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RIASSUNTO

11 “mal del piede™ del frumento & una malattia complessa causata da diverse specie fungine
segnalate ormai da tempo in Italia. Questa fitopatia & generalmente associata alla fusariosi
della spiga che, olire a provocare ingenti perdite di produzione, ¢ molto importante dato che
alcune specie di Fusarinm hanno la capacitd di produrre micotossine, composti estremamente
dannosi per la salute dell’vomo e degli animali. Con l'impiego dei metodi tradizionali di
isolamento dei patogeni su substrati selettivi ¢ la loro successiva identificazione al
microscopio ottico il ruolo rivestito da ciascuna specie nella patogenesi e nella produzione di
tossine & di difficile valutazione, Recentemente sono state messe a punio nuove fecniche
basate sulla Reazione a Catena della Polimerasi (PCR) che permettono 1’identificazione e la
quantificazione delle pilt importanti specie fungine comunemente associate con le sopracitate
fitopatie. Nel presente lavoro vengono presentati alcuni esempi di utilizzo di tali tecniche con
studi relativi alla presenza in alcune aree dell’ltalia centrale di F. graminearum, F. culmorun,
F. avenaceawn, F. poae, Microdochium nivale (var. majus e var. nivale), Rhizoctonia cerealis,
Tapesia cenformis e T. yallundae (teleamorli di Ramulispora herpoirichoides) sulla base dei
culmi di frumento.
Parole chiave: mal del piede, fusariosi della spiga, frumento, PCR, micotossine.

SUMMARY
IDENTIFICATION OF THE CAUSAL AGENTS OF STEM-BASE DISEASE
OF WHEAT BY FCR

Stem-base disease of wheat is a complex disease caused by a well known group of fungal
species. This disease is generally associated with Fusarfum ear blight, another disease of
particular concern both for yield losses and the ability of some Fusarium species to produce
mycotoxins, which are extremely toxic compounds to both humans and animals. The use of
traditional methods of isclation of pathogens into axenic culture and their subsequent
identification by traditional microscopy may not allow an accurate determination of the role of
each species in pathogenesis and in toxin production. Recently, new techniques based on PCR
(Polymerase Chain Reaction) have been developed in order to enable the identification and
quantification of the pathogens responsible for the above mentioned diseases. Examples of the
use of PCR techniques to detect F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceaum, F. poae,
Microdochiwm nivale (var. majus and var, nivale), Rhizacionia cerealis, Tapesia actformis
and T. yallundae (teleomorphs of Ramulispora herpotrichoides) in wheat stem bases in two
areas of central Ttaly, are presented.
Key words: stem-base disease, fusarium ear blight, wheat, PCR, mycotoxins.

INTRODUZIONE
Il “mal del piede” del frumento & una sindrome parassitarin molto complessa causata
principalmente da quatiro gruppi di funghi patogeni che si trovano generalmente combinati fra
di loro ma che singolarmente provocano sintomatologie che nella letteratura internazienale



vengono denominate sharp evespot, take-all, eyespot e brown foot rot. Sharp evespot &
caratterizzata da macchie grigiastre con bordi ben definiti alla base degli steli, ed & causata
dalla sola Rhizoctonia cerealis. Take-all & dovuto 8 Gaennnnanomyces graminis var, tritici ed
¢ caratferizzato da croste miceliali di colore nero alla base delle piante e sulle radici. Le piante
colpite dalla malattia possono presentare le caratteristiche *spighe bianche™. Eyespot & causata
da Ramulispora herpotrichoides ed ¢ coralterizzata da ocellature di colore marrone-grigiastro
alla bose delle piante. In base alle caratteristiche morfologiche e alln specificitd dell’ospite R.
hrerpotrichoides pud essere suddivisa in quattro tipi: W, R, C ed § (Creighton, 1989),
Mediante prove in vitro (Nicholson, 1993) & stato dimostrato che gli isolati dei tipi W, Ce S
sono tra loro inter-fertili, formando cosi un singolo gruppo di compatibilita vegetativa
denominato WCS. E stato, altresi, dimostrato che il gruppe WCS non pud essere incrociato col
tipo R (Dyer ef al, 1996). 1 due pgruppi rappresentano quindi due specie distinte denominate,
rispettivamente, T. yellundoe ¢ T. acuformis (Robbertse et al., 1995), teleomorfi di R
rerpotrichoides. Sebbene il patogeno non abbia mai rappresentato un fattore predominante nel
complesso del “mal del piede™ in Italia (Innocenti, 1985; Piglionica, 1973), un aumento
dell’incidenza del patogeno ¢ stato recentemente segnalato in alcune aree del nord e centro
ltalia (Covarelli et al., 2000; Innocenti et al., 2000). Brown foot rot & caratterizzata da
imbrunimenti alla base degli steli ed & atiribuibile a numerose specie appartenenti al genere
Fusarivm (F. graminearum, F. culmorum, F. avenacenm e F. poae) nonché a Microdochium
nivale (in precedenza noto come F. nivale). All'interno di M. nivale sono morfologicamente
distinguibili due varietd: M. nivale var. nivale ¢ M. nivale var. majus, poiché la prima specie
presenta conidi di dimensioni maggiori rispetto alla seconda (Wollenweber e Reinking, 1935).

Per I"identificazione dei patogeni sopra citati vengono attualmente utilizzate delle tecniche
basaie sull’isolamento dei patogeni da porzioni di materiale vegetale infetto su substrati
selettivi e In loro successiva identificazione al microscopio ottico. Tali metodiche, purtroppo,
vista la grande somiglianza esistente tra i conidi, sono molto laboriose e non permetiono di de-
terminare con precisione la quota relativa a ciascun funge all'interno dei tessuti vegetali
infetti.

Recentemente sono state sviluppate delle tecniche basate sulla Reazione a Catena della
Polimerasi (PCR) che permettono I'identificazione e la quantificazione del DNA di ciascuna
delle specie pit significative coinvolte ne! “mal del piede™. Sono infatti disponibili marcatori
specifici per le pitt importanti specie di Fusarium {Parry e Nicholson, 1996; Schilling et al.,
1996; Nicholson ef al., 1998, Tumer et al., 1999), le varietd di M. nivale (Nicholson er al.,
1996), le specie di Tapesia (Nicholson et al,, 1997) e R. cerealis (Nicholson e Parry, 1996).
Poiché nel nostro Pacse non risulta che siano state ancora utilizzate queste tecniche
innovative, ci & sembrato interessante applicarle in uno studio preliminare finalizzato alla
ricerca di patogeni sulla base dei culmi di frumento tenero infetti provenienti da due arec
dell’Italia centrale.

MATERIALL E METODI

Nel 2000 e 2001, circa 150 campioni di frumento sono stati raccolti nella Stazione
Sperimentale della Sezione di Agronomia ¢ Coltivazioni Erbacec dell’Universitd di Perugia,
sia in zona di pianura {loc. Papiano) che in zona collinare (loc, 8. Apollinare).

Ogni campione era composto da un numero di piante variabile da 40 a 60, raccolte a caso
all'interno di ogni parcella sperimentale a Papiano, in vari punti di 12 grandi appezzamenti a
S. Apollinare. Nel 2000, le pianie sono state raccolte sia allo stadio di accestimento (gennaio)
che ad inizio maturazione {maggio), mentre nel 2001 solamente ad inizie maturazione, Dopo
la raccolta, le piante che presentavano evidenti sintomi di “mal del piede™ sono state poste
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softo acqua corrente per 5 min e le basi degli steli, di circa 10 em di lunghezza, sono state
liofilizzate e sottoposte ad estrazione del DNA come descritto da Nicholson ¢ Parry (1996), Le
reazioni di PCR sono state condotte in un volume di 50 pl di tampone [10 mM Tris-HCl (pH
8,3), 1,5 mM MgCly, 50mM KCI, 100 pg/ml gelating, 0,05% viv Tween 20, 0,05% viv
Nenidet P-40] contenente [00-200 ng di DNA, 100uM di dATP, dCTP, dGTP ¢ dTTP
ciascuno, 5 pmol di ciascun “primer” e 0,8 unitd dell’enzima Tag polimerasi (Boehringer
Mannheim, Ltd). Le reazioni sono state quindi effettuate in un termociclatore Perkin Elmer
Cetus 480 impostato come sepue: 95 °C, 2 min; [95 °C 30 sec; 66 °C 30 sec; 72 °C 435 sec] x
5; [95 °C 30 sec; 64 °C 30 sec; 72 °C 45 sec] x 5; [95 °C 30 sec; 62 °C 30 sec; 72 °C 43 sec] X
30; 72 °C 5 min.

Un’aliquota della miscela di reazione ¢ stata successivamente caricata su un gel di agarosio
contenente bromuro di etidio e i prodotti di amplificazione sono stati separati per elettroforesi;
le immagini dei gel sono state acquisite esponendoli a luce UV (Gel Doc 1000, Biorad). Ogni
reazione conteneva un controllo negativo con tutti i componenti di reazione tranue il DNA
templato ed un controllo positivo contenente tutti i componenti di reazione pit 20 ng di DNA
purificato della specie fungina saggiata. Per ogni specie, & stata poi calcolata I'incidenza
percentuale rispetto al numero dei campioni esaminati.

RISULTATI

Nei campioni esaminati abbiamo verificato la presenza di tutte le principali specie
normalmente riscontrabili nella sindrome del “mal del piede”. Durante I'inverno del 2000
{Fig. 1) a 5. Apollinare la specie con l'incidenza pid alta & risultata M. nivale var, majus, con
un valore prossimo al 100% dei campioni esaminati, mentre valori inferiori sono stati
riscontrati per M. nivale var, nivale e T. yallundae (25% circa) ed il 10% circa per T
acuformis, R, cerealis ¢ F. gramineartm. A Papiano, invece, sono state riscontrate modeste
quantitd di tutte le specie fungine esaminate, tranne M. nivale var. majus e T, yallundae che
erano presenti con un incidenza del 30% cirea.

Verso la fine del ciclo colturale del frumento (secondo prelievo) & stato accertato che o S.
Apollinare Pincidenza di M. nivale var. majus ¢ rimasta invariata rispetto al campionamenio
efiettuato in gennaio, mentre 7. yalfundae ¢ T. acuformis hanno raggiunto valori del 60 e 65%
circa, rispettivamente, Allo stesso modo, a Papiano, T, acuformis, T. yallundae, M, nivale var,
mgjus, F. avenaceum, hanno raggiunto valori del 80, 75, 60 e 40% rispettivamente; F.
graminearwmn e R. cerealis hanno fatto invece registrare incidenze di cirea il 20% (Fig. 2),

Nel 2001, verso la fine del ciclo colturale del frumento, M. nivale var, mivafe & risultato
presente con elevate incidenze in entrambi i campi sperimentali. A S. Apollinare, infatti, A4,
aivale var, majus, M. nivale var. nivale e T. yallundae sono stati identificati in circa il 100%
dei campioni esaminati, confermandosi cosi | patogeni pilt frequenti in quest'aren insieme a T
acuforinis (50%). A Papiano, i patogeni pitt rappresentativi sono risultati 7. yaffundae (100%),
T. acuformis e M. nivale var, nivafe (80% circa), mentre valori inferiori sono stati ottenut per
M. nivale var, mgjus (55% circa), R. cerealis (40% cirea) e £, avenacenunt (20% circa).

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Attualmente le metodologie utilizzate pit frequentemente per la valutazione degli attacchi di
“mal del piede” si basano sulla valutazione dell’incidenza e delia gravitd dei sintomi mediante
osservazioni visive. Purtroppo, questa sindrome parassitaria & molto complessa poiché in
picno campo sono spesso presenti contemporaneamente diversi tipi di sintomi che possono
essere confusi molto facilmente tra loro. & ben noto, inoltre, che la sola osservazione visiva
non consente di distinguere tra le diverse specie o varietd dei patogeni presenti in una porzione
di pianta attaccata.
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I risultati ottenuti nel corso della nostra indagine confermano ampiamente il quadro degli
agenti patogeni responsabili del “mal del piede™ del frumento riscentrabili normalmente in
Italia centrale con 1'uso di metodologie tradizionali basate suil’isolamento in vitro dei miceti
(Corazza et al., 1993), Utilizzando tecniche basate sul riconoscimento del DNA fungino, sono
stati, infatti, identificati i principali agenti del “mal del piede” e, tra questi, le specie pit
ricorrenti sono state le due specie di M. nivale nonché le due specie del genere Tapesia.

E ben notoe, inoltre, che la sindrome del “mal del piede” costituisce una fonte di inoculo per
la cosiddetta “fusariosi della spiga™ del frumento, un fenomene in cui sone coinvolti i miceti
del genere Fusarium e Microdochinm, 1 primi, oltre a causare importanti perdite produttive,
possono produrre micotossine, composti che entrando nella catena alimentare posseno esscre
molto dannosi per la salute dell’uomo e degli animali (Bottalico, 1975). Le tecniche appena
esaminate possono quindi essere applicate con successo anche allo studie di questa malattia,

Come & noto, i metodi diagnostici utilizzati in loboratorio devono rispondere a diversi
requisiti: fornire risultati sicuri, essere rapidi, semplici, riproducibili, ripetibili ed economici.
Dalla nostra esperienza & chiaramente emerso che la PCR offre notevoli vantaggi per quanto
riguarda specificitd e rapidita, inoltre personale non molto specializzato pud agevolmente
applicare questa tecnica ad un numero veramente elevato di campioni. E auspicabile che con
la diffusione di queste metodologie innovative, aumentando la richiesta dei reagenti e
attrezzature specifiche, si riesca ad abbatterne i costi cosl da poter diffondere tali tecniche

molecolari su scala sempre pit ampia, favorendo cosi l'esecuzione tempestiva della diagnosi
fitopatologica.
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