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Introduzione

Le varieta arboree antiche selezionate all’interno del progetto Antico germoplasma storico
ortofrutticolo (AMARCORT) sono state oggetto di indagini di laboratorio al fine di verificarne le
condizioni fitosanitarie (nello specifico lo status virologico) e selezionare piante idonee alla
moltiplicazione (Work Package 11). La presenza di agenti virali ¢ responsabile sia di danni diretti
(es. riduzione delle rese e della qualita) che indiretti (es. espianti, smaltimento del materiale infetto)
che generano un forte impatto in termini economici (e non solo) lungo tutta la filiera agro-
alimentare. Non esistendo metodi curativi ed essendovi come unica soluzione la distruzione delle
piane infette, I'unica strategia di difesa attuabile ¢ quella della prevenzione. La diagnosi di
laboratorio e la comprensione dei meccanismi che intercorrono tra virus, pianta € ambiente giocano
quindi un ruolo fondamentale nel monitoraggio e controllo di questi patogeni.

Materiali e metodi

Il personale specializzato del Dipartimento di Scienze Agrarie, Alimentari e Agro-ambientali
(DiISAAA-a) dell’Universita di Pisa ha condotto saggi diagnostici su un totale di 85 piante. In
dettaglio, quattro di albicocco (Prunus armeniaca) cv. Ammiraglia e quattro di albicocco (Prunus
armeniaca) cv. Maharani identificate in provincia di Pisa; 15 di fico (Ficus carica) cv. Dottato
coltivate in provincia di Grosseto; 2 di noce (Juglans regia) cv. Nocione del Casentino, 15 di melo
(Malus domestica) cv. Chitignano, 15 di melo (Malus domestica) cv. Mora, 15 di melo (Malus
domestica) cv. Rugginosa e 15 di susino (Prunus domestica) cv. Coscia di Monaca presenti in
provincia di Arezzo.

Le analisi sono state condotte su campioni legnosi (rami di un anno) e fogliari (foglie mature)
recuperati rispettivamente nel periodo invernale (febbraio-marzo 2022) ed estivo (giugno-luglio
2022). Essi sono stati prelevati, numerati, etichettati e trasportati mantenendoli in borse frigo a
bassa temperatura sino al laboratorio di Virologia vegetale del Dipartimento di Scienze Agrarie,
Alimentari e Agro-ambientali (DiSAAA-a) dell’Universita di Pisa, ove sono stati collocati a 4°C
sino al loro utilizzo. Nel periodo invernale 25 campioni legnosi sono tati saggiati. In dettaglio, il
campionamento ¢ avvenuto utilizzando il metodo dei pool (5 piante = 1 pool) applicandolo al fico
cv. Dottato, al melo cv. Mora, al melo cv. Rugginosa, al melo cv. Chitignano e al susino cv. Coscia
di Monaca. Per I’albicocco cv. Ammiraglia, cv. Maharani e per il noce cv. Nocione del Casentino,
dato il numero inferiore a cinque, sono stati prelevati singoli campioni per pianta.

Nel periodo estivo, 1 campioni sono stati recuperati da ogni singola pianta appartenete ai pool
invernali per un totale di 75. I virus oggetto di indagine e da cui il materiale vegetale deve essere
esente sono stati selezionati basandosi sulla normativa vigente (Decreto Legislativo 2 febbraio
2021, n. 18) relativa alla produzione e alla commercializzazione dei materiali di moltiplicazione
delle piante da frutto e delle ortive. Inoltre, si ¢ tenuto conto della presenza storica di questi virus
nel territorio toscano. In totale, i virus saggiati sono stati nove, due dei quali d’interesse solo per
singole specie (noce e fico) mentre gli altri d’interesse per piu specie (albicocco, melo, susino)
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(Tab. 1). La presenza di anche uno solo di essi ha determinato la non idoneita del materiale vegetale
selezionato.
Tab. 1. Lista dei virus saggiati e dei rispettivi ospiti.

Nome Acronimo Ospiti

Virus della maculatura clorotica fogliare del melo

(Apple chlorotic leaf spot virus) ACLSV melo, susino
Virus del mosaico d;l melo ApMV melo, susino
(Apple mosaic virus)
Virus dell’accartocciamento fogliare del ciliegio
(Cherry leaf roll virus) CLRV noce
Virus del mosaico del fico FMV fico

(Fig mosaic virus)

Virus della maculatura anulare latente del mirabolano

(Myrabolan latent ring spot virus) MLRSV albicocco, susino

Virus associato alla butteratura e necrosi della corteccia di

susino PBNSPaV albicocco, susino
(Plum bark necrosis steam pitting-associated virus)

Virus del nanismo del susino

(Prune dwarf virus) PDV albicocco, susino
Virus della maculatura anulare necrotica dei Prunus albicocco, melo,
. . PNRSV .
(Prunus necrotic ring spot virus) susino
Virus della vaiolatura delle drupacee PPV albicocco, susino

(Plum pox virus)

La diagnosi ¢ stata condotta ricorrendo a diverse metodologie. In dettaglio, sono stati portati avanti
test sierologici ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) e analisi bimolecolari tramite End
point PCR (Polymerase chain reaction) e Real time PCR utilizzando protocolli reperiti in letteratura
(Tab. 2). Nel caso dei test biomolecolari, in prima istanza vi ¢ stata 1’estrazione del materiale
genetico dai campioni prelevati tramite specifico protocollo (Li et al., 2008).

Tab. 2. Metodi di analisi e protocolli utilizzati.

Acronimo Metodo di analisi Protocollo
ACLSV Real time PCR Osman et al. (2017)
ApMV End point PCR Menzel et al. (2002)
CLRV End point PCR Werner et al. (1997)
FMV End point PCR Elbeaino et al. (2009)
MLRSV ELISA Kit commerciale (Agritest, Valenzano, Bari)
PBNSPaV Real time PCR Al Rwahnih et al. (2007)
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PDV Real time PCR Kim et al. (2010)
PNRSV Real time PCR Kim et al. (2010)
PPV Real time PCR Olmos et al. (2005)

In base ai risultati ottenuti dalle indagini diagnostiche, durante il periodo estivo sono state selezione
piante di fico cv. Dottato e di susino cv. Coscia di Monaca al fine di condurre analisi di natura
fisiopatologica e biochimica a livello fogliare con lo scopo di indagare le interazioni pianta/virus,
concentrandosi sulle alterazioni del processo fotosintetico e lo stato idrico.

I parametri fisiopatologici misurati sono stati gli scambi gassosi (A, gs, C;), il contenuto di clorofille
(SPAD), il contenuto relativo di acqua (RWC), il potenziale idrico (¥y) e la pressione osmotica (Vr)
mentre, nel caso dei parametri biochimici, sono stati misurati 1 pigmenti fogliari (clorofille,
carotenoidi e xantofille).

Le misure di fotosintesi netta (A), traspirazione (E), conduttanza stomatica (g;) € concentrazione
intercellulare di CO, (C;) sono state condotte usando un sistema portatile per la misura degli scambi
gassosi LI-6400 (Li-Cor, Inc., Lincoln, NE, USA). Ogni foglia utilizzata per le analisi degli scambi
gassosi ¢ stata inoltre analizzata mediante SPAD 502 (Minolta, Osaka, Giappone), strumento che
permette di stimare in modo rapido e non invasivo il contenuto di clorofilla (SPAD). Per ogni
campione, sono state effettuate tre misurazioni, per poi registrarne il valore medio. Il ¥, fogliare &
stato misurato con una camera a pressione di tipo Scholander PMS 600 (PMS Instrument Company,
Albany, OR, USA) (Tiekstra et al., 2000). La pressione osmotica (V) ¢ stata determinata con un
osmometro a pressione di vapore Wescor 5500 (Wescor, Logan, UT, USA). Un’altra porzione di
foglia ¢ stata utilizza per la determinazione di RWC (Stanton and Mickelbart, 2014). I livello dei
pigmenti fogliari sono stati valutati singolarmente mediante cromatografia ad alte prestazioni
(HPLC) (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). L’elaborazione statistica dei dati ¢ avvenuta
usando il software JMP 11.0 (SAS Institute, Cary, NC, USA) e sono stati considerati valori
significativi quelli in cui p < 0.05.

Nel caso del fico cv. Dottato su piante positive a Fig mosaic virus (FMV) sono state valutate foglie
asintomatiche/negative, asintomatiche/positive e sintomatiche/positive alla diagnosi. Per quanto
invece riguarda il susino cv. Coscia di Monaca, sono state condotte indagini su piante negative e
positive nella diagnosi, in questo ultimo caso valutando singole infezioni da Plum bark necrosis
steam pitting associated virus (PBNSPaV) e Plum pox virus (PPV) e la loro co-presenza.

Risultati e discussione

Le analisi condotte nel periodo invernale hanno rivelato la presenza di 18 campioni positivi (72%). I
tre pool di fico cv. Dottato, quelli del melo cv. Chitignano e uno dei campioni di noce cv. Nocione
del Casentino sono risultati negativi. I virus individuati sono stati cinque: ACLSV, CLRYV,
PBNSPaV, PNRSV e PPV. In base ai risultati ottenuti, non ¢ stata eseguita I’indagine estiva sulle
cv. di albicocco e sul noce. Il campione di noce risultato negativo ¢ stato indirizzato alla
moltiplicazione (Tab. 4).

Le analisi condotte invece nel periodo estivo hanno rivelato la presenza di 67 campioni positivi
(89%). In dettaglio, solo una pianta di melo cv. Rugginosa, quattro di melo cv. Chitignano, tre di
susino cv. Coscia di Monaca sono risultati negativi. I virus individuati sono stati cinque: ACLSV,
FMV, PBNSPaV, PNRSV e PPV (Tab. 4).

La percentuale di infetti ottenuti nel periodo estivo ¢ in linea con il risultato ottenuto in inverno con
il metodo dei pool e rappresentano una riprova della correttezza della metodologia adottata.
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Osservando il gruppo delle drupacee, i virus maggiormente presenti sono risultati PBNSPaV e PPV,
seguiti da PNRSV (Fig. 1). Nel caso delle pomacee il virus piu presente ¢ stato ACLSV, seguito da
PNRSV (Fig. 2). E interessante evidenziare che PNRSV era presente in un minore numero di
piante, ma mostrava una maggiore diffusione ritrovandolo in entrambe le categorie considerate € in
tutte le cultivar. Nessun altro virus tra quelli saggiati per queste specie € stato riscontrato.

Nel caso del fico cv. Dottato, constatata 1’elevata diffusione in estate di foglie con un quadro
sintomatico associabile a FMV, si ¢ proceduto con il prelievo di campioni fogliari sintomatici e
asintomatici per ogni singola pianta. Le analisi condotte hanno rilevato la presenza di FMV anche in
alcuni campioni asintomatici. Questo risultato ha permesso di comprendere come la differenza tra i
dati invernali ottenuti (nessun positivo) e quelli estivi (tutti positivi) siano probabilmente dovuti a
una diversa presenza e/o a un differente titolo virale nelle diverse porzioni di ogni singola pianta nel
momento del prelievo del materiale vegetale saggiato.

Tab. 4. Risultati delle analisi fitovirologiche (campioni positivi e virus individuati) nelle varieta
arboree antiche selezionate all’interno del Progetto AMARCORT.

. . Positivi Virus Positivi Virus
Specie Cultivar . .
inverno inverno estate estate
Albicocco Ammiraglia 4/4 PNRSV - -
Albicocco Maharani 4/4 PNRSV - -
Fico Dottato 0/3 - 15/15 FMV
Noce Nocione del 12 CLRV ; -
Casentino
Melo Mora 3/3 ACLSV 15/15 ACLSV; PNRSV
Melo Rugginosa 3/3 ACLSV 14/15 ACLSV; PNRSV
Melo Chitignano 0/3 - 11/15 PNRSV
. Coscia di PBNSPaV; PBNSPaV;
Susino Monaca 33 PPV 12715 PNRSV; PPV
Totale 18/25 67/75
(72%) (89%)

Le indagini fitopatologiche e biochimiche hanno mostrato nel fico cv. Dottato, in foglie
sintomatiche/positive, alterazione del processo fotosintetico probabilmente dovute a limitazioni
stomatiche e mesofilliche (Fig. 3). Inoltre, sono stati osservati riduzioni dei valori dello SPAD sia in
campioni asintomatici/positivi che in campioni sintomatici/positivi al virus (Fig. 4). Non ¢ invece
stata osservata alterazione dello stato idrico nella pianta (Fig. 5).

Nel caso del susino cv. Coscia di Monaca le indagini hanno mostrato nuovamente alterazioni del
processo fotosintetico, a carico sempre di limitazioni a livello stomatico e mesofillico, e riduzione
dello SPAD (Fig. 6 e Fig. 7). Quest’ultima imputabile a variazioni del contenuto dei pigmenti
coinvolti nel ciclo delle xantofille (Fig.7). Inoltre, ¢ stata osservata anche alterazione del potenziale
idrico (Fig. 8). I campioni co-infetti da PBNSPaV e PPV sono risultati quelli maggiormente
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soggetti a queste variazioni gia osservabili, in entitd minore, in piante caratterizzate da singole
infezioni.
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Fig. 1. Presenza dei virus saggiati all’interno del gruppo delle drupacee.
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Fig. 2. Presenza dei virus saggiati all’interno del gruppo delle pomacee.
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Fig. 3. Risultati delle indagini fisiopatologiche condotte su piante di fico cv. Dottato infetto da
FMV per le tre condizioni valutate (asintomatico/negativo; asintomatico/positivo;
sintomatico/positivo) considerando gli scambi gassosi (A, gs C)).
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Fig. 4. Risultati delle indagini fisiopatologiche e biochimiche condotte su piante di fico cv. Dottato
infetto da FMV per le tre condizioni valutate (asintomatico/negativo; asintomatico/positivo;
sintomatico/positivo) considerando il contenuto di clorofille (SPAD) e 1 pigmenti fogliari
(clorofille, carotenoidi e xantofille).
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Fig. 5. Risultati delle indagini fisiopatologiche condotte su piante di fico cv. Dottato infetto da
FMV per le tre condizioni valutate (asintomatico/negativo; asintomatico/positivo;
sintomatico/positivo) considerando il contenuto relativo di acqua (RWC) e la pressione osmotica
(Wa).
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Fig. 6. Risultati delle indagini fisiopatologiche condotte su piante di susino cv. Coscia di Monaca
infetto da PBNSPaV e PPV per le quattro condizioni valutate (negativo; positivo PPV; positivo
PBNSPaV; positivo PPVxPBNSPaV) considerando gli scambi gassosi (A, g C;).
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Fig. 7. Risultati delle indagini fisiopatologiche e biochimiche condotte su piante di susino cv.
Coscia di Monaca infetto da PBNSPaV e PPV per le quattro condizioni valutate (negativo; positivo
PPV; positivo PBNSPaV; positivo PPVXPBNSPaV) considerando il contenuto di clorofille (SPAD)
e 1 pigmenti fogliari (carotenoidi, clorofille e xantofille).
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Fig. 8. Risultati delle indagini fisiopatologiche condotte su piante di susino cv. Coscia di Monaca
infetto da PBNSPaV e PPV per le quattro condizioni valutate (negativo; positivo PPV; positivo
PBNSPaV; positivo PPVXPBNSPaV) considerando il contenuto relativo di acqua (RWC) e la
pressione osmotica (‘).
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Conclusioni

I dati ottenuti hanno mostrato come il germoplasma antico toscano sia caratterizzato da una elevata
presenza di virus. Questa evidenza risulta in accordo con studi precedentemente condotti su cultivar
antiche, non solo in Toscana (Rizzo et al., 2010, Kamenova e Borisova, 2019; Tamara et al., 2022).
Inoltre, le indagini di natura fisiopatologica e biochimica hanno mostrato come le infezioni virali
vadano ad alterare il processo fotosintetico e lo stato idrico delle piante incidendo sullo sviluppo
delle stesse.

Viene quindi confermato come la presenza dei virus sia un pericolo per le colture considerati i danni
che possono arrecare sia a livello di fitness della pianta, sia in termini quantitativi che qualitativi
alle produzioni.

La valutazione dello stato fitosanitario delle piante madri a inizio della filiera moltiplicativa e i
monitoraggi in pieno campo risultano fondamentali in termini di prevenzione e di contenimento
della diffusione dei virus considerando che, a livello globale, le perdite economiche associate a
questi patogeni sono state stimate in 30 miliardi di dollari I’anno e che rappresentano circa il 50%
degli agenti eziologici responsabili di malattie su specie vegetali (Hilaire et al., 2022). Nel caso
delle varieta antiche, potrebbe essere ipotizzato e intrapreso un percorso di risanamento in
laboratorio (malgrado le tempistiche di anni), non solo per scopi commerciali, ma anche in un’ottica
di conservazione della biodiversita e di tutela del patrimonio sociale e storico-culturale del loro
territorio di origine. Al fine di approfondire ulteriormente le conoscenze relative all’interazione tra
le varieta antiche e i1 virus che ospitano, sono in corso ulteriori analisi fisiopatologiche.
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