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RIASSUNTO

Le gemme di tre susini cino-giapponesi, appartenenti alle cv Midnight Star, Songold e
Midnight Sun, risultati infetti da ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’, sono state innestate su
astoni di mirabolano da seme e mantenuti in serra. Un anno dopo l'innesto solo due piante su
15 sono risultate infette, per cui le rimanenti 13 sono state inoculate, mediante un innesto a
tassello, con tessuti di piante infette della cv Stanley. L’anno successivo altre sei piante sono
risultate infette e, durante gli otto anni di sperimentazione, quattro delle otto piante infette
sono morte dopo aver manifestato i tipici sintomi della fitoplasmosi, mentre nelle altre quattro
si & assistito al fenomeno del risanamento, confermato dalla negativita dei test utilizzati per la
diagnosi dei fitoplasmi.

Parole chiave: susino cino-giapponese, ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’, innesto a
gemma, innesto a tassello, risanamento

SUMMARY
DIFFERENT REACTIONS OF JAPANESE PLUM (PRUNUS SALICINA LINDL)
INFECTED THROUGH GRAFTING WITH ‘CANDIDATUS PHYTOPLASMA
PRUNORUM’
Shoots collected from three Chino-Japanese plum plants infected by ‘Candidatus Phytoplasma
prunorum’, were employed for phytoplasma transmission by bud grafting on mirabolan
rootstocks under greenhouse. One year after grafting the pathogen was only detected in two
plants out of the 15 grafted therefore the remaining 13 plants were chip-budding inoculated
with infected cv Stanley plum. After 2 years six out of thirteen inoculated plum plants resulted
infected. In the eight years of the experiment an half of these plants died and the other half
resulted free of phytoplasmas.
Keywords: Japanese plum, ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’, bud-grafting, chip-budding
grafting, recovery

INTRODUZIONE

Il susino cino-giapponese (Prunus salicina Lindl.) ¢ una specie molto sensibile alla
leptonecrosi, fitoplasmosi associata a ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’. Fino ad oggi, su
questa specie, da parte dell’Unita di Ricerca per la Frutticoltura di Caserta, sono state saggiate
piante infettate mediante vettori in pieno campo (Pastore et al., 2002), effettuate inoculazioni
di tessuti con piante infette su pianta sana (Pastore et al., 2001), sono stati ricercati i vettori
dell’infezione in Lazio ed in Campania (Pastore et al., 2004), e sono state effettuate prove di
trasmissione con Empoasca decedens spp. sotto rete anti-insetto (Pastore et al., 2005).

Il presente lavoro ¢ stato svolto moltiplicando gemme da materiale infetto, studiando il
decorso dell’infezione e seguendo 1’evoluzione dell’infezione indotta mediante innesto a
tassello durante otto anni di sperimentazione.



MATERIALI E METODI

Rami di tre piante di susino cino-giapponese, mostranti sintomi di anticipazione di fioritura,
accartocciamento fogliare e disseccamento di intere branche, furono sottoposti nel 1998 ad
indagine molecolare per verificare la presenza di infezione da fitoplasmi. I rami appartenevano
a tre varieta: Midnight Star, Songold e Midnight Sun.

La sperimentazione ¢ proseguita utilizzando 15 piante di mirabolano da seme mantenute in
serra di tessuto antiafide ed ¢ stata effettuata per verificare se mediante innesto a gemma fosse
possibile trasmettere il patogeno. Dai rami infetti sono state prelevate delle gemme per
ottenere, nel 1999, 5 piante di ogni varieta. Campioni fogliari provenienti dagli innesti a
gemma sono stati analizzati mediante estrazione degli acidi nucleici con fenolo/cloroformio e
amplificazione dell’estratto mediante PCR diretta con “primer” che amplificano il DNA
ribosomico dei fitoplasmi, in particolare sono stati utilizzati P1/P7 (Deng e Hiruki, 1991;
Schneider et al., 1995) nella prima reazione seguita da amplificazioni “nested” con i “primer”
R16F2/R2 e R16(X)F1/R1 (Lee et al., 1995). Per verificare la suscettibilita delle tre varieta al
patogeno, le piante risultate sane sono state inoculate nuovamente con tessuto di susino cino-
giapponese “Stanley”, infetto dallo stesso patogeno, ed analizzate ogni anno fino al luglio
2007 (figura 1).

Figura 1. Schema dell’esperimento effettuato

N
\ \\ /éStanle

% %
AN

7 X5
NIZ
Q > >
N 0

2 Innesto di gemma Pianta ottenuta Innesto di

L] infetta su Mirabolano dalla gemma tassello infetto

Pianta madre infetta

RISULTATI
I test molecolari hanno confermato che i campioni fogliari raccolti nel 1998 dai tre susini

Tabella 1. Prova di trasmissione di ‘Ca. P. prunorum’ mediante innesto a gemma della pianta
infetta su cinque piante sane di mirabolano da seme

Piante madri | N° di piante infette sulle 5 ottenute da innesto | N° di piante N° di piante
infette a gemma della pianta madre. morte risanate
Anno 1997 Anno 1998 Anno 2005 Anno 2007
Midnight Star 0 0 0
Songold 1 1 0
Midnigth Sun 1 0 1
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“Midnight Star”, “Songold” e “Midnight Sun” erano positivi alla presenza di ‘Ca. P.
prunorum’. Dopo la moltiplicazione mediante innesto a gemma, sia “Songold” che “Midnight
Sun” diedero origine ad una pianta infetta; la pianta ottenuta dalla gemma di “Songold” secco
nel 2005 mentre la pianta ottenuta da “Midnigth Sun” risulto risanata nel 2007 (tabella 1).

Gli inoculi a tassello trasmisero il patogeno e 6 piante sulle 13 inoculate risultarono infette
dopo due anni dall’inoculo; tre di queste seccarono nel 2007 e le altre tre risultarono risanate
(tabella 2).

Tabella 2. Prova di trasmissione di ‘Ca. P. prunorum’ mediante innesto a tassello di “Stanley”
infetto

NP° di piante sane, ottenute da |N° di piante infette dopo| ;o ;. . o 1
. . . ye NP° di piante N° di
. gemme infette, inoculate due anni dall’inoculo a .
Cultivar . . morte piante
mediante innesto a tassello tassello Anno 2007 risanate
Anno 1999 Anno 2001
Midnight Star 5 3 2 1
Songold 4 0 0 0
Midnight Sun 4 3 1 2

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Risulta interessante notare che: 1) il ‘Ca. P. prunorum’, qualora presente nella gemma
dormiente di susino cino-giapponese, ¢ in grado di replicarsi al punto da invadere i tessuti
floematici della pianta intera ottenuta dalla gemma stessa; 2) 1’inoculo a tassello di susino
infetto su susino sano € un metodo efficace per indurre 1’infezione, tuttavia, in caso di mancata
trasmissione, non si pud concludere che la varieta inoculata non possa essere stata infettata dal
fitoplasma, poiché la pianta madre, allevata in pieno campo, era risultata infetta; 3) quattro
piante infette su otto sono completamente seccate, dopo 7 anni dall’inoculo; 4) quattro piante
infette su otto hanno reagito alla presenza del fitoplasma, risultando risanate. Occorre pero
precisare che ad una di queste piante era stato potato il ramo, completamente secco, sul quale
era stato effettuato 1’inoculo del patogeno.

Studi effettuati, per un identico periodo, da altri autori, su vite, hanno dimostrato
un’altissima percentuale di risanamento, inteso come assenza di sintomi da fitoplasmi in
piante che ne erano infette (Romanazzi et al., 2007). Sono in corso studi per capire se questo
tipo di risanamento sia da correlare alla diversa virulenza del patogeno (Loi et al., 2007), alla
migrazione dei fitoplasmi a livello radicale (Carraro et al., 2004), sia influenzato dalla
presenza di funghi endofiti in grado di indurre resistenza (Musetti et al., 2007b) o strettamente
associato all’accumulo di perossido di idrogeno (Musetti et al., 2007a).

Attualmente sono in corso ulteriori approfondimenti, su albicocco e pero, allo scopo di
studiare la differenza tra I’evoluzione della fitoplasmosi indotta artificialmente e quella della
fitoplasmosi acquisita naturalmente (Pastore ef al., 2008).
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