ATTI Giornate Fitopatologiche, 2004, 2, 373-378

SELEZIONE CLONALE E SANITARIA DELL’OLIVO IN ABRUZZO
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RIASSUNTO

In considerazione detl’importanza che riveste il vivaismo olivicolo nella regione Abruzzo e
dell’applicazione delle Direttive comunitarie sulla commercializzazione dei materiali di
moltiplicazione delle piante da frutto, incluso I'olivo, recepite con il D.M. 14.04.97, si €
ritenuto utile avviare un programma di miglioramento sanitario delle varietd autoctone.
L attenzione & stata rivolta ad alcune varietd tipiche locali, quali Gentile di Chieti, Dritta di
_ Loreto, Intosso, Toccolana, Crognale, Castiglionese, sottoposte, per almeno due cicli
produttivi, a rilievi periodici di campo ¢ ad accertamenti sanitari e pomologici. Le piante
selezionate sono state sottoposte a saggi di laboratorio mediante amplificazioni geniche (PCR)
per I'identificazione del virus associato all’ingiallimento fogliare dell’olivo (OLYaV), del
virus dell’accartoccinmento fogliare del ciliegio (CLRV), del virus della maculatura anulare
latente della fragola (SRLV) e del virus del mosaice dell’Arabis (ATMV), virus della
maculatura anulare latente dell’olivo (OLRV) e virus latente 1 dell’olivo (OLV-1). Successive
verifiche sono state eseguite mediante I’analisi degli acidi nucleici a doppia elica (dsRNA). |
fisultati hanno evidenziato che molti ecotipi sono risultati infetti, sia pure in maniera
psintomatica, a uno o pitt virus.
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SUMMARY
OLIVE CLONAL AND PHYTOSANITARY SELECTION IN ABRUZZO REGION

On nccount of importance of olive nurseries in Abruzzo Region and of ECC directives
regardind commercializzation of fruit plants, included olive trees, and licensed in ltaly with
D.M 14.04.1997, we considered useful to start o program for the phytesanitary improvement
of local varieties. Some of these tipical varieties, as Gentile di Chieti, Dritta di Loreto, Intosso,
Toccolana, Crognale, Castiglionese were periodical monitored, at least for two years, for
phytosanitary and pomological aspects. The selected plants were submited to laboratory
analyses performed with PCR for the identification of Olive leaf yellowing associated
(OLYaV), Cherry leafroll (CLRV), Strawberry latent ringspot (SRLV), Arabic mosaic
(ArMV), Olive latent ringspot virus (OLRV) and Olive latent-1 {OLV-1). Further analyses
were carried out using dsRNA detection technique. Many of the inspected ecotypes resulted
infected by one or more viruses, even if the tested plants were asynptomatic.
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INTRODUZIONE

La produzione di un olio di elevata qualita e di pregio & necessariamente legata ad interventi
razionali su tutti i complessi fattori che, dalla produzione alla trasformazione, concorrano alla
realizzazione del prodotto stesso. L'elemento che contribuisce in maniera determinante al
miglioramento qualitativo e, in particolare ad imprimere un marchio di tipicitd al prodotto & la
scelta della cultivar, o meglio il binomio cultivar-ambiente. Le cultivar tradizionali proprio in
virtt della loro acquisita adattabilith e resistenza all’nmbiente possono  assicurnre
quell’impronta di tipicitd, cosi ricercata, al pradotio,

La produzione di oli dai parametri qualitativi eccellenti, che si distinguono per alcuni
caratteri di tipicitd ed esclusivitd costituisce 'unica strada da percorrere per rendere
competitive le produzioni oleicole italiane,

La moderna olivicoltura sempre pill orientata verso I'utilizzo di poche cultivar, con
conseguentc abbandono delle cultivar tradizionali, pone in serie pericolo I'ampio patrimonio
genetico che caratierizza questa specie, A cid va aggiunta la carenza di idonei materiali di
propagazione, ossia di materiali con garanzie sanitarie e penetiche cosi come previsto dalle
normative vigenti, che spesso pregiudica I’utilizzo delle cultivar autoctone nella realizzazione
di nuovi impianti,

A livello nazionale sono due le normative che regolamentano la produzione ¢ la
commercializzazione dei materiali di propagazione di olivo: il DM del 14/04/1997 sui requisiti
minimi per la produzione e commercializzazione dei materiali di propagazione e il DM del
16/06/1993 relativo alla produzione di materiale di propngazione certificato di olivo. In
relazione allo stato sanitario, tali normative riconoscono tre categorie di materiali di
propagazione (tabella 1),

Tabella 1 - Categoria di materiali di propagazione di olivo di cui & ammessa la
comunercializzazione in Italia

- Narmativa Filosanitmia = *|: Categoria dei malerinli:
DM 16/06/1993 Certificato Virus-Esente
Certificato Virus-Conirollzio
DM 14/64/1997 Conformilas Agraria Communitatis (C.A.C)

La disponibilitd di materiali iniziali (pinnte capostipiti: fonti di approvvigionamento e fonti
primarie) & una delle condizioni indispensabili per ’adeguamento delle produzioni vivaistiche
alivicole a tali normative, La selezione sanitaria e clonale rappresenta ["unica strada per la
costituzione delle Fonti Primarie necessarie ad avviare un propramma di certificazione e
quindi per qualificare I'indusiria vivaistica.

i seguito si riportano le attivitd di selezione sanitaria e clonale, avviate nel 2001 in
Abruzzo, per la costituzione di Fonti Primarie delle varietd: Toccolana, Gentile di Chiet,
Dritta di Loreto, Castiglionese, Intosso ¢ Cropnale. Il programma & stato nvviato su iniziativa
del Servizio Fitosanitario della Regione Abruzzo con la collaborazione tecnico-scientifica del
Dipartimento di Protezione delle Piante e Microbiologia Applicata de!l’ Universita degli Studi
di Bari (DPI'MA) e dell’Istituto di Virologia Vegetale de! CNR sez. di Bari {IVVY.
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MATERIALI E METOD1

1l programma di sclezione sanitaria e clonale ha interessato: lo provincia di Pescara per le
varietd Toccolana, Intosso e Drilta di Laoreto; la provincia di Chieti per le varietd Grugnale e
Gentile di Chicti e la provinciz di Teramo per la varietd Castiglionese, Relativamente alle
varietd Toccolana, Intosso, Castiglionese, Dritta di Loreto e Gentile di Chicti la selezione delle
piante & avvenuta in impianti commerciali di oltre 30-40 anni, mentre per le varietd Grugnale
ed Intosso, la cui diffusione & ormai limitata a pochi esemplari, le piante sono state
individuate su segnalazione di alcuni vivaisti.

Sulla base dei dati produttivi acquisiti dai proprictari e dell’aspetto generale deile piante
(vigoria, assenza di particolari sintomatologie, ecc.) nella primavera ¢ nell’autunno dei 2001 e
del 2002, in seguito a rilievi di campo di tipo visivo, sono state selezionate alcunc piante
{ecotipi) {tabella 2).

Tabella 2 — Ecotipi selezionati in campo e sottoposti a sagpi di laboratorio

Intosso 14 Tocco Casaurin (PE) — Cusoli (CH)
Toceolana 17 Toceo Casaurin (PE) — Ripa Teatina (CH)
Castiplionese 15 Casliglione (TE}

Crognale 7 Casoli (CH) - Ripa Teatina (CH)

Gentile di Chieti 15 Pianella (PE) — Ripn Tesiinn (CIT)

Dritta di Lorelo 25 Ripa Teatina (CH})

Da ciascuna pianta selezionata in campo sono state roccolte delle talee da rami ben
lignificati utilizzati per ln propagazione delle stesse e per eseguire gli accertamenti sanitari di
laboratorio mirati alla identificazione degli apenti virali contemplati dalle normative
fitosanitarie vigenti (DM 14/04/1997; DM 16/06/1993) efo in fase di revisione (tabella 3). In
particolare, analisi degli acidi nucleici a doppia clica (dsRNA) (Dodds, 1993) e reazioni di
amplificazione genica (RT-PCR) sono state le tecniche diagnostiche npplicate su tutti gli
ccotipi selezionati. La prima tecnica permetie di rilevare la presenza degli RNA bicatenari che
si accumulano nelle cellule delle piante infette in seguito alla replicazione virale, essi
rappresentano percid un sicuro indice di infezione. L'assenza di molecole di dsRNA, ossia il
risuftato negativo di tale tipo di analisi, ci consente di stabilire che la pianta, da cui & stato
preievato il campione, & esente da quaisiasi infezione virale, ossia con stato sanitario virus-
esente, Al contrario, 'isclamento di dsRNA permette di stabilire che la planta, da cui ¢ stato
prelevato il campione sottoposto @ sapgio, ¢ sede di un'infezione virale ma non consente
I’identificazione del o dei virus infettanti, obiettivo raggiungibile con 'impiego della RT-
PCR,
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Tabella 3 - Agenti patogeni e/o malattie contemplati dal DM 16/6/1993 in fase di revisione
per i materiali di categoria Virus-Esente {in neretto sono ripertati quelli contemplati per i
materiali di categoria Virus-Controllato)

" Apgnte patogena o6 malatiia

Maculatura latente della fragols (SLRV)

Mosaico dell'Arabis {ArMV)

Accartocciamento fogliare del ciliegio (CLRV)

Maculaturn anulare latenie dell'olivo (OLRV)

Virus pssociato all’ingiallimento fogliare dell’olivo (OLYaV)

Virus latente 1 dell’olivo (OLV-1)

Virus latente 2 dell’olivo {OLV-2)

Virus associato all’ingiallimento nervale deli"olive (OVYaV)

Virus associnto nlla maculatura gialla e deperimento dell’olivo (OYMDaV)

=|w oo |m o |w | ]w o]~

L

Virus del mosaico del tabacco (TMV)

—
—_—

Virus semilatente dell’olivo (QSLV)

—
(=]

Virus del mosaico del cetriclo (CMV)

._.
w

Virus della necrosi del Tabaceo (TNV)

FUNGHI

Tracheaverticillosi (Verticillinn dohline)

BATTERI

Rogna (Psendomonas savastanoi pv savasianoi)

Per due anni consecutivi da ciascuna pianta, lungo tutta la proiezione detla chioma, in
nprile-mapgio e settembre-ottobre sono state prelevate 8-10 talee da rami ben lignificati. 1}
tessuto floematico polverizzate in presenza di azoto liquido viene sottoposto a due cicli di
estrazione fenolo-cloroformio e portato ad una concentrazione etanolica del 17% dopo
addizione di 0,7 — 1,2 g di cellulosa CF 11 (rispettivamente per le estrazioni da 5 e da 10
gramimi). 1l sedimento di celiulosa ricavato viene sottoposto a 5 cicli di lavaggio, asciugato ed
eluito con 4 volumi di tampone STE 1X. Gli acidi nucleici totali eluiti sono stati precipitati,
sottoposti a digestione enzimatica (Saldarelli ef al., 1994) e caricati su gel di poliacrillamide al
5%. Le bande sono state successivamente visualizzate con una colorazione di nitrato
d argento.

Per quanto riguarda la RT-PCR, da talee raccolte nel periodo primaverile sono stati prelevati
0,2 g di tessuto corticale, polverizzato in mortaio con azoto liquido. Per I'estrazione degli acidi
nucleici totali (TNA) & stato seguito un protocollo leggermente modificato basato sulla
separazione cromatografica degli acidi nucleici su particelle di silice (Foissac ef af., 2000). 1
TNA ottenuti sono stati sottoposti a trascrizione inversa nggiungendo degli esanucieotidi
“random™; all’'RNA bersaglio denaturato a 95°C per 5° si aggiunge 1'enzima transcrittasi
inversa (M-MLV) ¢ la reazione viene incubata a 42°C per 1,5 h. Un'aliquota del cDNA cost
sintetizzato ¢ stata sottoposta a reazioni di amplificazione penica (Grieco ef of., 2000)
utilizzando 6 diverse coppie di sequenze innesco (“primer”) ciascuna specifica per
I'identificazione det seguenti agenti virali: mosaico dell’ Arabis (ArMYV), accartocciamento

376



fogliare del ciliegio (CLRV), maculatura anulare latente della fragola (SLRV), virus associato
all’ingiallimento fogliare dell’olivo (OLYaV), virus della maculatura anufare latente dell’olivo
{OLRYV), virus latente 1 dell’olivo (OLV-1), virus latente 2 (OLV-2) e virus del mosaico del
cetriolo (CMV). Gli amplificati ottenuti sono stati analizzati tramite elettroforesi su gel di
polinerilamide, colorato successivamente in una soluzione di argento nitrato.

RISULTATI

I risultati dei sapgi hanno confermato quanto gid riportato da Martelli et al. (1995), molti
degli ccotipi sono risultati, sia pure in forma asintomatica, infetti da uno o pin virus
contemplati dalla normativa, e quindi sanitariamente non conformi a quanto previsto dal DM
16/06/1993 in via di revisione. Nella tabella 4 sono riportati gli ecotipi che, in seguito a
tipetute verifiche sanitarie con le tecniche sopra descritte, sono risultati indenni dagli agenti
virali previsti per i materiali di categoria virus-esente o virus-controllato. Gli ecotipi conformi
allo stato di virus-controllato, sono quelle risultate positive per presenza di dsRNA ma
negative in RT-PCR per i seguenti virus: OLYaV, CLRV, OLV-1, SLRV, AtMV. Mentre pli
ecotipi conformi allo stato sanitario di virus-esente sono quelle risultate negative ad entrambi i
tipi di saggio.

Da alcuni di questi ultimi ecotipi nel corso del 2002, soito il controllo del SFR si ¢
proceduto afla raccolta del seme, successivamente distribuito ai vivaisti per la produzione nel
corse del 2003 dei primi semenzali di categoria virus-esente.

Inotre, per ottenerc le piante necessarie aila costituzione delle Fonti Primarie, ciascuno di
questi ecotipi & stato moltiplicato per autoradicazione. Tutti gli accertamenti sanitari effettuati
nel corso def biennio sono stati annotati in una apposita scheda fitosanitaria, che sara parte
integrante della documentazione necessaria per la registrazione delle suddette selezioni nel
sistema nazionale di certificazione, al fine di ottenerne il riconoscimento dal Ministero per le
Politiche Agricole e Forestali.

Tabella 4 — Ecotipi selezionati con stato sanitario conforme alle nonmative

| . Varicla __  Eeotipo” , * Siato sanilari
Gentile di Chieti F2P2DX Virus-Esenle
Dritla di Loreto F2p2 Virus-Esente
Toccalana F2P9C1 Virus-Esente
Intosso FaPl Virus-Conirollato
Castiglionese F2P3 Virus-Controllnio
Grugnale Far4 Virus-Controllato
CONCLUSIONI

Il coinvolgimento defle Istituzioni Scientifiche ¢ una delle condizioni minime per
attuazione di wn programma di certificazione delle produzioni vivaistiche, sia nella fase di
produzione dei materiali iniziali sia in quella della loro utilizzazione {Bazzoni e Savine, 2002).
Difatti, I"attivitd ordinaria dei Servizi Fitosanitari prevede molteplici funzioni che, nel corso
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depli ultimi anni, sono aumentate per effetto della entrata in vigore di nuove normative,
derivate in parte dall’applicazione di direttive comunitarie e, in parte, frutto di iniziative
nazionali o regionali tendenti & migliorare sotto il profilo fitosanitario e qualitativo Ic
produzioni agricole e vivaistiche . Alla luce di guesta situnzione e in considerazione del fatto
che il potenziamento del personale e delle strutture per I'applicozione delle norme relative alla
certificazione genetico-sanitaria non potrd avvenire in tempi brevi, & indispensnbile una stretta
collaborazione non solo tra Servizi Fitosanitari, ma anche con le Istituzioni di Ricerca e
Sperimentazione (Universitd, Istituti del MiPAF, Istituti del CNR, ecc.).

Il lavoro di miglioramento sanitario avviato in Abruzzo, rappresenta un valido esempio di
come il supporto, in termini di personale, competenze e dotazioni strutturali, da parte delle
Istituzioni Seientifiche al Servizio Fitosanitario possa concretizzarsi e portarc o risultati
direttamente fruibili dal comparto vivaistico, La costituzione defle Fanti Primarie di olivo
delle varietd autoctone, consentird infatti, 'avvio del programma di certificozione delle
produzioni vivaistiche di olivo in Abruzzo con "abicttivo di mettere a disposizione degli
agricoltori materiali conformi alle normative, permettendo cosi In qualificazione dell'industria
vivaistica regicnale e la valorizzazione del germopliasma locale, che in assenza di un sistema
di certificazione, non potrebbe trovare la sua giusta collocazione sul mercato.

LAYORI CITATI

BAZZONI A., SAVINO V. 2003.Ruolo ed csperienze delle Istituzioni Scientifiche, Giornata
di Studio: Servizio Nazionale di certificazione e controllo vivai, Firenze 8 ottobre 2002, /
Georgofili, Quaderni 2002-1V, 83-99,

DODDS . A., 1993, dsRNA in diagnosis, p. 273-294, In R.E.F. Matthews (Ed), Diagnosis of
Plant Virus Diseases. CRC Press, Boca Raton.

FOISSAC X., SVANELLA-DUMAS L., GENTIT P., DULUCQ M.l,, CANDRESSE T.,
2000. Pelyvalent detection of fruit tree thricho, capillo ond foveaviruses by nested RT-PCR
using degenerated and inosine containing primers. 8% SHS Symposinm, July 2000,
Canterbury.

GRIECO F., SAPONARI M., ALKOWNI R., SAVINC V., GARAU R., G.P. MARTELL],
2000. Progressi nella diagnosi dei virus dell’olivo. fnformatore Fitopatologico, 50 (11), 49-52.
MARTELLI G. P, SAVINO V., DI TERLIZZI B., CATALANO L. and SABANADZOVIC
8., 1995b, Viruses and certification of olive in Apulia. defa Horticultirae,386:569-573,
SALDARELL! P.,, MINAFRA A., MARTELLI G.P. and WALTER B., (1994). Detection of

grapevine leafroll associated closterovirus 111 by molecular hyberidization. Planf Pathology,
43:91-96,

378



