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RIASSUNTO

La fusariosi del frumento & una malattia complessa causata da Microdochium nivale e da specie
diverse di Fusarium, tra cui le pid importanti sono F. avenaceum, F. culmorum, F. graminea-
rum e F, poae. In questo lavoro sone riassunti e confrontati 1 metodi microbiologici pili utilizza-
ti dai laboratori impegnati nel reperimento su seme di questi patogeni. Un metodo ufficiale di
analisi & dispenibile, in Italia, per il solo M. nivale, per gli altri Fusarium sono disponibili me-
todi diversi ma nessuno universalmente adottato. Attualmente, si stanno sviluppando tecniche
diagnostiche molecolari, principalmente basate sull’uso della PCR. Sono disponibili, infatti,
primers specifici per il riconoscimento di questi patogeni, cosi come & possibile valutarne la
biomassa all’interno dei tessuti vegetali mediante PCR quantitativa. La messa a punto di un pro-
tocollo molecolare per le analisi di routine del seme richiederd ancora una lunga fase di speri-
mentazione.

Parole chiave: seme, frumento, Fusarium, Microdechium, diagnosi.
SUMMARY
DETECTION OF SEED-BORNE FUSARIUM IN WHEAT SEEDS

Fusariwm ear blight and foot rot of wheat is a complex disease caused by Microdachinm nivale
and other Fusarium species, among which F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum and F.
poae are the most abundant and aggressive pathogens. In this report, microbiological methads,
that most frequently are employed by laboratories involved in seed-health testing for detection
of these pathogens are compared and summarised. An official seed health test is available in
Italy for M, nivale only. Several seed health tests are described to detect Fusarium species on
wheat seeds but none are widely adopted. Molecular diagnostic techniques that exploit PCR are
being developed. Species-specitic primers for the detection of these pathogens are available, as
well as is possible to quantify fungal biomass into wheat tissues by using quantitative PCR.,
However, the definition of a molecular protocol for a routine seed-health test will need further
experimentation.
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INTRODUZIONE

Diverse specie di Fusarium attaccano il frumento sia tenero che duro, di queste le piti impor-
tanti sono F. avenaceum, F. culmorum, F. graminearum, F. poae e Microdochium (Fusarium)
nivale. F. graminearum, in particolare, & ritenuto il principale responsabile delle ingenti perdite
economiche che sono state recentemente lamentate in molti paesi. Diversi di questi Fusarium
sono, in grado di produrre importanti micotossine, la cui presenza nei semi accentua ulterior-
mente il danno economico. La fusariosi del frumento pud dipendere da una sola specie o da un



complesso in cui due o piil patogeni sono coinvolti ed il seme rappresenta una importante via di

diffusione.

Normativa in vigore

L’analisi fitosanitaria del seme & regolata dal DM 22 Dicembre 1992, In particolare sono gid
previste la modalita di campionamento, di conservazione dei campioni ed il numero di semi da
saggiare che, quando non & previsto diversamente, & pari a 400. Per il solo Microdochium nivale
su Triticum aestivim sono disponibili due metodi ufficiali di analisi (Tabella.1).

Tabellal. Metodo ufficiale d’analisi per M.nivale.

Metodo A Metodo B

Campione di lavoro 400 semi 400 semi

Pretrattamento Nessuno Tpoclorito di sodio

Substrato Carta bibula Apgar patate-destrosio

Metodo Porre dischi di carta in capsule petri Deporre 10 semi sulla superficie
dopo averli rapidamente immersi in  dell’agar in ciascuna capsula pe-
acqua. Togliere I'eccesso di acqua e tri.
porre 25 semi per capsula.

Durata 14 giorni 8 giorni

Luce Buio Luce diurna, fluorescente o buio,

Temperatura 8-10°C 22°C

Esame Esaminare ogni seme per il reperi- Ricerca delle colenie a crescita

mento del micelio e delle fruttifica-
zioni caratteristiche. Osservazione
di coleoptile e radici nei semi ger-
minati.

rapida, di colore da bianco a rosa
pallido, con formazione di cor-
doni o filamenti miceliali, Conidi
ialini 1-3 settati, curvi, 10-30 x

2,5-51.

Metodi disponibili per la ricerca di Fusarium spp. su seme di frumento

I metodi di analisi consistono in saggi di tipo microbiologico che permettono I'identificazione
delle singole specie di Fusariwm. Nel caso di F. graminearum & talvolta possibile distinguere
anche il gruppo di appartenenza degli isolati (gruppo 1 e 2) (Francis e Burggess, 1977), mentre
nel caso di M.nivale si pud arrivare in alcuni casi ad individuare la varietd (var. majus o var. ni-
vale) (Mathur et al., 1993).

In genere vengono seguite due metodologie principali (Vannacci, 1988):

1) incubazione su substrato agarizzato;

2) incubazione su carta bibula con o senza prerefrigerazione.

Per valutare la presenza delle diverse specie di Fuserium su cariossidi di frumento i metodi
pit frequentemente adottati si basano sull'uso di substrati agarizzati. Nei diversi laboratori in
cui si esegue, per varie ragioni (ricerca o analisi di routine), questo tipo d’indagini non viene
comungue seguito un protocolio unico (Tabella 2).

1l principale vantaggio derivante dali’uso di mezzi quali PDA e 1" Agar Malto & quello di con-
sentire un’analisi in tempi relativamente brevi, permettendo 1'identificazione delle specie dalle
colonie sviluppatesi direttamente dal seme. Entrambe questi tipi di mezzi consentono, infatti, un
normale sviluppo delle fruttificazioni ¢ della pigmentazione delle colonie. Con questo tipo di
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mezzi, piuttosto ricchi, & generalmente consigliabile pretrattare il seme, cid fa si che la valuta-
zione della percentuale d’infezione sia basata sul solo inoculo fungino interno ai

Tabella 2. Protocolli seguiti per I'incubazione su substrato agarizzato.

Univ. Univ. Univ. ENSE® Champion Mathur e
Pisa  Bologna Piacenza® (1997)  Cunfer (1993)"

Prefratf.  nessuno NaOCI3% 3 nessuno  NaOCl2% 5" facoltative NaOCI 1% 10°
Substrato  Nash & FDA Mmezzo PDA + malto malto

Snyder selettiva®  streptomicina
Durata 788 variabile 5ap 6gg 7eg
Luce bianca bianca + buio NUV oscuritdy/ NUV

12/12 NUV 12/12 12/12 NUV 12/12 16 ore
Temp. 24°C 20°C 25°C 21°C . 20°C 20°C

(18°chH (10/15°CY

Trapianto PDA PDA/CLA ' PDA/CLA  SNA/S
Esame microscopio idem idem idem Idem idem

a2, Dr. Davide Pancaldi; b, Prof. Vittorio Rossi; ¢, Dott.ssa Ilaria Alberti, comunicazioni per-
sonali; d, Metodo proposto per il solo M. nivale; e, Malalasekera & Colhoun (196%); £, Tempe-
ratura utilizzata per ricerche specifiche su M .nivale.

tessuti del seme. Accade spesso, comunque, che alti livelli di contaminazione dei campioni, o
la necessitd di una pid accurata determinazione delle singole specie, richiedano il trapianto delle
colonie su PDA o su altri mezzi appositamente concepiti per favorire lo sviluppo delle fruttifi-
cazioni. Questo secondo passaggio, generalmente non previsto per le analisi di routine, compor-
ta un allungamento dei tempi (fino a 20 giorni) dipendente anche dal tipe di mezzo adottata.
Nei casi in cui 'incubazione avviene su di un mezzo selettivo, quale ad esempio il mezzo di
“Nash and Snyder”, il pretrattamento del seme non risulta necessario. Questo tipo di analisi
consente cosi la determinazione delf’inoculo totale del seme (esterno + interno), sebbene tale
mezzo non permetta I'identificazione diretta delle colonie fungine che vi si sviluppano. Risuita
cosi sempre necessario, per identificare le specie presenti, il trapianto di tutte le colonie su
PDA. L’adozione di un mezzo selettive permette, comungque, una pill esatia determinazione del-
le reali condizioni fitosanitarie del campione di seme sagpiato e sembra percid pili adatta a sag-
gi condotti con finalita di ricerca.

L’incubazione dei semi su carta bibula, secondo la procedura del blotter refrigerato (Limo-
nard, 19606), viene proposta da Mathur e Cunfer (1993). Anche per M. nivale viene suggerito da
questi Autori un saggio su carta (Tabella 3).

Questi metodi richiedono, necessariamente, 'esame di ogni seme e, spesso, I'allestimento di
preparati microscopici per 1’esame delle fruttificazioni fungine. I tempi necessari per 1’analisi di
un campione di seme in queste condizioni sono lunghi, anche in funzione della percentuale
d’infezione. Infine, & bene comunque ricordare che, qualunque sia il metodo adottato, non &
sempre possibile identificare la specie con assoluta certezza, sia per la mancata formazione di
strutture specifiche di riconoscimento, sia per la notevole rassomiglianza che alcune specie di
Fusarium presentano, problema aggravato dal fatto che, talvolta, specie diverse possono essere
presenti sullo stesso seme,
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Tabella 3. Metodi d’incubazione su carta bibula,

Universiti di Ist. Sper, Patolo-  Mathur & Mathur &
Piscenza” gia vegetale, Cunfer (1993) Cunfer (1993)
Romah
(Fusarium spp.)  (Fusarium spp.)  (Fusarium spp.) (M. nivale)
Pretrattamento  nessuno idem 30" etanolo 95% nessuno
: + 307 1% NaOCl
Substrato carta da filtro idem idem idem.
bagnata in acqua.
Durata, 8 giorni a 20°C. 24 h a 20-25°C  idem 14 giorni a 10°C
temperatura +24ha-20°C+ + 3 glomni a
5-6 giomi a 20°- 20°C
25°C.
Luce Bianca/NUV 12/12 NUV 12/12 Idem NUV 16 ore
Esame microscopico idem idem microscopico,
rilevamento
d’imbrunimenti.

a, Prof. Vittorio Rossi; b, Dr. Angelo Porta Puglia, comunicazioni personali.

Possibili sviluppi

Attualmente si stanno sviluppando tecniche molecolari nel tentativo di superare molti dei pro-
blemi connessi alla diagnosi € allo studio di malaitie complesse come quelle del marcivme della
base del culmo e della spiga dei cereali. Tali tecniche si basano principalmente sull’uso della
PCR e, sebbene siano state inizialmente applicate allo studio di pisnte infette, sono state
utilizzate anche su seme, rendendo cosi prevedibile un loro future sviluppo in metodi di routine
per "analisi delle sementi.

Schilling et af. (1996) hanno clonato e sequenziato frammenti differenziali di DNA ottenuti
da profili di amplificazione RAPD di F. culmorum e di F. graminearum. Basandosi su queste
sequenze hanno poi progettato coppie di primer 20-mer capaci di generare frammenti di ampli-
ficazione specifici per F. culmorum e F. graminearuwm. Con questo tipo di saggi, sona stati in
grado di evidenziare meno di 10™" g di DNA fungino e di individuare direttamente le singole
specie di Fusarium in estratti di tessuti infetti e di cariossidi di grano e segale, Gli stessi Autori
hanno inoltre progettato primer specifici per F. avenacenm derivandoli dalla sequenza della re-
gione ITS-2 dello spaziatore del DNA ribosomale. Nello stesse modo, Parry e Nicholson {1996)
partendo da due frammenti di DNA specifici, generati mediante amplificazione RAPD di una
collezione di isolati di F. poae, hanno ottenuto due primer per 1’identificazione di questo pato-
geno. Questi primer utilizzati in PCR per la diagnosi di F. poae su seme di grano, naturalmente
contaminato, hanno reso possibile rivelarne la presenza a livelli d’infezione inferiori all’1%.
Anche per M. nivale sono stati individuati primer specifici da Nicholson et al. (1996). Questi
Autori, sottoponendo ad analisi RAPD isolati diversi, avevano dapprima evidenziato I’¢sistenza
di due sottogruppi omogenei corrispondenti alle varieti majus e nivale del patogena. Successi-
vamente, clonando frammenti RAPD specifici per ognuno dei due sottogruppi, sono stati in
grado di costruire primer che hanno poi utilizzato per individuare distintamente le due varietd in
plantule di grano infette. Gli stessi primer sono stati anche utilizzati per la messa a punto di un
saggio quantitativo (PCR competitiva) per determinare il livello di colonizzazione delle plantule
da parte degli isolati di ciascuna varietd.



La PCR & una tecnica estremamente sensibile che permette di rivelare la presenza di un pato-
geno ma, non pud, generalmente, quantificarne la biomassa. L'uso di tecniche di PCR quantita-
tiva permette, invece, di valutare Ja proporzione relativa di ciascuna varietd di M.rivale in una
singola pianta e, utilizzando appositi standard a DNA, di metterla in relazione all’ammontare
assoluto di DNA fungino in una data massa di materiale vegetale. Infatti, in questo sisterna vie-
ne aggiunta al campione una quantiti nota di DNA stampo “competitore” prima della PCR, TL
competitore ha dei siti di “appaiamento” identici a quelli del DNA bersaglio del fungo, ma dif-
ferendone in lunghezza ed in sequenza, i 2 prodotti di PCR possono essere separati per eleitro-
foresi. Poiché il rapporto tra il DNA del fungo bersaglio e il DNA del competitore amplificati
cresce all’aumentare della quantita del fungo, & possibile, correlandolo ad una curva standard,
calcolare la quantith di DNA, e quindi di biomassa, de! fungo nel campione. E’ importante nota-
re che, mentre ’assenza di un prodotio a seguito di PCR convenzionale, potrebbe essere ritenuta
indice dell’assenza del patogeno anche qualora fosse la conseguenza d’interferenze nel processo
di PCR, "amplificazione del DNA competitore garantisce I’atiendibilitd del risultato. Inolire,
poiché la quantificazione si basa sul grado relativo di amplificazione in confronto ad un control-
lo interno, essa non &, generalmente, influenzatn dalle differenze di efficienza della PCR da
campione a campione.

Saggi quantitativi, basati su PCR competitiva, sono stati messi a punto anche per F. culmo-
rum e F. graminearum. In particolare il saggio quantitativo per F. graminearum & stato utilizza-
to per studiare la colonizzazione di semi di grano da parte di ceppi che producevano o non pro-
ducevano tricoteceni, dimostrando I’importanza del ruolo come fattori di virulenza di queste
tossine (Nicholson et al., 1998). L’analisi per PCR quantitativa, parallelamente alla valutazione
visiva della malattia, & stata utilizzata, inoltre, per studi sul marciume della spiga causato da F.
culmorum e F. poae e per verificare, basandosi sul contenuto in DNA fungino delle spighe,
1"efficacia di alcuni fungicidi nel controllo di questi patogeni. (Doohan et al., 1999).

La PCR quantitativa potrebbe rivelarsi particolarmente utile nelia messa a punto di un metodo
molecolare di diagnosi di questi patogeni, poiché potrebbe permettere 1'individuazione, la diffe-
renziazione e la quantificazione di ciascuna specie di Fusarium,

11 lavoro di messa a punte di un metodo di analisi fitosanitaria del seme basato strumenti mo-
lecolari, anche partendo dalle informazioni gia esistenti, & lungo e difficoltoso. Tra gli aspetti da
prendere in considerazione e le difficoltd da superare, possiamo ricordare gli aspetti puramente
tecnici del metodo, con le sue conseguenze su specificith e sensibilith (rischi di falsi positivi e
falsi negativi), tempi e costi di esecuzione, riproducibilith dei risultati, qualificazione
dell’analista, ma, anche che l'uso di primer specifici per ciascuna specie obbligherebbe
Panalista a numerose amplificazioni per ciascun campione. Dovra essere poi definita Punith di
misura con cui esprimere la “quantitd™ d'infezione per lotto di seme, attualmente espressa come
percentuale di semi infetti, e di conseguenza dovranno essere determinati quei parametri che
possono correlare questa unitd di misura con la quantita di malattia in campo.

CONCLUSION]

Al momento parrebbe pill opportuno concentrare il lavoro di armonizzazione sui metodi mi-
crobiologici effettuando test comparativi su due metodi, uno su carta bibula e 1'altro su mezzo
agarizzato, con la partecipazione di almeno tre laborateri con pregressa esperienza nel settore;

nel contempo potrebbe partire un progetto, avendo la disponibilith di risorse ad hoc, per la mes-
sa 4 punto di un metodo molecolare,
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