare I'azione
dei vari fattori di stress che favoriscono la mesiézione degli attacchi. Nel caso in cui si

debba intervenire a posteriori, I'unica strada gatare il ripetersi degli attacchi in anni
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successivi 0 in posti vicini deve mirare alla diodione della carica di inoculo attraverso le
ripuliture o in casi estremi con l'abbattimentolel@iante gravemente infette.

Dalle osservazioni svolté&phaeropsis sapinesembra prediligere alcune specie rispetto ad
altre Pinus nigra Pinus pinea Pinus halepensigispetto invece &inus sylvestris Su
quest'ultima specie, nelle localita consideratenlsa che il fungo sia meno persistente,
almeno per quanto riguarda la presenza di frudiziieni. Apparentemente in tale contesto il
patogeno non costituisce una minaccia, tuttaviapaendo escluderne la presenza in forma
latente all'interno dei tessuti della pianta, € apmo condurre un monitoraggio costante,
anche in relazione all'andamento climatico debaishe.

Per quanto riguarda il materiale raccolto da afrecie com€upressu® Pseudotsuga stato
osservato che il fungo si presenta diverso sigpdato di vista morfologico, che all'analisi
molecolare. La causa di tale diversita sta nebfakte probabilmente si tratta di specie affini
ma diverse d&. sapineacome hanno cercato di dimostrare alcuni ricercé&ianoszt al,
1999) @0).

Ben diversa e la situazione per il pino nero, chegni localita presa in considerazione si
mostra sensibile al patogeno, attraverso una ridoei dell'accrescimento (provocato dal
disseccamento degli apici vegetativi) e con la ifgchzione di numerosissime fruttificazioni
Sui suoi tessuti (strobili soprattutto).

Al di la della fama di parassita di debolezza ditrita aS. sapineava comunque considerato
che anche nelle localita meno colpite la caricandtulo, rappresentata soprattutto dalle
fruttificazioni sui coni aperti sull’albero o a tea € sempre molto elevata. Questo particolare
della biologia del fungo, unitamente al fatto cheonidi sono di per sé poco mobili, rende

probabile una dispersione ad opera degli insetg &fequentano i coni aperti.

5.2 Relazioni traSphaeropsis sapinea, Gastrodes grossipes e altri insetti

Dalle indagini svolte e stata rilevata una strettgociazione tra coni di pino@astrodes
grossipes confermando anche la capacita di trasporto deidcoda parte dell'insetto
(allosservazione microscopica, i conidi stanndanphrte ventrale, tra le zampe, sul dorso,
vedi foto 1 e 2).

Tuttavia non € stata dimostrata l'effettiva cagacidi contribuire alla diffusione

dell'infestazione, in quanto per questo scopo Iiadgpostare una ricerca di tipo diverso,
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molto impegnativa dal punto di vista temporalerafiziario, con prove di "lancio” d'insetti
infetti su piante sane. Rimane inoltre da chiatiebitudine alimentare delGastrodes
grossipese la condizione preferenziale per lo svernamefppare possibile un’associazione
mutualistica tre&Sphaeropsis sapineaGastrodes grossipegper il fatto che i coni attaccati dal
fungo aprono prima le squame e la cimice puo degeruova. Inoltre i coni aperti infetti
rimangono appesi ai rami piu a lungo dei sani, famdo quindi il ricovero dell'insetto. E’
stata inoltre rilevata una certa capacita di traspdei conidi da parte di un noto insetto
fitofago dei pini Haematoloma dorsatummeritevole di eventuali approfondimenti. Altri
insetti sono risultati negativi e non sono stagintificati altri possibili candidati al trasporto d

S. sapinea

5.3 Prospettive future

Data I'estrema diffusione db. sapineae la sua potenziale pericolosita, sarebbe assai ut
approfondire le ricerche per la messa a punto ditexnica d’'indagine di tipo molecolare
adeguata, con marcatori in grado di evidenziapgdéaenza del fungo allo stato latente, prima
che la pianta mostri stati di sofferenza.

L'approfondimento degli studi sull'entomofauna pgrequente sui coni di pino, e sulle
relazioni che gli insetti instaurano con I'ecosistecircostante puo aprire nuove frontiere alla
ricerca di un metodo biologico per combattere ldattia. Ad esempio, nel corso del lavoro é
stato trovato un microimenottero parassitoide detiea diGastrodesappartenente al genere
Telenomusgruppo floridanus (identificato dal Prof. Bin dell'Unversita di Pera), che
potrebbe un domani trovare impiego nel contenimelgta popolazione della cimice e di

conseguenza della diffusione della malattia.
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Foto 1: Zampa diGastrodes grossipesn conidio diSphaeropsis sapineagrandimento a
40x

Foto 2:Conidi di Sphaeropsis sapineacanto al rostro e tra le zampe di una larva gioeali
Gastrodes grossipesperita su strobili di pino nero altamente infettigrandimento a 20x
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