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Il rapportoc che Phoma tracheiphila Kanc. et Ghik., agente

del mal' secco degli agrumi, instaura con l'ospite & stato
ogegetto di numerose ricerche. Petri (1930 a,b) tentd per primo
di definire 11 comportamento parassitario del fungo studiando
le modalitd di penetrazione del patogeno. In seguito, rilievi
dl campo e di laboratorio{Cutuli et al., 1980; Butera et al.,
1885) e osservazioni- al microscopio elettronico a
scansione(MES) (Zucker e Catara, 1985), hanno dimosirato che
essa avviene attraversa ferite. Altre ricerche hanno peIrmesso
di &accertare che il fungo si localizza all'interno delle
trachee e nelle cellule perivasali, passandb da una cerchia
legnosa all'altra attraverso le punteggiature delle pareti
delle tracheidi (Bassi et al., 1980; Magnano di S. Lio e
Perrotta, 1979; Perrotta et al., 1980). Oscuri rimangono
tﬁttaviaralcuni aspetti della sua biologlia, 1n particolare per
quanto attiene la formazione degli organi di moltiplicazione e
il loro ruolo nella diffusione delle infezioni. Poiché tali
aspetti sono importanti per definire i criteri di lotta, =i &
ritenuto opportunc avviare una ricerca sistematica al MES, per
approfondire le conoscenze su alcune fasi della biologia di P.
tracheiphila e in particolare la germinazione, la penetrazione
nell'ospite, l'invasione degli organi infetti, l'evasione e la

formazione degli organi di moltiplicazione ifale,
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Materiali e metodi

Per le prove in vive sono stati utilizzati semenzali di

arancio amaro (Citrus aurantium L.) di ca. 2 amni e piante di

limone{C. limon L.} '‘Femminello Zagara bianca' innestate su

limone volkameriano{C. volkameriana Pasg.) di 3 anni di etd,

allevate in campo o tenute in fitocelle in serra.
Le inoculazioni sono state effettuate con una sospensione

picnoconidica(1x107

conidi/ml) di un isolate di E.
tracheiphila ad elevata patogenicitd. Una goccia della
gospensione veniva posta sulla superficie integra di rami di
un anno o foglie di ca. 6 Mmesi di etd, o in corrispondenza di
ferite appositamente praticate. Sulle foglie le ferite erano
effettuate con aghi entomologici, mentre sui rametti eranoc
effettuate asportando le foglie con tutto il picciolo.

Le prove sono state condotte in condizioni ambientali
differenti:

a) in cella climatizzata (20°C, U.R.70-95% , fotoperiodo di 12
ore; 12-20,000 lux);

b} in serra (1B-30°C, U.R. 50-95% e illuminazione naturale);

¢) in campo, nel mese di ottobre (15-30°C e U.R. 45-95%) ;

d) in laboratorio, ponendo porzioni di organi inoculati ad
incubare in scatole Petri(20°C, U.R., 100%}.

In alecuni casi, dopo 1l'inoculazione, le piante venivano chiuse

entro sacchetti di polietilene trasparente per periodi di

tempo variasbili per assicurare un'U.R. del 100%.

I campioni per 1le osservazioni al MES, s=ono stati
prelevati a diversi templ dall'inoculazione ed esaminati
subitoc o dopo incubazione in camera umida. Le osservazioni
sono state effettuate con un microscoplio BStereoscan 90
(Cambridge Ind. Ltd., Cambridge, U.K.) a 15-25 KV, PFer
l'osservazione i campioni sono stati rivestiti, sotto wuoto,

con un sottile strato di oro. Selo in alcuni casi i campioni
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sono statl disidratatl attraverso immersioni in soluzioni a
concentrazioni crescenti di acetone seguite da un essiccaggio

al punto critico.

Risultati

Germinazione - La germinazione dei picrnioconidi & stata
studiata sn foglie di arancio amaro, in laboratorioc e in cella
climatica. Prove preliminari zsono state effettuate in scatole
Petri, deponende 1la sospensione picnoconidica su foglie
integre di arancio amaro.

Dopo 3 gg. & stata osservata una buona germinazione di
picnoconidi su entrambelle pagine fogliari, Le ife miceliche,
ben sviluppate, passavano anche in prossimitd di rime
stomatiche aperte senza penetrarle(Fig.1).

In altre prove semenzali di arancio amaroc sono stati
inoculati mediante ferite alle foglie e tenuti in cella
climatica. Osservazioni a tempi differenti hanno messo  in
evidenza picnoconidi germinati sulla pagina fogliare
{all'esternoc della ferita) solo nei casi in cui i semenzali
ereng stati tenutl ad U.R. del 100%{entro sacchetti di
polietilene). La germinazione era evidente giad dopo 24 ore;
dopo 3 glornd si osservavano lunghe ife miceliche. Al
contrario, in osservazioni pfatratte fino a 5 giorni dopo
l'inoculazione, 1 camploni prelevati da piante mantenute ad
U.R. ambiente (70-95%) presentavano conidl in molti casi
ingrossati, ma solo talvolta germinati, L'esame di sezioni
praticate in corrispondenza dei punti di inoculazione metteva
in evidenza un'elevata percentuale di conidi germinati
all'interno delle ferite e un abbondante sviluppe di ife,

indipendentemente dalle condizioni di U.R. ambiente.

Fenetrazione - Prove preliminari effettuate in serra su



Fipg. 1-4: Processo di infezione di P. tracheiphila in semenzali di arancio amaro spe-
rimentalemente inocculati: 1) ife in prossimit: di stomi sulla papina superiore delle
foglie; 2) penetrazione attraverso un vaso in corrispondenza della superficie di di-
stacce di una foglia; 3-4) invasione depli elementi xilematici e attraversamento del-
le punteggiature delle tracheidi {frecce).



- 109 —

piante di limone, avevano permesso di accertare che 1le ferite
causate dal distacco delle foglie mostravano vasi xilematici
beanti fino a 192 ore dal distacco delle stesse,

Prove successive sono  state effettuate in campo,
distaccando le foglie & ponendo una goccia di sospensione
picnoconidica sulla ferita ad intervalli di tempo diversi(O,
24, 48, 96 ore}. BSette giorni dopo 1'inoculazicne i vasi
xilematici risultavano apertil, ed in alecuni casi si
osservavano delle ife miceliche che penetravano nelle trachee.

' In prove parallele, condotte in cella climatica, sono
stati osservati tubuli germinativi di picnoconidl penetrare
all'interno dei vasi beanti(Fig. 2).

Foglie di arancio amaro intatte, sulle quali  era stata
deposta una sospensione di picnoconidi, e successivamente
mantenute ad incubare per 72 core in differenti condizioni di
U.R., sono state esaminate attentamente., Nei campioni tenuti
entro sacchetti di polietilene & =stata osservata un'elevata
germinazione dei picnoconidi e un'abbondante produzione di ife
miceliche. Nessuna germinazione & stata osservata nei campioni
lascieti ad U.R, di 70-395% per lo stesso periodo di tempo.
Tuttavia, in nessuno dei campioni sono stati rilevati casi di
penetrazione stomatica.

In prove collaterall, le inoculazioni effettuate dopo
aver ferito ie foglie(0, 24, 4B, 96, e 192 ore} hanno dato
luogo ad infezioni, rilevate attraverso 1 sintomi fogliari,

fino a 96 ore.

Invasione - Osservazioni effettuate sU sezioni
longitudinali di nervature principali d4di foglie di arancio
amarc, con evidenti sintomi di mal secco a seguito di
inoculazione alle foglie, hanno messo in evidenza all'interno
delle trachee spiralate(Fig. 3) e delle tracheidi la presenza

di ife miceliche. In aleuni casi le ife attraversavano le
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punteggiature delle tracheidi(Fig. 4).

Evasione - In foglie di piante di arancic amaro ferite,
inoculate e tenute in sacchetto per 96 ore,. si & osservata la
formazione di abbondante micelio su cui si notava la presenza
di fialidi{(Fig. 6). Campioni prelevati da piante mantenute in
condizioni di non saturazione dell'U.R. non mostiravano alcuna
formazione di micelio sulla superficie esterna, benché lo
sviluppo miceliale fosse rilevante all'interno delle ferite,

Osservazioni effettuate su campioni mantenuti al 100% di
U.R. per 7-10 giliorni hanno permesso di individuare fialoconidi
che fuoriuscivano dalle fialidi{Fig. 7).

In punti di abscissione, prelevati da pilante infette
inoculate da ca. 2 mesi, & stato possibile osservare micelio

evaso dalle trachee e dalle cellule perivasali{Fig. 5).

Discussione

I risultati ottenuti confermanoc che la penetrazione di

P. tracheiphila non avviene attraversc le aperture stomatiche,

(Zucker e Catara, l1.c.), ma bensi attraverso ferite che
lasciano esposti elementi vascolari{Bassi et al., 1l.c.).
Ltinfezione pud aver lucpgo sia a seguito dell'introduzione di
conidi all'interno dei vasi, sia a seguito di penetrazione di
ife miceliche ottenute dellaz lore germinazione. Di rilievo
sembrano in proposito alcuni elementi: a) 1 picnoconidi
immessi all'interno di ferite germinano in tempi brevi, anche
in condizioni di non saturazione dell'U.R.; b} 1le ferite
causate dal distacco delle foglie lasclane i fasci wvascolari
esposti all'invaslone del patogeno per templ superiori anche
ad B giorni; ¢} il periderma cicatriziale che si forma nelle
foglie non impedisce il realizzarsi delle infezioni. Appare

pertanto evidente che la riparazione di ferite che interessano
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Figp.5-6: Evesione di P. tracheiphila in camera umida in corrispontdenza del punto di

abscissione del picciolo e di una ferita fogliare. Si osservano inoltre alcune fiali-
di {{freccia).

Fig. 7: fialidi e fialoconeidi di P. tracheiphila su foglia mantenuta in camera umida.
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i fasci vascolari richiede tempi ben pit lunghi di guelli
necessari al fungo per la germinazione e/o per la penetrazione
nell'ospite. Tale conclusione & suffragata anche dal risultati
di un vecchio studio sulla morfologia delle foglie di
agrumi{Scott et al., 1848} e da osservazioni piﬁ.recenti(Bassi
et al., l.c.).

La invasione dell'ospite avviene ad opera di ife che si
localizzano prevalentemente all'interno di tracheidi e di vasi
che, nelle fasi successive, invadono anche 1le celiule
perivasali e gli spazl intercellulari.

_ In condizioni di elevata umidita, gia dopo 3 giorni si
osservano numerose fialidi e fialoconidi. Benché non siano
stati effettuati rilievi biometricli sistematici, tali elementi
di moltiplicazione ifale sgono apparsi di dimensioni pid
piccole di quelle osservate da Graniti(19%5).

I risultati esposti apportance ulteriori elementi alla
conoscenza della morfolbgia e della blologia di P.
traéheiphila in piante ospiti. Benché essi ‘non si riferiscanc
a condizioni naturali di campo si pud ragionevolmente
concludere che, poiché la penetrazione avviene attréverso
ferite, 1l'abscissione delle foglie(naturale' o traumatica)
assume un ruolo prevalente(Butera et al., l.c.) in gquante 1la
clcatrizzazione degli elementi wvascolari richiede tempi
lunghi; la pgerminazione dei conidi del fungo richiede
condizioni di -~ saturazione dell'U.R,, peraltro presenti
alltinterno dell'ospite indipendentemente dalla U.R.
ambientale; la formazione di organi di moltiplicazione ifale
anche Sulla superficie dell'csplte & estremamente facile
purché si verifichino condizioni d4i saturazione dell'U.R,
Quest'ultimo aspetto meriterebbe pertanto un particolare
approfondimento al fine di chiarirne il ruclo

nell'epidemiologia del mal secco(Cutuli e Salernc, 1980).
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Riassunto

E' state studieta al microscopio elettronica & scansione ia
morfologin e la hiologia di Phoma tracheiphila in piante ospiti. T
risultati ottenuti mettono in evidenza che la penetrazione avviene
attraverso ferite ; che la perminazione dei conidi richiede condizioni di
saturazione dell'U.R.; che la riparazione degli elementi vascolari esposti
avviene in tempi ben pid lunghi di quelli necessari alla germinazione e/o
alla penetrazione del funpo; che la {formazione di elementi di

moltiplicazione ifale & molte facile in condizioni di saturazione
dell'UV.R..

Summary
Scanning electron microscope studies of morphology and biology of Phama
tracheiphila.
Scanning electron microscope observations of Phoma tracheiphila and
its morphology and biology in host plants revealed that:
{1) the fungus penetrates through wounds,
(2) conidia germination requires a saturated reiative humidity(R.H.},
{3) the recovery of exposed vascular slements needs a longer time +than
for germination and/or fungal penetration,
{4} the formation of reproductive hyphae is greatly favoured by
conditiens of saturating R.H..
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