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Indagini su aspetti eziologici di
Sphaeropsis sapinea
in Provincia di Bolzano

Elisabetta Feci

Abstract

Investigations on aetiological aspects of Sphaeropsis sapinea in the Province of Bolzano
The investigation is aimed at recognising the actual state of diffusion of the pathogenic fungus and the
potentiality of further expansion of the disease. The damages by S. sapinea occur particularly on Black
Pine and Pinus silvestris. The pathogenic fungus is only lightly aggressive, but can become dangerous
if associated in particular surroundings and under special climatic conditions. The author proceeds
with a comparison with various places situated outside the Province of Bolzano-South Tyrol (Tab.1).
Ten plants were selected in various places between spring and summer of 2000, and specimens of
cones were collected (Tab.2, Tab.3). - Two stems of the fungus were singled out, named morphotype
A and morphotype B; their DNA was extracted and a molecular analysis taken (Tab.5). The Type A
proved to be the most widespread (Tab. 9). — Investigations were made on various Rhynchota insects
(Heteroptera, Homoptera), in order to verify their potential involvement in the diffusion of the
pathogenic fungus by transporting conidia from infected plants to healthy plants. As possible vector
insects, carriers of conidia, the following were recognised: the True bug Gastrodes grossipes and the
leathopper Haematoloma dorsatum (Tab. 7, Tab. 8).

1. Premessa

Nell’ambito del progetto di ricerca “ Sphaeropsis sapinea 2000 -2001”, concordato trala Provincia

di Bolzano, il Dipartimento di Biotecnologie Agrarie - Sezioni di Patologia Vegetale e di

Entomologia dell'Universita degli Studi di Firenze e]'Unita operativa Foreste presso I'Istituto

Agrario di S. Michele all’Adige (Trento), ¢ stato affrontato 1’aspetto eziologico dei danni da

Sphaeropsis sapinea su Pino nero e Pino silvestre mediante:

1. Raccolta e osservazione di alcuni campioni di strobili prelevati nelle foreste maggior-
mente colpite dal patogeno;

2. Isolamento e allevamento del fungo in piastra;

3. Estrazione del DNA genomico dagli isolati e caratterizzazione degli isolati mediante
analisi molecolare tramite 1'uso di marcatori genetici del tipo RAPDs (Random Ampli-
fied Polymorphic DNA).

4. Conteggio e lavaggio degli insetti, reperiti sui pini, possibili disseminatori del fungo,
con particolare attenzione alla cimice dei coni Gastrodes grossipes (De Geer).

5. Esame microscopico dell’acqua di lavaggio e degli individui allo stadio larvale per
I’accertamento della presenza di conidi di Sphaeropsis sapinea.

L'indagine e stata rivolta all'individuazione dello stato attuale di diffusione del fungo pato-
geno e della potenzialita di ulteriori manifestazioni della malattia. In tale contesto le inda-
gini svolte sugli insetti hanno avuto lo scopo di verificare un loro possibile coinvolgimento
nella diffusione del patogeno, in particolare per il trasporto di conidi e frammenti di mice-
lio da piante infette a piante sane. Per poter avere un ampio quadro della situazione, si &
proceduto a un confronto con varie localita situate al di fuori della provincia di Bolzano, e
con una serie di isolati della collezione disponibile presso il Dipartimento e I'Unita Opera-
tiva Foreste di S. Michele all’Adige.
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2. Situazione di Sphaeropsis sapinea in Italia e nel mondo

11 fungo Sphaeropsis sapinea (Fr.) Dyko & Sutton [Syn.: Diplodia pinea (Desm.) Kickx] & uno
dei patogeni dannosi alle conifere pitt comuni e ampiamente distribuiti. Il range di specie
ospiti riportato in letteratura comprende pit1 di 30 specie del genere Pinus ed alcune specie
dei generi Abies, Cedrus, Juniperus, Picea e Pseudotsuga (1).

Il patogeno e dotato di una scarsa aggressivita, ma diventa pericoloso e mortale se associato
ad ambienti e condizioni climatiche particolari (2). Gli ambienti in cui i danni sono piit
gravi, sono le piantagioni monospecifiche di pino; la siccita, le eccessive concimazioni
azotate e altre avversita abiotiche come la grandine (3), sono in molti casi fattori scatenanti
la manifestazione della malattia.

I sintomi d’infezione, oltre al disseccamento dei getti e la comparsa di cancri lungo il fusto
e i rami colpiti, possono arrivare fino all’azzurramento del fusto (blue stain). In vivaio i se-
menzali possono morire a causa di marciume radicale, le plantule di 1-3 anni per dissecca-
mento dell’apice vegetativo e carie del colletto. Alla stessa sorte possono andare incontro le
piantine poste a dimora dopo lunga permanenza in semenzaio infestato (4).

Il patogeno & noto al mondo scientifico da molto tempo (5); & stato oggetto di studio da parte
di vari ricercatori (6), tuttavia alcuni aspetti biologici ed ecologici restano ancora da definire.
Negli ultimi anni lo studio delle caratteristiche morfologiche del micelio e dei conidi hanno
accertato I'esistenza di una certa variabilita morfologica all’interno della specie (7), presente
talvolta anche nella stessa regione geografica (8).

In particolare sono stati individuati due gruppi, designati come morfotipo A e morfotipo
B, che differiscono tra loro per morfologia del micelio e dei conidi, tasso di crescita, prefe-
renza di piante ospiti, aggressivita. L’esistenza di due ceppi genetici, corrispondenti grosso
modo ai morfotipi A e B, & stata confermata successivamente da analisi molecolari attraver-
so l'uso di marcatori genetici del tipo RAPDs (9). Il tipo A sembra essere quello pitt diffu-
so nel mondo, mentre il tipo B ¢ stato trovato solo recentemente anche al di fuori dell’area
geografica in cui e stato individuato per la prima volta (10).

L'uso dell’analisi molecolare per la caratterizzazione di due distinte popolazioni (deno-
minate tipo A e tipo B) di Sphaeropsis sapinea si € rivelata piu affidabile, dal momento che
la variabilita morfologica e biologica del fungo € talmente elevata, da dare luogo a mol-
te forme di transizione, le quali rendono difficile la classificazione e non hanno significato
tassonomico (11).

Fino ad oggi I'analisi molecolare con 1'uso dei RAPDs ¢ stata condotta su un solo isolato di
provenienza italiana (10); 'estensione delle osservazioni su altri isolati risulterebbe invece
assai utile perlo studio di Sphaeropsis sapineain Italia. L'identificazione della presenza di ceppi
pilt 0 meno aggressivi, infatti, potrebbe aiutare a capire la distribuzione della popolazione
di Sphaeropsis sapinea e le potenzialita di manifestazione della malattia nel nostro paese.

Anche in Italia, infatti, il patogeno & presente un po’ ovunque, prediligendo come piante
ospiti il pino nero, il pino domestico e il pino silvestre (12). Manifestazioni epidemiche si
sono verificate perd solo in determinati siti, come alcuni rimboschimenti di pino nero in
provincia di Trento e di Bolzano (13); disseccamenti di chiome di pino nero sono stati seg-
nalati invece in ambiente urbano (14).

Queste gravi manifestazioni si sono verificate in concomitanza, o meglio, a seguito di
condizioni di stress idrico per le piante, dovute ad una o pil1 stagioni primaverili ed estive
estremamente siccitose; tale circostanza € ampiamente in accordo con quanto riportato
in letteratura a proposito dello stress idrico delle piante come uno dei maggiori fattori
predisponenti la manifestazione della malattia (15).
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Il fungo, come documentato in letteratura (16), presenta un comportamento endofitico as-
intomatico. Tale caratteristica e I’enorme carica d’inoculo dovuta alla persistenza di frutti-
ficazioni picnidiche sugli strobili freschi e a terra, rappresentano una minaccia costante di
nuove recrudescenze della malattia, nel caso in cui si verificassero nuovamente condizioni
di stress per le piante.

Pertanto si ritiene assai utile un’azione di monitoraggio continuo della presenza del pato-
geno, con i mezzi d’indagine attualmente a disposizione.

3. Lavoro svolto

Le indagini sulla presenza e diffusione di Sphaeropsis sapinea su pino e su eventuali insetti
vettori, sono state svolte in 5 localita, elencate e descritte nella Tab. 1.

Tab. 1: Elenco e descrizione delle localita di campionamento primaverile.

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

Il grado d’infestazione ¢ stato stimato su base comparativa tra le localita, prendendo come riferi-
mento la presenza di piante morte per attacco del fungo, germogli danneggiati su piante vive e
Iinfezione degli strobili sull’albero e a terra.

In ciascuna delle suddette localita, sono state scelte 10 piante, non contigue fra loro, con un
elevato numero di coni aperti nel corso della primavera (cioe al loro terzo anno di sviluppo,
denominati per questo Y3) e aventi possibilmente le stesse caratteristiche in relazione alle
dimensioni e all’attacco del fungo.
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Da ciascuna pianta sono stati prelevati a caso 10 coni, per un totale di 100 coni per localita.
I coni raccolti sono stati conservati singolarmente, in modo da attribuire gli insetti eventu-
almente presenti ai rispettivi strobili.

La Tab. 2 mostra le caratteristiche medie degli alberi scelti per ogni localita.

Tab. 2: Caratteristiche medie delle piante campionate.

Localita N. Diametro Altezza Numero Alberi con | Alberi con
piante | medio (cm) media (m) medio strobili strobili
di coni Y3 per | giovani Y | vecchi Y4
albero (stima)
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 59 7.1 14 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 e stato effettuato tra la primavera avanzata e I'inizio dell’estate dell’anno
2000, nel momento in cui le fruttificazioni di Sphaeropsis sapinea erano gia formate e gli insetti
erano in piena attivita.

In laboratorio gli strobili raccolti sono stati osservati al binoculare per annotare la presenza/
assenza di Sphaeropsis sapinea e d’insetti, in particolare di Gastrodes grossipes (De Geer), un
eterottero ligeide noto per frequentare gli strobili di pino (17). Di quest’ultimo veniva an-
notato anche lo stadio di sviluppo (uovo, larva 1-5 eta, adulto).

Gli adulti di Gastrodes grossipes e le larve pit1 grandi, di eta 4 e 5, sono stati sottoposti a la-
vaggio, ciascuno in 400 ul di acqua deionizzata e Tween 80 allo 0,3%, all’interno di una
provetta di vetro. Dopo aver agitato la provetta a 40 He per 30 secondi, I'individuo & stato
tolto dall’acqua e una goccia dell’acqua di lavaggio e stata posta su un vetrino ed osser-
vata al microscopio. Alla prima osservazione di conidi di Sphaeropsis sapinea, I'individuo
lavato era considerato come positivo. Di alcune larve di eta 1-3, trovate morte all'interno
del cono, ¢ stato possibile fare direttamente un vetrino ed osservare la presenza o meno di
conidi sul corpo.

In tarda estate & stata effettuata un’altra raccolta di strobili Y3 in alcune localita gia
campionate e in altre nuove (elencate nella Tab. 3), con l'obiettivo principale di osservare
la presenza del fungo, di individui di Gastrodes grossipes e di annotare lo stadio di sviluppo
di quest’ultimo.
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Tab. 3: Elenco e descrizione delle localita di campionamento estivo. I dati delle
prime due localita sono presentati in Tab. 1.

Localita Prov. | Al- | Data Ospite Tipo popola- | Stadio di Grado di
tit. mento e loca- | sviluppo infesta-
(m) lizzazione dei | degli alberi | zione da
prelievi campionati | Sphaeropsis
sapinea
Varese Ligure | SP 05/08/2000
P.so Cento
Croci!
Opicina Carso | TS 08/09/2000
Triestino!
Naturno, Bi- | BZ 630 | 06/09/2000 | Pino nero | Artificiale Alberi adulti, | Basso
vio Senales Bosco rado eta 80-90
Laces Bivio Bz 810 | 06/09/2000 | Pino nero | Artificiale Alberi gio- Basso
Silandro Boscoradoe | vani,
misto eta 15-40

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

Gli strobili sono stati prelevati in parte sulle piante e in parte a terra e riposti tutti insieme
in sacchi per ogni localita. In laboratorio i coni sono stati sottoposti allo stesso tipo di
osservazioni dei coni del campionamento precedente.

Al fine di sondare il possibile coinvolgimento degli insetti nel trasporto e diffusione del
fungo, sono stati sottoposti a lavaggio anche altri insetti, reperiti occasionalmente su pian-
te infette e non, come mostra la tabella seguente:

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

Localita Data raccolta | Nome specie Ordine | Numero di individui
Monte Morello, FI | 08/05/2000 Haematoloma dorsatum Hom. 8
Monte Morello, FI | 20/05/2000 | Lygaeus sp. Het. 7
Tregnago, VR 23/05/2000 | Magdalis sp. 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 Foreste della Provincia di Bolzano.
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La diagnosi della presenza del patogeno sui coni ¢ stata effettuata con 1'osservazione, sul-
le squame, delle fruttificazioni picnidiche, ben visibili, erompenti e di colore nero. In caso
d’incertezza, ¢ stato fatto ricorso all’esame microscopico dei conidi, prelevati dai picnidi e
posti in acqua su vetrino.

L'osservazione dei conidi & stata fatta tenendo conto anche dell’aspetto della parete, consi-
derato utile per la distinzione del tipo A da quello B. Inoltre trenta conidi prelevati da coni
provenienti da localita Laces ed altrettanti da Naturno, sono stati misurati in lunghezza
e larghezza al microscopio con oculare graduato, per metterli a confronto con le misure
riportate in letteratura.

Allo scopo di osservare il micelio durante la crescita, dalle suddette localita (Laces e Natur-
no) sono stati eseguiti alcuni isolamenti monosporici di Sphaeropsis sapinea, in piastre Petri
su substrato di PDA (Potato Destrose Agar).

Per quanto riguarda l’analisi molecolare, sono stati utilizzati 43 isolati di provenienza
italiana e 4 di provenienza nord americana, questi ultimi utilizzati come riferimento per il
tipo A eil tipo B.

Tutti gli isolati saggiati sono elencati nella tabella 5.

Tab.5: isolati di Sphaeropsis sapinea sottoposti ad estrazione del 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 halepensis aghi S. Cataldo, LE
S5 Pinus nigra sbsp. laricio | strobili Cascine, FI
S6 Pinus pinea strobili M. di Pisticci, MT
S7 Pinus halepensis aghi S. Menaio, FG
S8 Pinus halepensis cancri Mercadante, BA
S9 Pinus resinosa aghi Quebec, Canada
S10 Pinus pinea strobili S. Rossore (Gambogi), PI
S11 Pinus resinosa micelio U.S.A. - Tipo A - G. Stanosz
S12 Pinus resinosa micelio U.S.A. - Tipo A - G. Stanosz
S13 Pinus banksiana micelio U.S.A. - Tipo B - G. Stanosz
S14 Pinus resinosa micelio US.A. - Tipo B - G. Stanosz
S15 Pseudotsuga menziesii rametto Grezzano nel Mugello, FI
S16 Pinus nigra strobilo Monte Morello, FI
517 Cupressus sempervirens | micelio Grecia
S18 Pinus nigra micelio Trento - provincia, TN
S19 Pinus resinosa aghi Quebec, Canada
520 Pinus pinea strobili S. Rossore, PI
521 Pinus nigra strobili S. Severino Marche, MC
S22 Pinus halepensis monosp. | Alassio, SV
S23 Cupressus sempervirens tronco Todi, PG
527 Pinus sylvestris coni Valternigo, TN - G. Maresi
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Sigla | Ospite Materiale | Localita di raccolta, riferimento

528 Pinus sylvestris coni Prissiano, BZ - G. Maresi

530 Pinus nigra sbsp. laricio | monosp. | Ferdinandea, VV

S32 Malus domestica micelio 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 canadensis micelio Washington D.C., U.S.A. - K. Jacobs, G. Stanosz
539 Pinus sp. 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

543 Pinus nigra micelio Terlago, TN - G. Maresi

S44 Pinus sylvestris micelio Terlago, TN - G. Maresi

S45 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

S 54 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 isolati raccolti, in laboratorio e stata seguita
la seguente procedura:

- Allevamento di ciascun isolato in microprovette su 500 ul di PDB (Potato Destrose
Broth) a temperatura ambiente per 5-7 giorni.

- Estrazione del DNA, secondo protocollo ripreso da Stanosz et al. (10) leggermente
modificato.

- Amplificazione del DNA, mediante la tecnica RAPDs, con 1'uso di 3 primers specifici
(denominati DS9, DS10 e DS19) che, secondo Stanosz et al., sono sufficienti a distin-
guere il tipo A dal tipo B.

I primers utilizzati sono stati forniti dalla ditta GIBCO BRL. Le sequenze nucleotidiche
sono le seguenti:

- DS9: 5-GAGATC TAT GTT GCA CC;

- DS10: 5- GGAGGATIT GCT AACTGAG;
- DS19: 5- CAG GTC AGCACCTTIT CCATCC.
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Per 'amplificazione & stata usata una macchina per PCR (Programmable Thermal Cycler
Delphi 1000, Oracle Biosystems) programmata, in accordo con Smith e Stanosz, 1999 (10),
per il seguente profilo di temperatura:

- 2 cicli di 5 min. a 94°C, 5 min. a 40°C e 5 min. a 72°C, per la fase di denaturazi-
one e di appaiamento a basso grado (low stringency annealing)

- 10ciclidi1 min.a94°C, 1 min. a55°Ce2min. a72° C perl’inizio dell’appaiamento
ad alto grado (high stringency amplification)

-  dopol’aggiunta di alcuni reagenti nelle provette, nelle quantita espresse in Smith
e Stanosz, 1999 (10), 25 cicli di 1 min. a 94°C, 1 min. a 55°C, 2 min. a 72° C peril
completamento dell’amplificazione ad alto grado.

- Separazione degli amplificati per elettroforesi su gel di agarosio allo 0,7%. I frammen-
ti sono stati fotografati alla luce UV dopo colorazione con bromuro di etidio.

Le fotografie dei gel sono state utilizzate per confrontare i patterns elettroforetici degli iso-
lati italiani coi riferimenti degli isolati nord-americani appartenenti ai morfotipi A e B.
Questi producono frammenti di DNA caratteristici che si riconoscono per il loro peso mo-
lecolare, misurato in “paia di basi”.

I valori caratteristici per ogni primer utilizzato e per ogni morfotipo sono indicati in Tab. 6.

Tab. 6: Lunghezza, espressa in paia di basi (bp), dei frammenti caratteristici per
il tipo A ed il tipo B con 1“uso dei primers DS9, DS10, DS19.

Primer Frammenti caratteristici Frammenti caratteristici
TIPO A TIPO B

DS9 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 di Sphaeropsis sapinea e relazione con eventuali insetti vettori

I risultati dell’analisi dei coni raccolti nelle varie localita e del lavaggio degli insetti
rinvenuti negli strobili sono presentati in Tab. 7, separatamente per il campionamento pri-
maverile ed estivo.

Tab.7: Risultati dell’osservazione al microscopio dei coni campionati nelle
varie localita e dei lavaggi di insetti trovati

Primavera
Localita Data rac- Ospite Coni | Coni con Conicon |Adultidi | Adulti | Lar-
colta rac- Sphaeropsis | Gastrodes | Gastro- |di G.g. | ve con
colti sapinea grossipes | des gros- | con S.s. | S.s.
sipes
N %o [N %
Monte 17/05/2000 | Pino nero, | 100 62 62.0 | 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 a terra
Terlago, 31/05/2000 | Pinonero | 139 54 388 |18 | 129 0 0 11
N
Caldaro, 31/05/2000 | Pino sil- 107 0 0 18 | 16.8 0 0 0
Bz vestre
Opicina, 23/06/2000 | Pino nero 109 19 174 | 45 | 413 69 23 0
TS
Cento Cro- | 16/06/2000 | Pino nero 98 35 35.7 | 47 | 479 0 0 2
ci, SP
Estate
Localita Data rac- Ospite Coni | Coni con Conicon |Adultidi | Adulti | Lar-
colta rac- Sphaeropsis | Gastrodes | Gastro- |di G.g. | ve con
colti sapinea grossipes | des gros- | con S.s. | S.s.
sipes
N %o [N %

Cento 05/08/2000 | Pino nero, 16 3 187 | 5 | 312 3 0 0
Crodi, SP su pianta
Cento 05/08/2000 | Pino nero, 14 5 357 | 0 0 0 0 0
Croci, SP a terra
Opicina, 08/09/2000 | Pino nero, 26 14 51.8 | 21 | 85.2 75 - -
TS su pianta
Laces, BZ | 06/09/2000 | Pino nero, 81 31 382 | 15 | 18,5 19 18 0

su pianta
Naturno, | 06/09/2000 | Pino nero, 81 39 48,1 0 0 0 0 0
Bz su pianta
Naturno, | 06/09/2000 | Pino nero, 14 2 142 | 0 0 0 0 0
BZ a terra
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In linea generale i valori percentuali di coni infetti concordano con lincidenza di danni
sulle chiome dovute ad infestazioni passate e in atto, tuttavia, osservando la Tab. 7, risalta
la totale assenza di Sphaeropsis sapinea nel popolamento di pino silvestre; sempre conside-
revole invece, da un minimo di 17 ad un massimo di 62, la percentuale di coni infestati da
Sphaeropsis sapinea sul pino nero.

Riguardo a Gastrodes grossipes, la specie & presente in tutte le localita campionate, anche se
a stadi di sviluppo differenti per le diverse condizioni climatiche locali; la percentuale di
coni frequentati dall’insetto in primavera va da un minimo di 13 ad un massimo di 67. Un
certo numero di essi, variabile secondo la localita e lo stadio di sviluppo, trasportava coni-
di sulla superficie corporea. L'unica localita in cui nessun individuo & risultato positivo &
Caldaro, in cui Sphaeropsis sapinea non ¢ stata trovata.

Per quanto riguarda gli altri insetti sottoposti a lavaggio, essi sono risultati sempre negativi,
con l'eccezione di Haematoloma dorsatum (Tab. 8).

Tab.8: Risultati dei lavaggi effettuati su insetti diversi da Gastrodes grossipes,
per la verifica del trasporto di conidi di Sphaeropsis sapinea.

Localita Data raccolta | Nome specie Numero di | Individui con
individui | Sphaeropsis sa-
pinea

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

7 0

Monte Morello — FI 20/05/2000 Lygaeus sp.

4.2 Ciclo di Gastrodes grossipes

Dai dati raccolti nelle varie stagioni e localita, sembra lecito concludere che G. grossipes
svolga una generazione all’anno, con svernamento da adulto e ovideposizione primaveri-
le. La ripresa dell’attivita & anticipata in alcune localita, dove i nuovi adulti possono essere
reperiti gia alla fine di giugno (Carso Triestino). L'intero ciclo si compie all'interno dei coni
aperti, che vengono temporaneamente lasciati da larve e adulti nelle ore di oscurita, pro-
babilmente per il reperimento del cibo. Lo spettro alimentare di questa specie rimane an-
cora largamente sconosciuto. Se da un lato e stata accertata in laboratorio la possibilita di
pungere e succhiare sia aghi di pino sia altri insetti, vivi e morti, mancano dati sull’effettivo
comportamento alimentare in campo.

I dati biologici concordano in linea generale con le osservazioni di NAGELI (1934) (17). E’ sta-
ta anche confermata la presenza in varie localita di un microimenottero parassitoide oofago
della cimice, identificato da F. BiN come Telenomus sp., gruppo floridanus, famiglia Scelionidi
ed erroneamente identificato in precedenza da NAGELI come Telenomus gracilis.
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4.3 Caratterizzazione di Sphaeropsis sapinea

L’attribuzione di unisolato al morfotipo A o B attraverso I’analisi molecolare e stata fatta solo
nel caso in cui tutti e tre i primers avessero prodotto la banda o le bande caratteristiche.

In tutti gli altri casi, gli isolati sono stati considerati di attribuzione incerta e non sono stati
inclusi nella presente analisi (Tab. 9).

Tab.9: Risultati dell’analisi molecolare mediante uso di marcatori genetici del

tipo RAPDs
Sigla' Ospite Provenienza Morfotipo
S1 Pinus nigra S. Michele, FI A
S5 Pinus nigra sbsp. 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
S10 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
S16 Pinus nigra Monte Morello, FI A
S18 Pinus nigra Trentino, TN A
S19 Pinus resinosa Quebec, Canada A
520 Pinus pinea S. Rossore, PI A
S21 Pinus nigra S. Severino Marche, MC A
S22 Pinus halepensis Alassio, SV A
527 Pinus sylvestris Valternigo, TN A
S28 Pinus sylvestris Prissiano, BZ A
S30 Pinus nigra sbsp. laricio Ferdinandea, VV A
S 32 Malus domestica Wisconsin, U.S.A. A
S41 Pinus nigra Terlago, TN A
S 42 Pinus nigra Terlago, TN A
S43 Pinus nigra Terlago, TN A
S48 Pinus nigra Maso Ariol (Valle dei Laghi), TN A
S49 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
S 55 Pinus nigra Vezzano (Valle dei Laghi), TN A
S 56 Pinus nigra Calavino (Valle dei Laghi), TN A
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Nonostante un certo numero di isolati abbia fornito risultati incerti, & evidente che il tipo
A & presente in tutta Italia anche in zone geograficamente molto distanti, che vanno dalla
Calabria alla zona alpina. E’ ragionevole quindi aspettarsi che questo tipo sia diffuso nel
resto del territorio italiano.

L'osservazione al microscopio della morfologia del micelio ha rivelato caratteristiche ana-
loghe a quelle descritte in letteratura per il tipo A: il micelio ¢ inizialmente bianco, poi gri-
gio-verde, grigio scuro, infine nero; ha consistenza fioccosa e cresce velocemente in piastra.
I conidi sono ovoidali, chiari da giovani, poi marrone scuro, talvolta settati da vecchi.

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

Localita Numero conidi | Lunghezza um Larghezza um

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 12

Le dimensioni dei conidi (Tab. 10) sono in accordo con quelle misurate da PALMER ef al. (1987)
(8) per il tipo A; la superficie esterna si presenta liscia oppure picchiettata di piccoli pori.
Quest’ultimo carattere non sembra quindi strettamente distintivo tra i due tipi A e B.

5. Conclusioni

5.1 Presenza di Sphaeropsis sapinea e stato reale e potenziale dell’effetto patogeno

In Italia sembra essere presente il solo tipo A, che dalla letteratura in materia & definito
come quello pit1 aggressivo. S. sapinea € d’altronde considerato un debole patogeno capace
di colonizzare soltanto piante debilitate da situazioni ambientali sfavorevoli.

E’ opportuno quindi intervenire pitt che altro nella prevenzione, cercando di limitare’azione
dei vari fattori di stress che favoriscono la manifestazione degli attacchi. Nel caso in cui si
debba intervenire a posteriori, l'unica strada per evitare il ripetersi degli attacchi in anni
successivi o in posti vicini deve mirare alla diminuzione della carica di inoculo attraverso
le ripuliture o in casi estremi con I’abbattimento delle piante gravemente infette.

Dalle osservazioni svolte, Sphaeropsis sapinea sembra prediligere alcune specie rispetto ad altre
(Pinus nigra, Pinus pinea, Pinus halepensis rispetto invece a Pinus sylvestris). Su quest'ultima
specie, nelle localita considerate, sembra che il fungo sia meno persistente, almeno per
quanto riguarda la presenza di fruttificazioni. Apparentemente in tale contesto il patogeno
non costituisce una minaccia, tuttavia non potendo escluderne la presenza in forma latente
all'interno dei tessuti della pianta, & opportuno condurre un monitoraggio costante, anche
in relazione all’andamento climatico della stazione.

Per quanto riguarda il materiale raccolto da altre specie come Cupressus e Pseudotsuga €
stato osservato che il fungo si presenta diverso sia dal punto di vista morfologico, che
all’analisi molecolare. La causa di tale diversita sta nel fatto che probabilmente si tratta di
specie affini ma diverse da S. sapinea, come hanno cercato di dimostrare alcuni ricercatori
(StaNoOsz et al., 1999) (10).
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Ben diversa ¢ la situazione per il pino nero, che in ogni localita presa in considerazione si mostra
sensibile al patogeno, attraverso una riduzione dell’accrescimento (provocato dal disseccamento de-
gli apici vegetativi) e con la proliferazione di numerosissime fruttificazioni sui suoi tessuti (strobili
soprattutto).

Al dila della fama di parassita di debolezza attribuita a S. sapinea, va comungque considerato che an-
che nelle localitia meno colpite la carica d'inoculo, rappresentata soprattutto dalle fruttificazioni sui
coni aperti sull’albero o a terra e sempre molto elevata. Questo particolare della biologia del fungo,
unitamente al fatto che i conidi sono di per sé poco mobili, rende probabile una dispersione ad opera
degli insetti che frequentano i coni aperti.

5.2 Relazioni tra Sphaeropsis sapinea, Gastrodes grossipes e altri insetti

Dalle indagini svolte & stata rilevata una stretta associazione tra coni di pino e Gastro-
des grossipes, confermando anche la capacita di trasporto dei conidi da parte dell’'insetto
(all’osservazione microscopica, i conidi stanno nella parte ventrale, tra le zampe, sul dor-
so, vedi foto 1).

Tuttavia non e stata dimostrata 1'effettiva capacita di contribuire alla diffusione
dell’infestazione, in quanto per questo scopo bisogna impostare una ricerca di tipo diver-
so, molto impegnativa dal punto di vista temporale e finanziario, con prove di “lancio”
d’insetti infetti su piante sane. Rimane inoltre da chiarire I’abitudine alimentare del Gastrodes
grossipes, e la condizione preferenziale per lo svernamento. Appare possibile un’associazione
mutualistica tra Sphaeropsis sapinea e Gastrodes grossipes, per il fatto che i coni attaccati dal
fungo aprono prima le squame e la cimice puo deporvi le uova. Inoltre i coni aperti infetti
rimangono appesi ai rami pil1 a lungo dei sani, favorendo quindi il ricovero dellinsetto. E’
stata inoltre rilevata una certa capacita di trasporto dei conidi da parte di un noto insetto
fitofago dei pini (Haematoloma dorsatum), meritevole di eventuali approfondimenti. Altri in-
setti sono risultati negativi e non sono stati identificati altri possibili candidati al trasporto
di S. sapinea.

5.3 Prospettive future

Data l'estrema diffusione di S. sapinea e la sua potenziale pericolosita, sarebbe assai utile
approfondire le ricerche per la messa a punto di una tecnica d’indagine di tipo molecola-
re adeguata, con marcatori in grado di evidenziare la presenza del fungo allo stato latente,
prima che la pianta mostri stati di sofferenza.

L'approfondimento degli studi sull’entomofauna piti frequente sui coni di pino, e sulle re-
lazioni che gli insetti instaurano con I’ecosistema circostante puo aprire nuove frontiere alla
ricerca di un metodo biologico per combattere la malattia. Ad esempio, nel corso del lavoro
e stato trovato un microimenottero parassitoide delle uova di Gastrodes appartenente al ge-
nere Telenomus gruppo floridanus (identificato dal Prof. Bin dell’'Unversita di Perugia), che
potrebbe un domani trovare impiego nel contenimento della popolazione della cimice e di
conseguenza della diffusione della malattia.
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Riassunto:

Indagini su aspetti eziologici di Sphaeropsis sapinea in Provincia di Bolzano

L'indagine e stata rivolta all'individuazione dello stato attuale di diffusione del fungo patogeno e della
potenzialita di ulteriore estensione della malattia. I danni da S. sapinea si manifestano particolarmente
su Pino nero e Pino silvestre. Il patogeno & dotato di una scarsa aggressivita, ma pud diventare
pericoloso se associato ad ambienti e condizioni climatiche particolari. Si & proceduto a un confronto
con varie localita situate al di fuori della provincia di Bolzano (Tab.1). Nelle varie localita, sono state
scelte 10 piante, e campionate tra primavera / estate del 2000 tramite raccolta di strobili (Tab. 2, Tab. 3).
— Sono stati individuati due ceppi del fungo, designati come morfotipo A e morfotipo B, che vennero
sottoposti ad estrazione del DNA e analisi molecolare (Tab.5). Il tipo A si & dimostrato essere quello
pit diffuso (Tab. 9).
Vennero svolte indagini su vari insetti rincoti (etterotteri, omotteri) per verificare un loro possibile
coinvolgimento nella diffusione del patogeno per il trasporto di conidi da piante infette a piante sane.
Quali possibili insetti vettori, portatori di conidi, sono stati individuati I’eterottero Gastrodes grossipes
e I’'omottero Haematoloma dorsatum (Tab. 7, Tab. 8).

Zusammenfassung:

Untersuchungen iiber dtiologische Befallsumstinde von Sphaeropsis sapinea in der
Provinz Bozen - Siidtirol

Die Untersuchung war ausgerichtet auf die Feststellung der derzeitigen Verbreitung des pathoge-
nen Pilzes und der Moglichkeit einer weiteren Ausbreitung dieser Pilzkrankheit. Schdden durch
S. sapinea zeigen sich besonders an Schwarzkiefer und WeiSkiefer. Der Pilz zeigt an sich geringe
Aggressivitdt, kann aber gefdhrlich werden in Verbindung mit auflergewo6hnlichen klimatischen Er-
eignissen (z.B. Trockenheit, Hagel). Es wurden Vergleiche angestellt auch mit Gebieten aufierhalb der
Provinz Bozen-Siidtirol (Tab.1). In den einzelnen Lokalitdten wurden jeweils 10 Bdume ausgewdhlt
und im Frithjahr und Sommer 2000 mittels Sammeln von Kiefernzapfen beprobt (Tab.2, Tab.3). — Es
wurden zwei Stimme des Pilzes festgestellt, die als Morphotypus A und Morphotypus B bezeich-
net werden und die einer DNA-Entnahme mit Molekularanalyse unterzogen wurden (Tab.5). Der
Typ A hat sich als der verbreitetere herausgestellt (Tab. 9).

Es wurden Untersuchungen an verschiedenen pflanzensaugenden Insekten (Heteroptera, Homoptera)
durchgefiihrt um eine mégliche Beteiligung dieser Rhynchota (,Schnabelkerfe”) an der Verbreitung
dieses Schadpilzes, durch Ubertragung seiner Sporen von befallenen Baumen auf gesunde, festzu-
stellen. Als Konidientrager und somit als mogliche Verbreitungsvektoren wurden die Pflanzenwanze
Gastrodes grossipes und die Springzikade Haematoloma dorsatum festgestellt. (Tab. 7, Tab. 8).
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Conidi di Sphaeropsis sapinea accanto al rostro e tra le zampe di una larva giovane di
Gastrodes grossipes reperita su strobili di pino nero altamente infetti.

Pineta attaccata da Cenangium ferruginosum e Sphaeropsis sapinea in localitd Prissiano
(BZ), 1998.
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