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La difesa da funghi patogeni trasmessi per seme

1. INTRODUZIONE
1.1. Cenni storici

La trasmissione per seme delle malattie causate da funghi fu intuita intorno
alla seconda meta del secolo XVIII e scientificamente provata nel secolo se-
guente. Mathieu Tillet, nella Dissertation sur la cause qui corrompt et noircit
les grains de bled dans les épies; et sur les moyens pour prevenir ces accidents, del
1755, prendendo spunto da pratiche agricole di concia delle sementi (con
calce e altre sostanze) che gli agricoltori, in Francia e in altri paesi, applicavano
con risultati contrastanti, e ricorrendo all’osservazione sperimentale, giunse
alla conclusione che le Carie del frumento erano causate dalla speciale polvere
che caratterizzava i grani infetti. Questa polvere, che oggi sappiamo essere
costituita da teleutospore del genere 7illetia, diffondendosi e aderendo alla
superficie del seme sano, costituiva un veleno contagioso capace di indurre una
malattia ereditaria, cio¢ trasmessa per seme, alle generazioni successive del
frumento (Gilles, 2001). Tra i diversi autori dell’epoca che si cimentarono
con Carie e Carboni, Targioni Tozzetti (1767) nell’opera Alimurgia, attribui
ai componenti della polvere la natura di pianticella parasitica simile alla specie
ottava di ruggine. Allinizio del secolo seguente il Prévost (1807), con una serie
di acute osservazioni e di magistrali esperimenti, dimostro che la polvere bru-
na che si formava nei chicchi malati era la semence de la carie. Egli chiari anche
alcuni meccanismi epidemiologici, indicando che le teleutospore causavano la
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malattia quando contaminavano il seme sano o raggiungevano il terreno in
prossimita dei semi germinanti, ma solo in presenza di condizioni ambientali
predisponenti. Nel suo pionieristico lavoro accertd, dopo aver accuratamente
esaminato le pratiche degli agricoltori e i risultati di altri ricercatori, che di-
verse sostanze chimiche, quali i derivati dell’arsenico e del mercurio, erano ef-
ficaci contro le Carie ma che le pit affidabili erano i sali rameici, di facile im-
piego e meno pericolosi. Erano cosi poste le basi per il trattamento razionale
delle sementi, che tanto contribuira all'incremento delle produzioni agricole.

Lo studio delle malattie trasmissibili per seme in generale, e di quelle cau-
sate da funghi, pur rientrando del vasto ambito della Patologia vegetale, ¢
andato assumendo una propria peculiare fisionomia in tempi relativamente
recenti (Agarwal e Sinclair, 1997). Paul Neergaard e Mary Noble negli anni
’40 del secolo scorso definirono la nuova disciplina come Patologia del seme
(Munkvold, 2009). La nascente branca del sapere si limitava a ricercare i
microrganismi presenti sul o nel seme, integrando le analisi delle sementi
condotte per altri parametri (purezza, germinabilita, vigore, ecc.). Il primo la-
boratorio di analisi sanitaria delle sementi fu inaugurato in Olanda nel 1918
presso la Stazione governativa di analisi delle sementi di Wageningen e Lucie
C. Doyer ne fu il primo responsabile, con la qualifica di patologo del seme. Ella
fu anche il primo presidente del Comitato per la sanita del seme nell'ambito
dell'ISTA (International Seed Testing Association), che diresse sino al 1949,
seguita da W.E Croiser (presidente sino al 1953), A.]J. Skolko (1953-1956)
e P. Neergaard (1956-1974). Quest’ultimo fondo nel 1967, a Copenaghen,
con il sostegno del Ministero degli Affari Esteri danese, il Danish Gover-
nment Institute of Seed Pathology for Developing Countries, che contribui
a formare specialisti e a diffondere le conoscenze sulla patologia del seme in
molti paesi. Le prime Norme ISTA sull’analisi delle sementi, pubblicate nel
1928, contenevano gia un capitolo sull'individuazione dei patogeni, inclusi
diversi funghi, cui segui la pubblicazione di un dettagliato manuale (Doyer,
1938), largamente usato per decenni nei laboratori. Il citato Comitato ISTA
pubblicd manuali e organizzd workshop e saggi comparativi tra diversi labo-
ratori, favorendo la formazione di analisti e permettendo la standardizzazione
dei metodi di analisi. Mentre lo sviluppo del settore analitico continuava e
continua a svilupparsi, con 'opera di Kenneth Baker, dagli anni 70 del secolo
scorso il campo della Patologia del seme inizio ad allargarsi all’epidemiologia
e alla difesa; il nuovo assetto ¢ riscontrabile nel fondamentale testo di Paul
Neergaard (Neergaard, 1979), nell’'opera di Denis McGee (Munkvold, 2009)
e in numerosi contributi da molti paesi, Italia compresa. Lo stesso Munkvold
(2009) definisce la Patologia del seme come lo studio e la gestione delle malattie
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che influiscono negativamente sulla produzione e sull'uso del seme, nonché delle
pratiche di difesa applicate al seme stesso. Egli include quindi, in questo ampio
concetto della disciplina, tutte le malattie che influiscono sulla produzione del
seme (ma che non sono necessariamente trasmesse per seme), riconoscendo
al tempo stesso che i trattamenti delle sementi possono essere comunemente
utilizzati anche contro malattie e organismi nocivi non necessariamente as-
sociati al seme stesso (ad esempio, per proteggere le plantule dagli attacchi
dei funghi terricoli). A differenza di quanto avveniva in altri paesi avanzati,
in Italia, ove scarse erano le risorse pubbliche disponibili e debole I'interesse
e il sostegno privato, anche per la mancanza di una solida industria di pro-
duzione sementiera, lo sviluppo della Patologia del seme in generale e dello
studio dei patogeni fungini delle sementi fu alquanto lento, ma alcuni centri,
quali la Regia Stazione di Patologia Vegetale, poi Istituto Sperimentale per La
Patologia Vegetale, e I'allora Istituto di Patologia Vegetale dell’Universita di
Pisa (attualmente Dipartimento di Coltivazione e difesa delle specie legnose
“G. Scaramuzzi”, Sez. Patologia vegetale), mantennero vivo l'interesse per la
ricerca e le applicazioni analitiche sui patogeni fungini associati al seme. Un
contributo significativo venne anche dall'insegnamento della Patologia del
seme in diverse Facolta di Agraria, ad es. quelle di Pisa e Perugia.

1.2. Importanza economica e sociale delle malattie trasmesse per seme

Siritiene che circa il 90% delle colture alimentari del mondo siano riprodotte
per seme (Neergaard, 1979) e per seme si riproducono, in parte o totalmente,
anche altri gruppi di colture di rilievo. Numerose malattie causate da funghi
e trasmissibili per seme (Richardson, 1990) possono compromettere la pro-
duzione o la qualita di frumento, riso, mais, sorgo, orzo, soia, leguminose da
granella, orticole, lino, cotone, juta, girasole e molte altre, e possono avere
impatto sull’ambiente o sul patrimonio culturale quando, ad esempio, colpi-
scono alberi di interesse forestale (Mittal e Mathur, 2003) o di rilevanza pa-
esaggistica e storica. I danni diretti conseguenti a tali malattie sono ingenti e
possono manifestarsi sul seme in germinazione, sui semenzali e sulle piante in
campo o in foresta, compromettendo la quantita e la qualita del raccolto o la
vitalitd delle piante. Al danno diretto si devono aggiungere le maggiori spese
sostenute per la difesa, incluse quelle relative alle misure di quarantena e alla
certificazione delle sementi, nonché i possibili effetti negativi dei trattamenti
chimici sull’'uomo (come operatore agricolo e consumatore), sull’ambiente
e su processi di trasformazione industriale. Pertanto, la sanita delle sementi
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rappresenta un imprescindibile fattore che puo contribuire significativamente
alla qualita delle sementi stesse nonché dei prodotti finali che ne derivano.

I paesi in via di sviluppo, nei quali gli schemi di certificazione delle semen-
ti non sono ancora sufficientemente applicati, dove le tecniche colturali sono
arretrate e le condizioni ambientali sono in genere favorevoli allo sviluppo di
malattie fungine, subiscono perdite elevate e costanti dovute a funghi portati
da seme. Ad esempio, Nkalubo et al. (2007) hanno osservato che, in Uganda,
antracnosi del fagiolo, malattia prevalentemente trasmessa per seme causata
da Colletotrichum lindemuthianum, causa perdite di prodotto totale del 39-
44% in varieta suscettibili e dell'1-6% in quelle resistenti. Le perdite di pro-
dotto commerciabile (scartati cioé anche i semi commestibili ma inadatti al
mercato locale) sono state, rispettivamente, del 71-73% e del 9-22%. In Asia,
considerando l'insieme delle aree di coltivazione del riso, in molte delle quali
sono coltivate varieta resistenti, Bipolaris oryzae (agente dell’Elmintosporiosi
o Macchia bruna) causa perdite di prodotto del 6% e Magnaportae grisea
(causa del Brusone) del 3% (Mew e Gonzales, 2002). Anche i paesi a econo-
mia pill avanzata subiscono rilevanti danni dai funghi trasmissibili per seme
e sostengono elevate spese per la difesa. Basti ricordare che nel Nord Dakota
vengono tuttora rilevate perdite da Segale cornuta che, su frumento e segale,
possono raggiungere rispettivamente il 10% e il 5%, e la Fusariosi della spiga
causa annualmente danni per un miliardo di dollari USA (Bruins, 2009).

1.3. Funghi patogeni di quarantena e di qualiti

I funghi patogeni presenti sul o nel seme possono potenzialmente causare
danni anche molto severi alle colture, siano esse destinate a produrre altro
seme o a fornire prodotti agricoli o forestali. Lintenso e crescente scambio
internazionale di sementi per scopi soprattutto commerciali, ma anche di
ricerca e sperimentazione, ha destato e desta preoccupazioni di ordine fitosa-
nitario, che hanno portato all’'adozione di norme di quarantena per impedire
lintroduzione e la diffusione di patogeni non presenti nei singoli stati, o
presenti in aree limitate di questi e oggetto di misure ufficiali.

La complessa materia ¢ regolata dalla Convenzione Internazionale per la
Protezione delle Piante (IPPC) del 1951 e dal Trattato dell’Organizzazione
per il Commercio Internazionale (W70 Agreement on the Application of Sani-
tary and Phytomnimry Measures, SPS Agreement) entrato in vigore nel 1995.
La nuova situazione ha determinato importanti cambiamenti dovuti al fatto
che la sovranitd nazionale in materia di protezione fitosanitaria, pur essendo
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riconosciuta dall’Accordo SPS, trova limitazione nella necessita che le misure
restrittive del commercio siano basate su criteri scientifici e di trasparenza
tali da evitare ogni discriminazione negli scambi internazionali. Di conse-
guenza, un nuovo testo del'IPPC fu approvato all'unanimita durante la 292
Conferenza FAO ed entrd in vigore nel 2005. Strumenti operativi sviluppati
nell’ambito della IPPC sono gli standard internazionali per le misure fito-
sanitarie (International standards for phytosanitary measures, ISPMs) (IPPC,
2009), attualmente oltre trenta. La loro corretta applicazione garantisce il
raggiungimento dei nuovi obiettivi internazionali e, nello stesso tempo, tutela
da controversie legali gli stati che adottino misure di protezione fitosanitaria
conformi agli standard. LIPPC prevede che, prima di applicare misure di
quarantena, si proceda all’analisi del rischio derivante dall’organismo nocivo
(pest risk analysis, PRA). La procedura di PRA si avvale principalmente degli
standard ISPM 2 (Guidelines for pest risk analysis) e ISPM 11 (Pest risk analy-
sis for quarantine pests) e prevede la valutazione: 1) dell’effettiva necessita di
applicare norme fitosanitarie (pest risk assessment), 2) delle opzioni disponibili
contro l'introduzione e la diffusione (managing options).

LIPPC prevede, nelle diverse aree geografiche, il supporto di Organiz-
zazioni Regionali per la Protezione delle Piante. I paesi dell’UE, altri paesi
europei (Russia inclusa) e non europei dell’area mediterranea (attualmente 51
stati) afferiscono all’Organizzazione Europea e Mediterranea per la Protezio-
ne delle Piante (OEPP/EPPO), che partecipa ai dibattiti per I'elaborazione di
strategie globali sulla difesa delle piante indetti dalla FAO e dal Segretariato
IPPC, produce standard (es.: metodi analitici per i patogeni) e altri documen-
ti (PRA, ecc.), conserva e sviluppa banche dati ecc. Tra gli standard OEPP
citiamo le liste A1 e A2, che elencano gli organismi nocivi (pests) rispetti-
vamente assenti o presenti ma non diffusi (e oggetto di misure fitosanitarie
ufficiali) nella regione e per i quali "OEPP raccomanda I'adozione di misure
di quarantena da parte dei governi membri dell’Organizzazione stessa.

Per 'UE, le misure fitosanitarie ufficiali sono definite nella Direttiva
2000/29 (CE, 2000) e successive modificazioni. In essa sono inclusi alcuni
funghi patogeni trasmissibili per seme e, per impedirne I'introduzione e la
diffusione, sono previste diverse misure di protezione, quali il bando totale
dellorganismo, il divieto d’'importazione di sementi o derrate da determinati
paesi, il divieto di introduzione e diffusione in specifiche aree protette. Per
I'Italia, la direttiva ¢ stata recepita dal D. Legs. 19 agosto 2005, n. 214 (G.
U. n. 248 del 24 ottobre 2005 — Suppl. Ord. n. 169) e successive modifi-
cazioni. Per quanto riguarda i patogeni di qualita, alcune norme settoriali,

quali il D. M. 14 aprile 1997 (G. U. n. 126 del 2 giugno 1997 — Suppl. Ord.
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n. 112) sulla commercializzazione delle piantine orticole, pur escludendo il
seme, hanno influito positivamente sul settore, responsabilizzando i produt-
tori e i Servizi Fitosanitari attraverso procedure di accreditamento e controlli,
introducendo il concetto di punti critici della produzione, che coinvolgono
indirettamente lo stato sanitario della semente (Vannacci, 2001).

Il settore ¢ caratterizzato da notevole dinamicita in relazione al citato con-
testo normativo, all’accrescersi delle conoscenze epidemiologiche, alle pres-
sioni dei paesi esportatori che sempre pil frequentemente propongono mi-
sure alternative meno limitative degli scambi, al variare di situazioni interne
all'UE, comprese le misure d’integrazione di territori periferici (dipartimenti
francesi d’oltremare, Canarie, Azzorre, ecc.) nelle normative comunitarie. Per
completare questo cenno al quadro di riferimento scientifico e normativo
della quarantena nell'UE occorre citare I’Autorita Europea per la Sicurezza
Alimentare (EFSA), costituita nel 2002, con sede attuale a Parma. CEFSA
costituisce il riferimento dell'UE nella valutazione del rischio riguardante
la sicurezza degli alimenti e dei mangimi. UAutorita, finanziata dal bilan-
cio dell'UE, ¢ indipendente e opera, in ottemperanza alle norme comuni-
tarie, in collaborazione e consultazione con le varie parti interessate: gestori
del rischio nella Commissione Europea, Parlamento Europeo, Stati Membri
dell'UE (SM). Per quanto qui ci concerne elabora — nell'ambito dell'Unita e
del Gruppo di Esperti per la Sanita delle Piante (Plant Health, PLH) — opi-
nioni scientifiche e altri documenti su vari aspetti di rischio relativi alla sanita
delle piante.

Le conoscenze generate dallo studio della patologia del seme sono un in-
dispensabile supporto decisionale nella gestione del rischio in campo fitosa-
nitario ed ¢ sentita I'esigenza, ai vari livelli e tra i vari organismi che operano
nel settore, di presupposti scientifici affidabili onde basare le misure di pre-
venzione e difesa su criteri di rischio accettabile.

I funghi patogeni trasmessi per seme che non presentino le caratteristiche
richieste dalla sempre pili rigorosa normativa internazionale per entrare, o
per essere mantenuti, tra quelli di quarantena, possono tuttavia, per i loro
potenziali effetti negativi sulla qualita delle sementi e sulla resa o la qualita
dei prodotti che da queste derivano, essere regolati nell'ambito di schemi di
certificazione fitosanitaria delle sementi.

Per le specie fungine capaci di causare danni rilevanti, ¢ importante cono-
scere la correlazione tra il livello di infezione seminale e 'impatto della malat-
tia in campo onde stabilire I'eventuale soglia “di rifiuto” che li renda senz’altro
inadatti all’'uso come semente e, possibilmente, una seconda soglia che, previa
applicazione di idoneo trattamento, renda la semente idonea all'uso come se
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si trattasse di seme sano. La conoscenza di tali “doppie soglie”, teoricamente
ideale, non ¢ molto comune. Citiamo, come esempio, quanto ¢ stato elabora-
to per la coppia Pyrenophora graminea-orzo, per la quale, in seguito a risultati
sperimentali ottenuti nell'Italia settentrionale e centrale, si ¢ consigliato di
trattare le sementi destinate alla produzione quando il seme infetto ¢ com-
preso tra il 14 e il 30% e di inviare al consumo i lotti con infezione superiore
al 30% (Porta-Puglia et al., 1986; Vannacci et al., 1996). Per specie patogene
particolarmente virulente e in determinati ambienti o condizioni colturali,
anche bassissime percentuali di seme infetto o contaminato possono condur-
re a gravi danni. Kaiser (1987) osservo che, in Idaho, USA, in presenza di
condizioni fresche e umide, infezioni di sementi di cece da Ascochyta rabiei
comprese tra 0,001% e 0,1% causano epidemie in campo.

E evidente che la presenza di patogeni non inclusi tra quelli di quarantena
su un lotto di seme dovrebbe essere considerata un parametro che, al pari di
altri (germinabilita, purezza, energia germinativa, ecc.) concorre a definire
la “qualitd” del lotto. Ma per un corretto apprezzamento del significato da
attribuire alla presenza di un patogeno sul seme ¢ necessario approfondire
argomento.

2. LA TRASMISSIONE PER SEME DEI FUNGHI PATOGENI NELLE PIANTE

Nella presente trattazione, per seme si deve intendere la struttura che viene
utilizzata per la semina e che deriva da un processo di riproduzione gamica.
Include, percio, anche quelle strutture che botanicamente non sono semi veri
e propri, ma anche frutti, come, ad es., le cariossidi. Un organismo patogeno
si definisce “trasmesso per seme” quando, grazie alla sua presenza sul/nel/col
seme ¢ in grado di riprodurre la malattia sulla coltura che da quei semi ha
origine o, ad esempio infeudandosi nel terreno, ¢ in grado di causare una ma-
lattia sulla stessa specie ospite o anche su altre specie ospiti. Il concetto ¢ piu
restrittivo di quello di patogeni “portati dal seme”, in quanto questi includo-
no quegli organismi, ad esempio ruggini, che possono ritrovarsi come conta-
minanti sulla superficie del seme, ma non sono in grado di causare la malattia.
In effetti, sarebbe pil corretto parlare di semi infetti quando l'inoculo del
patogeno ¢ all’interno del seme (ad es. il micelio di Ustilago nuda & presente
nell’embrione della cariosside di orzo) e di semi contaminati quando I'ino-
culo ¢ aderente alla superficie del seme (ad es. teleutospore di Tilletia caries
su cariossidi di grano) o ¢ distribuito all'interno della massa del seme (ad es.
sclerozi di Sclerotinia sclerotiorum in numerose colture) anche sotto forma di
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terreno o residui colturali infetti. Infine uno stesso patogeno puo avere diver-
sa localizzazione, ad es. le teleutospore di 7. caries possono ritrovarsi aderenti
al seme, in particolare all’estremita villosa della cariosside opposta a quella
embrionale, e libere all'interno della massa delle cariossidi. I semi infetti rap-
presentano, percio, I'inoculo primario da cui pud avere origine un’epidemia.

Un seme infetto puod ospitare I'inoculo del patogeno in strutture diver-
se del seme stesso (embrione, endosperma, tegumenti, pericarpo) e questo
dipendera da diversi fattori quali 'anatomia del seme stesso, la biologia del
patogeno e il momento dell’infezione, inteso sia in rapporto al clima che al
momento della fertilizzazione dell’ovulo. Volendo generalizzare, con tutti i
rischi che si corrono generalizzando troppo, si puo ritenere che per molti fun-
ghi a localizzazione non obbligata, si avra una maggior presenza dell'inoculo
allinterno del seme con infezioni precoci (pre-fertilizzazione) e/o avvenute
con andamento climatico caldo-umido mentre la localizzazione embrionale
si avra piu facilmente con semi in cui 'embrione occupa gran parte del seme
stesso (ad es. buona parte delle leguminose). Per alcuni patogeni si ha una
localizzazione obbligata, U. nuda pud essere presente esclusivamente nell’em-
brione, mentre in altri casi la localizzazione ¢ fortemente dipendente dagli
altri fattori in gioco. La localizzazione dell'inoculo ha conseguenze dirette
sulla trasmissione seme/pianta, sulla difesa e sulla diagnostica. Ancora genera-
lizzando, si puo stilare una graduatoria di “pericolosita’, dove la localizzazione
embrionale occupa il primo posto, seguita da quella interna e non embrionale
e, quindi da quella esterna. Una volta che un lotto di semi infetti ¢ seminato,
il patogeno ¢ in grado di passare dal seme alla pianta e di svilupparsi ulterior-
mente a spese di questa, causando uno stato di malattia. La colonizzazione
dell’ospite pud avvenire per via sistemica, come nel caso di 7. caries su fru-
mento, o attraverso la produzione di inoculo sugli organi attaccati e la sua
diffusione per via esterna sugli organi ancora sani, come nel caso di Ascochyra
pisi su pisello. Neergaard (1979), nel suo estensivo trattato “Seed Pathology”,
cui si puo far riferimento per un organico, seppur datato, inquadramento
del problema, combinando i diversi tipi di localizzazione con le modalita di
infezione e di successivo sviluppo del patogeno a carico della pianta, elenca
8 tipi di ciclo sottolineando che, anche in questo caso, non esiste una netta
linea di demarcazione tra di essi in quanto uno stesso patogeno pud mostrare
pitt di una tipologia di ciclo.

Le conseguenze della presenza di un patogeno su un seme, e quindi I'in-
sorgenza di uno stato di malattia, sono ovviamente funzione dei due organi-
smi, patogeno e ospite, coinvolti. L’ospite, inteso come specie, ¢ in effetti un
insieme di cultivar o varieta che possono differire nella suscettibilita/resisten-
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za a quel determinato patogeno, mentre il patogeno, dal canto suo, ¢ una po-
polazione di individui talvolta assai variabile nella patogenicita/virulenza nei
confronti di quella determinata pianta ospite. E dall’interazione tra i diversi
genotipi presenti che si originerd la malattia. E, tuttavia, opportuno sotto-
lineare che la probabilita di trovare su un seme un biotipo del patogeno gia
particolarmente adattato a quel particolare genotipo dell’ospite ¢ decisamente
pil elevata (in fin dei conti se si trova li ci sono buone probabilita che si sia
sviluppato sulla pianta portaseme) di quanto non lo sia per un propagulo
del patogeno trasportato dal vento di essere depositato sullo stesso genotipo
dell’ospite, e questo ¢ uno dei motivi che rendono la trasmissione per seme
dei patogeni particolarmente efficiente dal punto di vista del patogeno.

Ma le conseguenze della presenza di un patogeno su un seme sono, anche,
fortemente modulate dall’ambiente, nelle sue componenti sia biotiche che
abiotiche, in cui i due attori principali si trovano ad agire. In questo, le ma-
lattie trasmesse per seme non differiscono dalle altre malattie delle piante, e
gli effetti di fattori quali umiditd, temperatura e pH sono stati studiati e, in
alcuni casi, chiariti. Ben diverso ¢ il discorso se prendiamo in considerazione
la componente biotica. Anche in questo caso ¢ oramai assodato che la pre-
senza di altri organismi, micro ma anche insetti, pud modificare l'attivita di
patogeni, sia in senso favorevole che sfavorevole. Su questo principio si basa
la lotta biologica, o, meglio, microbiologica. I semi sono microcosmi che
ospitano organismi patogeni, e su questi si ¢ da tempo concentrata 'attenzio-
ne dell’'uomo, ma anche saprotrofi. Microcosmo ¢ anche quel piccolo volu-
me di terreno (“spermosfera”) interessato dagli essudati del seme e, quindi la
complessita delle interazioni tra microrganismi ¢ decisamente elevata. Questo
significa che la sola determinazione quantitativa di un patogeno in un lotto di
seme ¢ condizione necessaria ma non sufliciente per prevedere, per qualun-
que sistema ospite/patogeno, la “quantitd” di malattia che si manifestera sulla
coltura dopo la semina. E conoscenza comune che la semina di seme infetto
in terreno sterilizzato porta, molto spesso, a una “quantitd” di malattia deci-
samente superiore di quando lo stesso seme viene seminato in terreno natu-
rale, e questo ¢ particolarmente vero quando I'inoculo del patogeno ¢ portato
esternamente al seme stesso. Ai nostri fini, di maggior interesse ¢ il ruolo dei
microrganismi saprotrofi presenti sul seme, in quanto essi potrebbero essere
determinati mediante indagini di tipo diagnostico, e una volta effettuata la
determinazione essa ¢ valida per quel lotto di seme, ma potrebbero anche
essere volutamente aggiunti al seme con strategie di lotta biologica. Da un
semplice esame in banche dati si puo rilevare come esistano centinaia di la-
vori relativi alla lotta biologica ai patogeni trasmessi per seme, anche se da un
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punto di vista commerciale ben pochi prodotti hanno raggiunto il mercato.
Ma questo ¢ un problema comune ai prodotti fitosanitari a base biologica di
cui si & discusso in altra occasione (Vannacci et al., 2009).

3. IDENTIFICAZIONE DEI FUNGHI PATOGENI PORTATI DA SEME

I metodi per il reperimento di organismi patogeni su seme, compresi i funghi,
sono stati oggetto di diversi lavori pubblicati recentemente (Hutchins e Reev,
1997; Mathur e Konsdal, 2003; Taylor et al., 2006, Munkvold, 2009) e a essi
si puo fare riferimento per approfondimenti tecnici. Nostro compito, in que-
sta sede, sara quello di riassumere quanto attualmente disponibile e discutere
quanto, prevedibilmente, la ricerca rendera disponibile nel prossimo futuro.

Essendo condizione necessaria, ancorché non sufficiente, I'identificazione,
e la quantificazione di un patogeno in un lotto di seme per poter definire la
qualita dello stesso lotto, ¢ indispensabile disporre di saggi diagnostici sem-
plici, rapidi, poco costosi, specifici, sensibili e che diano risultati ripetibili e
riproducibili. Le caratteristiche che deve avere un metodo di diagnosi variano
alquanto se si tratta di un patogeno di quarantena o di un patogeno che in-
fluisce sulla qualita. Nel caso di patogeni da quarantena I'informazione che
ci si aspetta ¢ di tipo qualitativo (presenza/assenza) e non dovrebbe essere
accettato nessun rischio di errore. In teoria, 'introduzione di una partita di
semi proveniente da un’area dove ¢ endemico un patogeno da quarantena per
il paese importatore, non dovrebbe basarsi sulle risultanze di un’analisi fitosa-
nitaria condotta su un campione dello stesso seme. Non potendosi esaminare
I'intero lotto oggetto di indagine e dovendosi ricorrere a un campionamento,
Iassenza del patogeno cercato nel campione esaminato non da la certezza
dell’assenza nell’intero lotto, essendo il risultato soggetto a un errore insito
nel campionamento stesso e nel metodo adottato. Altre sarebbero le misure
di protezione da adottare in questi casi, ma questioni di politica commerciale
rendono la problematica estremamente complessa e in continua evoluzione,
come ben esemplificato dal caso di 7illetia indica. In ogni caso, i metodi uti-
lizzabili in queste situazioni devono massimizzare la probabilita di intercettare
lotti infetti, anche assumendosi un maggior rischio di considerare infetto un
lotto che effettivamente ¢ sano. In altre parole, dovrebbe prevalere I'interesse
della comunita (evitare I'ingresso di un patogeno in un’area esente) rispetto
all'interesse del singolo (importazione di una partita di seme).

Nel caso dei patogeni che influiscono sulla qualita, il rischio di commette-
re un errore, sovrastimando o sottostimando la reale presenza di un patogeno
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sul/nel seme, ¢ accettabile e la messa a punto di un metodo tendera a mini-
mizzare questo rischio.

Storicamente, la diagnosi di funghi fitopatogeni trasmessi per seme si ¢ ba-
sata sul riconoscimento delle loro strutture riproduttive, sessuate o asessuate,
differenziate a seguito di incubazione su adatti substrati o recuperate dai semi
a seguito di specifici metodi di separazione, e sulla manifestazione di sintomi
specifici sui semi (o frutti) e sulle piantine che dai semi hanno origine. Su
questa base i metodi possono essere suddivisi tra quelli che non richiedono un
periodo di incubazione del seme e quelli che lo richiedono. Tra i primi si pos-
sono includere I'esame del materiale inerte che si trova associato al seme stesso
(valido, ad es. per il reperimento di sclerozi di Sclerotinia spp. o di Claviceps
spp-), esame al microscopio dell’acqua di lavaggio del seme, che consente
di identificare quelle strutture fungine aderenti alla superficie del seme e che
I'acqua di lavaggio asporta (valido per quei patogeni che hanno localizzazione
esclusivamente esterna, ad es. T7/letia spp.), ed esami particolari, quali I'embr-
yo test, che consente, mediante la rilevazione della presenza di micelio nell'em-
brione, il riconoscimento di U. nuda o U. tritici in seme di orzo o frumento.
Molto pitt numerosi sono i metodi che prevedono I'incubazione del seme in
condizioni particolari per un periodo di tempo variabile, usualmente, tra i 7
e i 10 giorni. Lincubazione puo avvenire in camera umida, e quindi I'esame
vertera sul riconoscimento dei sintomi sulle plantule e sul riconoscimento
diretto del patogeno allo stereomicroscopio, o in camera umida refrigerata,
nella quale il seme, dopo un primo periodo di incubazione a temperatura
ottimale per indurre la germinazione, viene sottoposto a congelamento in
modo da uccidere il seme stesso. In quest’ultimo metodo il seme morto non
offre piti alcun tipo di resistenza allo sviluppo dei funghi presenti su di esso
che si potranno sviluppare pit facilmente. Evidentemente in quest’ultimo
caso il riconoscimento sara diretto. Infine si puo ricorrere all'incubazione del
seme su mezzo agarizzato (ad es. agar patate e destrosio, PDA). Partendo dal
seme, i funghi, e i batteri, presenti possono svilupparsi sul mezzo e competere
per esso dando luogo a una o pitt colonie che circondano il seme stesso. 11
riconoscimento sara diretto, sulla base delle fruttificazioni e dell’aspetto della
colonia. Poiché sul mezzo agarizzato si sviluppano molto bene anche i funghi
saprotrofi che possono giungere a mascherare lo sviluppo di quelli patogeni, ¢
possibile far precedere la deposizione in piastra dei semi da un loro pretratta-
mento con una soluzione di ipoclorito di sodio al 10% di Cl attivo, in modo
da effettuare una sterilizzazione della superficie del seme. Questo consente
Peliminazione della microflora superficiale, piti frequentemente saprotrofa,
ma anche di quella frazione dell'inoculo del patogeno che si trova, per i fun-
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ghi che non hanno localizzazione obbligata, all’esterno. In altre parole il me-
todo consente di rilevare la sola frazione interna dell'inoculo del patogeno e
per tale motivo viene affiancato da un’indagine in camera umida o su mezzo
agarizzato senza pretrattamento. Il metodo su mezzo agarizzato ben si presta
a essere modificato, mediante 'aggiunta di antibiotici, sostanze che riducono
la velocita di crescita dei funghi o fungicidi, al fine di rendere il mezzo stesso
parzialmente selettivo. Al fine di migliorare la selettivita si possono impiegare
mezzi agarizzati disegnati ad hoc, ad esempio il mezzo di Komada (Komada,
1975) ¢ utilizzato per I'individuazione di Fusarium oxysporum da matrici di-
verse. Per una sintetica descrizione dei metodi cosiddetti “classici” si puo fare
riferimento a Vannacci (1988), mentre per un loro approfondimento si pud
fare riferimento a Neergaard (1979).

Questi metodi sono quelli maggiormente adottati nella normativa na-
zionale e internazionale, ma soffrono di due gravi difetti. Richiedono tem-
pi lunghi per fornire i risultati, usualmente 7-10 giorni, e competenze di
tassonomia fungina che, quantomeno in Italia, sono sempre pit difhcili da
trovare. La necessita di superare questi scogli ha indirizzato la ricerca verso
possibili alternative. Limmunologia, e le sue applicazioni quali 'ELISA, ha
fornito eccellenti metodi di saggio, per 'individuazione di batteri e virus,
che forniscono in tempi brevi informazioni affidabili e quantitative. I funghi,
data la loro complessita antigenica, mal si prestano all'impiego di metodi
immunologici, e difatti ben pochi di questi metodi sono entrati nel novero
dei metodi ufficiali (ad es. per il reperimento di Neotyphodium coenophia-
lum e Neotyphodium lolii in Festuca spp. e Lolium spp.; ISTA, 2003). Ma ¢
con la diffusione, a partire dalla fine degli anni ‘80 (Saiki et al., 1985), delle
tecniche basate sulla reazione a catena della polimerasi (PCR) che la fitodia-
gnostica ha fatto un salto di qualitd essendo necessarie semplici nozioni di
biochimica e apparecchiature via via sempre meno costose per poter effettuare
saggi altamente sensibili, rapidi e con la possibilita di analizzare pitt campioni
contemporaneamente. La fitodiagnostica ¢, quindi, uscita dai laboratori di
ricerca fitopatologici per acquisire una logica mercantile con la diffusione
di laboratori privati, in grado di offrire servizi accurati e a costo limitato,
cui possono rivolgersi direttamente gli agricoltori. Le competenze richieste
in questo tipo di laboratori non sono piu quelle fitopatologiche ma quelle
biomolecolari e/o biochimiche e desta, quindi, un po’ di preoccupazione la
capacita di contestualizzare i risultati di questi test diagnostici nella complessa
realtd agronomica e fitopatologica. Munkvold (2009), nella sua eccellente
review, ricorda che tra 75 metodi approvati dall'ISTA, dall’'ISHI (Interna-
tional Seed Health Initiative) e dalla NSHS (National Seed Health System,
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USA), solo 3 sono basati sulla PCR e nessuno di questi riguarda i funghi.
Ancora numerosi sono i limiti oggettivi che questi metodi presentano, quali
le difficolta insite nell’estrazione del DNA dai semi, a causa della presenza di
inibitori della PCR negli estratti, o il rischio di ottenere falsi positivi, a causa
dell’amplificazione di acidi nucleici liberati da cellule morte del patogeno.
Anche la variabilitd imputabile alla diversita dei reagenti e delle apparecchia-
ture impiegate in laboratori diversi, puo costituire un problema. Ricordiamo,
infatti, che per poter essere validato, un saggio deve superare una fase di valu-
tazione condotta in laboratori diversi e a tempi diversi (vedi anche Vannacci,
2008) fornendo risultati statisticamente non differenti. La stessa ricerca pud
fornire rimedi ad alcuni dei problemi rilevati. Lutilizzo di metodi di estrazio-
ne che prevedono I'adsorbimento degli acidi nucleici su polimeri (Mumford
etal., 2000) o 'impiego di separatori magnetici accoppiati con sonde a DNA
(Walcott et al., 2004) consentono una miglior purificazione dell’estratto e
una sua concentrazione aumentando la sensibilita del saggio. La rapida evolu-
zione delle tecniche ha portato allo sviluppo di metodi diagnostici dai nomi,
talvolta, fantasiosi (PCR-ELISA, Immunocapture-PCR, TagMan, beacons,
skorpions; Vannacci e Firrao, 2008). Altre tecniche (Vannacci, 2008), quali
Pimpiego del naso elettronico o dei MIP (molecularly imprinted polymers),
o i nanobiotrasduttori (Firrao et al., 2005), o anche I'impiego di biosensori in
grado di riconoscere acidi nucleici (Minunni et al., 2001) potranno trovare
valida applicazione, ma la fase di messa a punto ¢ ancora piuttosto lunga.

D’altra parte, ¢ con I'avvento della diagnostica molecolare che si puod im-
maginare una evoluzione qualitativa della diagnostica verso obiettivi pitt am-
biziosi, quali la possibilita di individuare pili patogeni in un singolo saggio
(multiplexing), o la possibilita di sottoporre ad analisi molti campioni con-
temporaneamente. La tecnica pit studiata ¢ la multiplex real time PCR, ma
la limitata disponibilita di fluorofori e la necessita di impiegare un limitato
numero di inneschi in ogni singola reazione di amplificazione limitano, di
fatto, la possibilita di diagnosi a pochi patogeni per volta, tuttavia fornendo
risultati quantitativi. Molto piti versatili, anche se in grado di fornire risul-
tati scarsamente quantificabili, risultano essere i DNA arrays, con i quali ¢
possibile diagnosticare diverse decine di organismi contemporaneamente. Se
a tutto questo si aggiunge il prepotente sviluppo della robotica applicata alla
fitodiagnostica, ben si comprende come non molto lontano ¢ il giorno in cui
nel giro di poche ore potremo definire la presenza di tutti i patogeni di inte-
resse per una coltura su un elevato numero di lotti di seme.

Infine, ma non di secondaria importanza, un pesante impatto sul setto-
re della diagnostica lo ha I'evoluzione del concetto di specie legato alla fi-
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logenesi molecolare (Vannacci e Firrao, 2008). La scoperta che organismi
fungini morfologicamente identici possono appartenere a specie molecolari
diverse mette definitivamente in crisi i metodi diagnostici “classici” in quanto
potrebbe non esistere pit una corrispondenza biunivoca tra forma e specie.
Lesempio, pitt sotto discusso, di Fusarium graminearum, ¢ illuminante. Quel-
lo che fino a pochi anni fa era considerata una singola specie ¢ oggi suddivi-
sa, seppure la discussione sia ancora aperta, in pitt di 10 specie diverse. Ma
anche in questo caso la ricerca va avanti affrontando il problema non piu
soltanto mediante I'approntamento di strumenti tecnici sempre pil sofistica-
ti, ma spostando il problema sul piano concettuale, cercando di addivenire a
un sistema di identificazione degli organismi viventi mediante un sistema di
“codici a barre” dove, mediante una corta (500-700 basi) sequenza di DNA
si possa essere in grado di assegnare un individuo a una singola specie (http://
www.boldsystems.org). Labbinamento dell'impiego di queste corte sequenze
e di strumenti quali i DNA arrays e la robotica applicata alla diagnostica
(Vannacci e Firrao, 2008) aprono possibilita attualmente impraticabili, quali
I'identificazione di tutti i componenti il microbioma di un singolo seme, con
ricadute facilmente immaginabili sull’epidemiologia e la difesa.

4. MISURE DI DIFESA

Poiché, per numerosi funghi patogeni delle piante, il seme ¢ un eflicace mezzo
di sopravvivenza nel tempo e di diffusione nello spazio, opportuni interventi
sulle sementi possono essere molto efficaci nella prevenzione delle malattie.
Le misure a disposizione per eliminare o limitare i danni sono numerose.
Innanzitutto disponiamo di normative di quarantena, miranti a impedire
Iintroduzione e la diffusione di patogeni assenti (o presenti solo in aree li-
mitate) in un determinato territorio. Abbiamo poi norme e procedure atte a
garantire la produzione e diffusione di sementi sane (o con soglie di infezione
o contaminazione tali da non compromettere quantita e qualita dei raccolti).
Inoltre, possiamo ricorrere all’'uso di varieta resistenti e all’adozione di tutte
quelle buone pratiche colturali atte a garantire idonee condizioni fisiologiche
dell’ospite o a favorire 'instaurarsi di condizioni micro-ambientali sfavorevoli
alla diffusione delle malattie. Accanto a queste misure preventive, esiste tutto
un arsenale di mezzi di lotta chimica, fisica o biologica capaci di ridurre o,
pil raramente, eradicare i funghi patogeni mediante 'applicazione diretta al
seme stesso. Ognuna di queste misure pud avere, a seconda dei casi specifici,
maggiore o minore efficacia. In generale, 'uso concomitante di pitt misure di
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lotta in un approccio integrato permette 'ottimizzazione dei risultati con il
minimo impatto sull’'uomo e sull’ambiente.

4.1. La quarantena

Per quanto concerne 'UE, la Direttiva 2000/29/CE (che qui consideriamo
nelle disposizioni relative ai semi botanici e altre sementi “tecniche” ma esclu-
dendo quanto concerne i materiali di moltiplicazione quali bulbi e tuberi),
nell’Allegato I, concernente organismi nocivi di cui ¢ vietata 'introduzione
e la diffusione, in tutti gli SM, indipendentemente dai vegetali o prodotti su
cui si trovano, Parte A, Sezione I (organismi di cui non ¢ nota la presenza nel
territorio comunitario) e che rivestono importanza per tutta la Comunita,
elenca sedici specie di funghi, incluso la specie trasmissibile per seme 7. in-
dica.

Nella stessa direttiva, nell’Allegato I, Parte A, Sezione II, che riguarda
misure relative a organismi nocivi di cui sia nota la presenza sul territorio
comunitario e che rivestono importanza per tutta la Comunita, limitatamen-
te a determinati vegetali o prodotti vegetali, una misura riguarda Plasmopara
halstedii, su sementi di Helianthus annuus; nella Parte B dello stesso Allegato,
relativa a zone protette, ¢ inclusa Glomerella gossypii su sementi e frutti (cap-
sule) di Gossypium spp., limitatamente alla Grecia. Nell’Allegato 1V, Parte A,
che stabilisce requisiti particolari che devono essere richiesti da tutti gli SM
per l'introduzione e il movimento di vegerali, prodotti vegetali e altre voci, nel-
la Sezione I, sono menzionate le cariossidi di Zriticum secale e x Triticosecale
da paesi in cui sia nota la presenza di 7. indica, e nella Sezione II (vegetali,
prodotti vegetali e altre voci, di origine comunitaria) le sementi di H. annuus,
per le quali ¢ richiesto che le sementi siano originarie di zone notoriamente
indenni da P halstedii, oppure che queste, a eccezione di quelle di varieta re-
sistenti a tutte le razze del patogeno presenti nella zona di produzione, siano
state sottoposte a idoneo trattamento. Infine, nella Parte B dell’Allegato IV
(introduzione e movimento in zone protette) vengono indicati requisiti parti-
colari, per le sementi di Gossypium spp. relativamente ad alcune regioni della
Spagna e per la Grecia. Questi sono: la constatazione ufficiale che la lanugine
del seme sia stata rimossa e, per la sola Grecia, che nessun sintomo di G. gos-
sypii sia stato osservato nel luogo di produzione dall’inizio dell'ultimo ciclo
vegetativo completo e che un campione rappresentativo sia stato analizzato e
trovato esente dal patogeno.
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Oltre alle misure definite dalla direttiva, nell’UE, come in qualsiasi altro
paese che segua gli standard internazionali, possono venire adottate misure
provvisorie per casi di emergenza, basate su un’analisi sommaria del rischio
condotta sui limitati dati scientifici disponibili. Contemporaneamente, o co-
munque entro tempi brevi, inizia il monitoraggio del territorio per verificare
la situazione e delimitare le eventuali zone in cui 'organismo nocivo sia gia
presente e viene elaborato un PRA completo. Valga qui 'esempio di Gibbe-
rella circinata (anamorfo Fusarium circinatum), agente del Cancro resinoso di
numerose specie di Pinus e di Pseudotsuga menziesii (abete di Douglas), tra-
smissibile anche per seme. La Commissione, sulla scorta di un PRA prelimi-
nare prodotto dai servizi fitosanitari francesi, adotto la Decisione 2007/433/
EC (CE 2007) nella quale sono state previste misure per prevenire I'introdu-
zione o la diffusione dell’organismo specificato, per delimitare le aree infette
nella Comunita e per la lotta contro 'organismo in tali aree (eradicazione),
regolando I'importazione, la produzione e gli spostamenti nella Comunita
stessa dei vegetali specificati, comprese le sementi. Con la stessa decisione ¢
stata avviata un’indagine per rilevare la presenza o I'assenza dell’organismo
negli SM.

Al fine di raccogliere maggiori informazioni per le decisioni future, relative
alla gestione del rischio da G. circinata, compreso 'eventuale inserimento del
patogeno nella Direttiva 2000/29/EC, la Commissione ha incaricato CEFSA
di condurre una nuova e piu estesa valutazione del rischio e di identificare e
valutare le misure fitosanitarie adottabili. Questa ha recentemente pubblicato
un’Opinione in merito (EFSA, 2010a) giungendo alla conclusione che, in
alcune parti del’'UE, c’¢ il rischio che il Cancro resinoso possa colpire le spe-
cie ospiti. Secondo lo studio, I'ingresso e la diffusione del patogeno nellUE
appaiono molto probabili ed esso ha un alto potenziale di stabilirsi in alcune
aree. Sono state identificate diverse vie d’ingresso (pathway), tra le quali rive-
ste un ruolo primario il seme, e definite le aree potenzialmente a rischio, con-
siderando la distribuzione degli ospiti e le condizioni climatiche. Queste aree
comprendono Portogallo (nord e centro), Spagna (nord ed est), Francia (sud
e aree costiere) e aree costiere dell'Italia e della Grecia. In alcune di queste
sono gia stati osservati attacchi. Misure di lotta integrata, con le appropriate
pratiche vivaistiche e in foresta, possono limitare 'impatto della malattia. Le
misure previste dalla legislazione in vigore, che oltre a quelle specifiche per G.
circinata definite nella Decisione 2007/433/EC, comprendono anche misure
rivolte ad altri patogeni (ad esempio quelle relative all'importazione di legna-
me) ma che possono in qualche misura mitigare il rischio di introduzione di
G. circinata, sono ritenute di effetto limitato nei riguardi del fungo. Avvalen-
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dosi di questa Opinione del’EFSA, e tenendo conto di molti altri fattori, i
q

gestori del rischio definiranno le eventuali misure da adottare per conseguire

un livello di rischio accettabile secondo gli attuali standard internazionali.

Se da un lato si deve riconoscere l'utilita delle misure di quarantena in
vigore nellUE nell'impedire, o almeno ritardare, I'ingresso di alcune specie
di funghi patogeni trasmessi per seme, dall’altro il confronto tra il grande
numero di queste (Richardson, 1990) e il ridottissimo numero di specie og-
getto di normativa, suggerisce alcune considerazioni. In particolare, come
sottolineato da Neergaard (1981), occorrerebbe una rivalutazione critica del
concetto stesso di “distribuzione geografica” delle specie fungine, che tenga
in maggior conto I'incidenza di importanti patogeni non inclusi nelle liste di
quarantena perché “largamente diffusi”. In realtd alcuni di questi, considerati
a distribuzione “mondiale”, hanno sul territorio una diffusione discontinua e
possono raggiungere, mediante il seme, aree indenni o a limitata incidenza.
Il caso di S. sclerotiorum, che infetta numerosi ospiti ed ¢ diffusa in tutto il
mondo, pud essere emblematico. Il patogeno pud accompagnare il seme e
raggiungere un determinato campo in una localita precedentemente indenne,
da cui potra diffondersi mediante ascospore alle colture successive dello stesso
e di altri ospiti. Gray e Noble (1965) hanno descritto un caso, in Scozia, in
cui I'inoculo del fungo, presente in sementi di pisello, ha successivamente
raggiunto anche colture di patata e carota. Altro aspetto non sufficientemen-
te considerato nelle normative di quarantena riguarda la variabilita genetica
della patogenicita. Neergaard (1981) cita il potenziale pericolo rappresentato
da razze di Magnaporthe grisea nuove per I'ltalia o per altri paesi produttori
di riso nella zona OEPP, nelle quali la specie patogena ¢ presente, ma in cui
I’ introduzione di varianti sino a ora assenti potrebbe causare conseguenze
altrettanto nefaste quanto quelle osservate in Alto Volta, Nigeria o Corea del
Sud quando furono introdotte, con cultivar di riso importate, nuove razze
del fungo.

A questo proposito occorre menzionare il ruolo bivalente del germopla-
sma, utilissimo per costituire nuove varietd pitt produttive e con caratteri
desiderabili, ma assai pericoloso per le specie patogene, o le loro varianti,
che puo veicolare e che, con gli scambi tra genetisti, possono diffondersi su
scala mondiale. Le nuove accessioni, infatti, vengono soprattutto raccolte nei
centri di origine delle specie vegetali coltivate o dei loro affini selvatici, e que-
ste generalmente coincidono con i centri di origine di molti loro patogeni.
Inoltre, le cure dedicate alla conservazione del seme raccolto (in particolare le
basse temperature e la bassa umidita relativa) aumentano la longevita anche
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dei funghi patogeni che infettano o contaminano i semi. E quindi fondamen-
tale che le istituzioni che raccolgono e scambiano il germoplasma e i paesi
importatori mettano in atto adeguate precauzioni affinché i movimenti si
verifichino con il massimo di sicurezza (Neergaard, 1984; Kaiser et al., 2000).
Si veda anche, in proposito, la serie FAO/IPGRI Technical Guidelines for the
Safe Movement of Germplasm, di cui ci limitiamo a citare i fascicoli dedicati,
rispettivamente, ai cereali a cariosside piccola e alle leguminose da granella:

Frison et al. (1990); Diekmann e Putter (1995).

4.2. La certificazione e le buone pratiche colturali
nei campi di produzione delle sementi

Uno strumento fondamentale, capace di permettere a una determinata culti-
var di esprimere in coltura il massimo della capacita in termini di produzione
e qualitd, ¢ rappresentato da opportuni schemi di certificazione che garan-
tiscano il valore agronomico e sanitario delle sementi. Senza ripetere qui i
concetti espressi in altri contributi in questo stesso Quaderno (Borasio; Me-
risio), ci limitiamo a sottolineare alcuni aspetti della prevenzione di malattie
da funghi nei campi di produzione delle sementi.

Al fine di poter adottare le misure pili idonee a minimizzare il rischio
di infezioni nei campi di produzione, ¢ necessario conoscere I'epidemiologia
dei principali funghi patogeni trasmissibili per seme di ogni singola coltura.
Seguendo i concetti epidemiologici generali sviluppati dal Welzien, che conio
il termine “geofitopatologia’ negli anni ’60, e successivamente applicati ad
alcune malattie portate da seme da Diekmann (1993), possiamo distinguere
I’area geografica in cui una determinata malattia pud presentarsi, in funzione
della presenza degli ospiti e dei fattori ambientali, in tre sub-aree a seconda
della frequenza con cui ricorrono epidemie con perdite economiche rilevanti:

1) aree di maggiore danno, con epidemie frequenti;

2) aree di danno marginale, con epidemie occasionali;

3) aree di attacco sporadico, nelle quali la malattia normalmente non causa
danni significanti.

Alla luce dei concetti esposti, sara importante, quindi, la scelta di zone
idonee, per caratteristiche pedoclimatiche, a sfavorire le epidemie e I'insedia-
mento dei principali patogeni fungini sul o nel seme di una determinata spe-
cie. Tuttavia, le zone pil vocate climaticamente per prevenire malattie fogliari
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da specie di Drechslera, Rinchosporium e altre, nonché infezioni da Fusarium
spp- sulle cariossidi dei cereali, quali ad esempio potrebbero essere le aree a
clima piu secco del sud Italia, sono, talvolta, carenti dal punto di vista del-
le infrastrutture, e meriterebbero maggior attenzione da parte delle Autorita
locali e nazionali affinché le loro potenzialita per la produzione sementiera
potessero essere maggiormente valorizzate.

Linfezione seminale in campo pud avere luogo in diverse fasi fisiologiche:
all’antesi, durante lo sviluppo del seme che si conclude con la maturita fisiolo-
gica di questo, durante la maturazione, che inizia dalla maturita fisiologica e,
attraverso un processo di cambiamenti fisiologici e strutturali legati soprattut-
to alla riduzione del contenuto idrico, si conclude al momento del raccolto.
Nei riguardi di ogni singolo patogeno, ogni fase fisiologica di una data specie
ha caratteristiche sue proprie che si riflettono sull’epidemiologia e, di conse-
guenza, sulle misure da adottare per prevenire le infezioni. Cosi, se una certa
specie patogena ha come fonte d’inoculo i residui della coltura precedente,
sara opportuno ricorrere a rotazioni con colture non-ospiti, oppure all’allon-
tanamento o all'interramento profondo dei residui stessi. Garzonio e McGee
(1983), ad esempio, dimostrarono 'efficacia del mais come precedente col-
turale idoneo a ridurre il livello di infezione seminale da Diaporthe/Phomopsis
in soia. Un accorgimento, raccomandabile per diverse combinazioni ospite-
patogeno al fine di ridurre il rischio di infezioni tardive (e, nello stesso tempo,
limitare I'insediamento di funghi a debole patogenicita ma che potrebbero
ridurre il vigore del seme), consiste nel raccogliere il seme appena abbia rag-
giunto I'idoneo stadio di maturita, onde evitarne il rischio di esposizione alle
piogge e all’'umidita. Anche la scelta del metodo d’irrigazione, delle quantita
d’acqua e del momento di distribuzione, nonché la tempestiva eliminazione
delle malerbe nel campo e intorno a esso, possono avere un ruolo decisivo
nella riduzione dell’inoculo fungino sul seme.

Lo stato sanitario dei campi portaseme dovra essere verificato con oppor-
tune ispezioni e integrato dall’analisi dello stato fitosanitario delle sementi
prodotte, le quali, a seconda dei risultati dei controlli di campo e di labora-
torio, potranno essere certificate (come tali o dopo opportuni trattamenti) o
rifiutate.

Saranno inoltre adottate tutte quelle misure colturali idonee a favorire il
buono stato fisiologico delle piante portaseme, al fine di esaltarne le resistenze
o la sfuggenza ai patogeni. A proposito di quest'ultimo aspetto, ad esempio,
esperienze condotte in Italia hanno confermato che I'indice di trasmissione
di P graminea in orzo ¢ correlato all'intervallo semina-emergenza (Delogu et
al., 1989), quindi, nel caso specifico, per ridurre I'infezione la data di semina
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dovra essere scelta in modo tale da avere la massima probabilita di una rapida
emergenza. Menzioniamo, oltre alla scelta delle epoche di semina, le conci-
mazioni pili opportune e le distanze di semina che favoriscano I'acrazione
della coltura.

4.3. La resistenza varietale

La scelta di varieta resistenti rappresenta un cardine della difesa delle colture
a tutti i livelli della produzione. Data l'esistenza di numerose varianti pato-
genetiche in alcuni importanti funghi portati da seme, si dovranno costituire
e riprodurre varieta resistenti alle varianti piu diffuse e virulente. Trattare qui
a fondo questi aspetti esulerebbe dal tema assegnatoci. Ci limiteremo ad ac-
cennare a un filone della ricerca e dell'applicazione sinora un po’ trascurato
ma che, in mancanza di idonei geni di resistenza, potrebbe apportare miglio-
ramenti significativi, o comunque contribuire a prolungare la durabilita delle
resistenze disponibili. Si tratta degli interventi genetici sull’architettura della
pianta o sulla morfologia di alcuni suoi organi. Alcuni di questi sono allo
studio particolarmente per malattie fungine fogliari, trasmissibili anche o so-
prattutto per seme, di leguminose da granella, per le quali mancano adeguate
fonti di resistenza e per situazioni colturali ove il ricorso intensivo alla lotta
chimica sarebbe sconsigliabile per ragioni economiche o ambientali. Lap-
proccio, diflicile per le complesse relazioni tra forma, fisiologia e ambiente,
oggi si avvale dell’appoggio di modelli computerizzati e appare capace di fu-
turi interessanti sviluppi (Porta-Puglia et al., 2000).

4-4. Trattamenti chimici fisici e biologici

I trattamenti al seme hanno rappresentato e rappresentano tuttora un mezzo
fondamentale per garantire produzione e qualitd. La storia della Patologia
vegetale ¢ andata di pari passo con lo sviluppo di metodi di lotta. All'inizio
del secolo XX i metodi disponibili per la lotta contro i funghi trasmessi per
seme erano essenzialmente tre: le soluzioni rameiche, la formaldeide e 'acqua
calda. Quest'ultimo metodo, messo a punto dal danese Jenssen nel 1888,
consisteva nell'immergere le sementi per 110 minuti in acqua mantenuta a
48 °C, oppure per 95 minuti a 49 °C (Mathre et al., 2001). Intanto, la popo-
larita dei trattamenti cuprici, che era andata calando a causa della tossicita nei
confronti del seme e della necessita di applicarli in liquido e di dover quindi
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asciugare il seme, riprendeva vigore, intorno al 1917, con l'introduzione del
carbonato di rame, meno fitotossico e applicabile a secco. Nel frattempo,
iniziavano ad affermarsi i derivati organici del mercurio che diventeranno il
principale mezzo per la concia del seme in molti paesi per I'elevata efficacia
verso molti patogeni. Ma la loro alta tossicita anche per 'uvomo e gli anima-
li, che portdo a drammatici casi di avvelenamento e a danni ambientali, ne
determind severe limitazioni d’impiego e il progressivo abbandono. Un’altra
molecola, I'esaclorobenzene, fu usata per diversi anni per I'eflicacia contro le
teleutospore di agenti di Carie sulle sementi e al suolo. Nei primi anni ’50,
con la scoperta di nuove famiglie di principi attivi, altri fungicidi, quali ti-
ram (ditiocarbammati) e captan (ftalimidici), trovarono largo impiego nella
concia delle sementi per 'ampio spettro d’azione e la comodita d’impiego.
Lavvento della carbossina, attiva verso agenti di Carie, Carboni, Elmintospo-
riosi, Rizottoniosi e Ruggini, dotata di sistemicita, bassa tossicita per uomo
e animali e fitotossicita trascurabile, sostitul progressivamente i precedenti
fungicidi, soprattutto nella concia di cereali a cariosside piccola. Negli ultimi
due decenni la messa a punto di nuove molecole ad azione fungicida applica-
bili alle sementi si ¢ andato arricchendo dei triazoli (difenoconazolo, tebuco-
nazolo, triticonazolo), fungicidi sistemici ad ampio spettro per i cereali, del
fludioxonil (impiegato a basse concentrazioni e considerato a basso rischio)
che, su mais e altre specie, ha sostituito il captan. Dal 1996 inizi6 'uso di mo-
lecole della famiglia delle strobilurine, a spettro assai vasto e con nuovo modo
d’azione, capaci anche di apportare benefici fisiologici alle piante derivate dal
seme trattato (Munkvold, 2009).

La lotta con mezzi fisici si avvale di metodi passivi o attivi. I primi com-
prendono i sistemi di “pulitura’, da tempo di impiego corrente da parte
dell'industria sementiera, capaci di separare meccanicamente i propaguli fun-
gini, ad esempio gli sclerozi (Claviceps, Sclerotinia, ecc.), che possono accom-
pagnare le sementi, oppure i semi alterati nella forma o nel peso (ad esempio
cariossidi colpite da Fusarium spp.) che possono costituire fonte d’inoculo.
Tra i secondi, troviamo soprattutto quelli che impiegano I'energia termica,
e rappresentano quindi I'evoluzione del metodo di Jenssen. Tali trattamenti
trovano ostacolo nel limitatissimo differenziale termico tra temperature ef-
ficaci contro i patogeni e temperature tollerate dal seme senza che la germi-
nabilitd ne sia compromessa. Inoltre, quelli applicati in liquido, richiedono
una fase di essiccamento delle sementi. D’altra parte il calore secco, efficace
nei confronti di alcuni insetti, non lo ¢ altrettanto nei confronti dei funghi.
Limpiego di vapore aerato puo ridurre o eliminare i citati inconvenienti (For-
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sberg, 2004); ne ¢ stata sviluppata una tecnica, gia commercializzata in Svezia
per il trattamento dei cereali, che fornisce risultati migliori o uguali rispet-
to ai convenzionali trattamenti chimici verso diversi funghi (Tinivella et al.,
2005). Infine, leffetto termico pud essere ottenuto con una tecnica innovati-
va che sfrutta selettivamente I'effetto biocida di fasci di elettroni a bassa ener-
gia, limitato agli strati pili superficiali del seme con rispetto dell'embrione. 1l
metodo risulta efficace verso malattie portate da seme in cereali (Tinivella et
al., 2005; Jahn et al., 2006). I metodi basati sull’energia termica, di interesse
per il seme destinato a colture biologiche, non sembrano ancora poggiare su
basi sperimentali sufficientemente ampie da permetterne, in tempi brevi, una
pili vasta estensione all’agricoltura convenzionale.

I metodi di lotta biologica si avvalgono di microrganismi, sfruttando uno
o pitt dei meccanismi con cui questi possono interagire con il patogeno o con
lospite (iperparassitismo, antibiosi, competizione per lo spazio e i principi nu-
tritivi, induzione di resistenza nell’ospite). Teoricamente molto promettente,
la lotta biologica trova il principale limite applicativo nella forte dipendenza
del sistema ospite-parassita-agente biologico dalle condizioni ambientali, che
causa risultati variabili nel tempo e nello spazio. Tuttavia i trattamenti al seme
(sia contro patogeni trasmessi per seme sia per la protezione delle plantule
verso alcuni agenti di marciume radicale e di morie dei semenzali presenti
nel terreno) ne rappresentano 'impiego di maggior successo. Alcuni prepa-
rati hanno dimostrato una buona efficacia nei riguardi di patogeni di grano,
riso, mais, barbabietola da zucchero e cotone (Heidary e Pessarakli, 2010).
Gli agenti piu studiati comprendono alcuni batteri (Pseudomonas fuorescenti
e Bacillus spp.) e specie di funghi quali Trichoderma spp., Gliocladium spp.,

nonché isolati di Fusarium spp. antagonisti.

Accenniamo, a completamento dei principali mezzi in uso o in sperimen-
tazione per la concia del seme, alle sostanze naturali, di origine vegetale o
animale.

I prodotti di origine vegetale hanno notevoli potenzialita di sviluppo ap-
plicativo in agricoltura per la loro ricchezza in molecole bioattive quali alca-
loidi, tannini, chinoni, cumarine, composti fenolici e fitoalessine. Gli estratti
vegetali e gli oli essenziali, in particolare, sono facilmente ottenibili, attivi
verso specie fungine, biodegradabili e impiegabili anche in agricoltura biolo-
gica e in programmi di lotta integrata (Vannacci et al., 2009). Alcuni risul-
tati sperimentali indicano la potenziale applicabilita, nel trattamento contro
patogeni fungini delle sementi, di alcuni estratti, quali quelli di chiodo di
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garofano (Syzygium aromaticum) e curcuma (Curcuma longa), risultati effi-
caci contro Alternaria brassicicola e Fusarium oxysporum patogeni di crucifere
(Suwitchayanon e Kunasakdacul 2009), estratti di aglio contro diversi funghi
associati al seme di cetriolo (Ruhul Amin et al., 2009) e molti altri, tra cui
'olio di timo (Tinivella et al., 2005). Sono tuttavia necessari ulteriori studi
per meglio comprendere quali singole sostanze attive o loro combinazioni
siano pit efficaci verso le singole specie patogene (Christian e Goggi, 2008).
Tra le sostanze di origine animale di potenziale applicabilita citiamo il latte e
il suo siero.

§. STUDIO DI CASI
s.1. Tilletia indica, agente della Carie parziale di frumento e triticale
5.1.1. Il patogeno, la malattia, i danni

1. indica, agente della Carie parziale (o Carbone parziale) del frumento, fu
osservata per la prima volta nel 1930 in India (Hariana) nella Stazione Bo-
tanica di Karnal (Mitra, 1931), da cui la denominazione inglese di Karnal
bunt dato alla malattia. In Asia, ¢ presente in diversi stati del nord dell'India,
in Afganistan, Iraq, Nepal, Pakistan (Warham, 1986) e Iran (Torabi et al,,
1996). Nel 1972 fu osservata nello stato messicano di Sonora (Durén, 1972),
nel 1966 fu rinvenuta in un campione di semente negli Stati Uniti d’America
(Ykema et al., 1996) in Arizona, e successivamente cariossidi sintomatiche
furono reperite in alcune aree della stessa Arizona, della California e del Texas
(Rush et al., 2005). Risulta segnalata anche in Brasile (Rio Grande do Sul)
dove ne ¢ stata tentata I'eradicazione (Da Luz et al., 1993), ma non sembra-
no disponibili notizie recenti in merito ai risultati ottenuti (Sansford et al.,
2007). Successivamente ¢ stata segnalata anche in Sud Africa nella Provincia
di Northern Cape (Crous et al., 2001) e in aree limitrofe (Naudé, 2002). Gli
ospiti “naturali” sono: grano tenero (7riticum aestivum), grano duro (Triticum
durum) e triticale (x Triticosecale); la gamma di ospiti, in condizioni di infe-
zione artificiale, si estende ad alcune altre specie di Poaceae.

1. indica non causa infezioni sistemiche. La malattia puo riguardare solo
alcune spighe della stessa pianta e solo alcune cariossidi della stessa infiore-
scenza (Rattan e Aujla, 1991; Cunfer et al., 1997; Fuentes-Ddvila, 1997).
Queste possono essere colpite con diversa severita e su di esse si formano
sori pieni di teleutospore e di cellule sterili del fungo: si va da uno o pochi
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sori puntiformi (localizzati maggiormente nel solco ventrale, in prossimita
del polo embrionale) sino, seppur raramente, alla completa trasformazione
dell’intera cariosside in soro. I sintomi della malattia, anche a causa dell’in-
cidenza comunemente poco elevata, dell’aggregazione delle piante infette
in campo e della distribuzione irregolare delle cariossidi infette nella spiga,
sono difhicilmente osservabili in campo e le cariossidi malate vengono per
lo pit individuate con gli esami condotti dopo la trebbiatura (Forster e
Goates, 1997).

Generalmente, almeno quando le buone pratiche colturali siano applica-
te e non venga riutilizzato il seme prodotto in aree affette da Carbone par-
ziale, I'incidenza della malattia, e conseguentemente le perdite di raccolto,
sono molto basse, mediamente meno dell’1%, anche se variabili da localita
a localita e da anno ad anno, con perdite occasionalmente elevate (Murray
e Brennan, 1998; Rush et al., 2005). Tuttavia, le partite di granella con
infezione superiore al 3% sono inadatte al consumo umano, e quelle con
oltre il 10% anche all’'uso mangimistico, a causa del colore scuro e dell’odo-
re sgradevole (trimetilammina) impartito dal patogeno ai prodotti (farina,
pasta, ecc.). Secondo i risultati sperimentali di Pefia et al. (1992) il lavaggio
prima della molitura permette di ottenere farine e pane con caratteristiche
organolettiche accettabili anche da partite con infezione sino al 6%, ma il
procedimento implica complicazioni del ciclo produttivo con incremento
dei costi. Per le aree colpite da 7. indica, al danno diretto si aggiunge quello
derivante dalle barriere all’esportazione di sementi e derrate contaminate,
in seguito alle misure di quarantena messe in atto da numerosi paesi im-
portatori.

5.1.2. Aspetti epidemiologici

Le teleutospore di 7. indica sono soggette a un periodo di dormienza variabile
prima di poter germinare. Esse sono molto resistenti alle condizioni avverse
e possono sopravvivere nel terreno per diversi anni (Chib et al., 1990; Smi-
ley, 1997). La loro distribuzione nel suolo dei campi infestati puo variare
da livelli di notevole aggregazione spaziale sino a distribuzioni casuali (Allen
et al., 2008). Studi condotti nell’ambito del progetto Risks associated with
Tilletia indica, the newly-listed EU quarantine pathogen, the cause of Karnal
bunt of wheat (V Progetto Quadro CE) in Gran Bretagna, Italia e Norvegia,
hanno dimostrato che il patogeno pud sopravvivere per almeno tre anni a
profondita di 5-20 cm nel suolo (Inman et al., 2008). Le teleutospore vitali
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che si vengano a trovare alla superficie del suolo o a profondita di alcuni mil-
limetri, germinano producendo un promicelio, all'apice del quale si formano
numerosi sporidi primari (basidiospore), anche piu di cento (Mitra, 1931;
Warham, 1986). Questi germinano producendo sporidi secondari, i quali
a loro volta producono altri sporidi. Levento pud ripetersi piu volte. Se gli
sporidi secondari raggiungono un ospite suscettibile nelle fasi fenologiche
adatte all'infezione, e le condizioni ambientali sono favorevoli a questa e al
successivo evolversi della malattia, le infiorescenze vengono infettate dando
luogo a cariossidi cariate. Goates e Jackson (2006) hanno riscontrato che, a
differenza di quanto considerato precedentemente, il periodo di suscettibilita
in normali condizioni di campo si estende a oltre un mese, dalla fase di ini-
zio spigatura sino a maturazione cerosa soffice, mentre il periodo di maggior
rischio per una singola spiga ¢ di circa 12 giorni (dall’emergenza al comple-
tamento dell’antesi).

Lalta umidita relativa o le piogge durante le fasi critiche dell'ospite costi-
tuiscono un fondamentale requisito ambientale per la comparsa della malat-
tia (Aujla et al., 1977; Singh e Prasad, 1978; Warham e Flores, 1988). Le tem-
perature ottimali per la germinazione delle teleutospore sono di 20-25 °C. La
malattia si diffonde principalmente con le cariossidi infette, ma I'inoculo puo
conservarsi anche nel terreno e diffondersi nell’aria mediante teleutospore o
sporidi. Teleutospore (di cui il 50% era vitale) sono state reperite sino a 3000
m di altitudine su campi infetti ove era in corso la bruciatura delle stoppie
(Bonde et al., 1987).

Non sono disponibili informazioni sulla concentrazione di teleutospore
nel suolo o di sporidi nell’aria o sulle piante necessari perché abbia luogo la
malattia in campo. Secondo Rush et al. (2005), la correlazione tra la densita
d’inoculo e lincidenza del Carbone parziale non ¢ ancora sufficientemente
conosciuta e i tentativi condotti in Arizona per definire I'eventuale soglia mi-
nima di teleutospore necessaria perché avvenga l'infezione non hanno avuto
successo.

I risultati degli studi sulla capacita potenziale di 7" indica di stabilirsi
nell’'UE, condotti nell'ambito del menzionato progetto europeo combinando
la modellistica epidemiologica del patogeno e i modelli fenologici dell’ospite,
hanno mostrato che nell’'UE il rischio di infezione ¢ sostanziale sia per il gra-
no duro sia per il grano tenero e che le scelte colturali, quali la data di semina
o la classe di maturazione delle cultivar, lo influenzano poco. Lanalisi dei
dati meteorologici storici nei diversi anni ha mostrato che in Europa ci sono
sempre stati anni/localita favorevoli all'infezione e al decorso della malattia

(Sansford et al., 20006).
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5.1.3. Identificazione di 7. indica

Le specie di Tilletia sono circa 140 e la loro classificazione, nata su base mor-
fologica e di ospite, con lausilio delle nuove conoscenze biomolecolari ha
recentemente risolto alcuni problemi controversi di attribuzione generica e
chiarito rapporti evolutivi, aprendo interessanti prospettive per la classifica-
zione naturale di questi funghi. I recenti studi filogenetici sulle specie di 7i/-
letia e sui generi affini, parassiti della famiglia delle Poacee, portano a distin-
guere un gruppo ben definito, che comprende solo parassiti della sub famiglia
delle Pooideae, e un raggruppamento, assai eterogeneo, che include parassiti
delle Panicoideae, Chloridoideae, Arundinoideae ed Ehrhartoideae. Nel pri-
mo troviamo quasi tutte le specie di 7i/letia con teleutospore reticolate, quali
1. caries e 1. laevis, che producono un piccolo numero di basidiospore le
quali, germinando, vanno incontro a coniugazione, ma anche, seppure in un
distinto sottogruppo, T. indica e 1. walkeri (patogeno di Lolium multiflorum
e Lolium perenne) con teleutospore tubercolate e produzione di basidiospo-
re numerose e non coniugantesi. Il secondo raggruppamento comprende 7
horrida, patogeno del riso, 1. barclayana, patogeno di specie di Paspalum e Pa-
nicum, e 1. ehrbartae, patogeno di Ebrharta calicina (Castlebury et al., 2005).

Su un campione di cariossidi di frumento possono essere presenti pilt
specie di Tilletia patogene di questo ospite. Altre possono accidentalmente
contaminare il raccolto se presenti su erbe infestanti del frumento stesso, su
precedenti colturali, o anche su altre derrate, quali il riso, che possono pre-
cederlo o accompagnarlo nelle stive delle navi o in altri mezzi di trasporto.
Anche se le diverse specie sono identificabili sulla base di caratteri morfologici
distintivi (dimensioni, tipo di ornamentazione dell’episporio, colore ecc.),
I'identificazione puo dar luogo a perplessita anche da parte degli analisti piu
esperti, particolarmente quando, nei campioni da esaminare, sia presente una
quantita molto limitata di teleutospore. Le teleutospore di 7. indica sono di
colore marrone scuro e di aspetto verrucoso, globose o subglobose, diametro
25-43 (media 34,6) um (Waller e Mordue, 1983). Se le dimensioni minori e
la struttura reticolata delle teleutospore di 7. caries, 1. laevis e altre rendono
impossibile qualsiasi confusione con quelle di 77 indica, lo stesso non si puod
dire per 7" walkeri, 1. horrida, T. barclayana e T. ehrhartae morfologicamente
pit simili a 7. indica. T walkerii e 1. ehrhartae sono state rinvenute su cam-
pioni di frumento in Australia; 7" walkerii ¢ T. horrida sono state osservate
negli USA e in Asia, in caso di successione del frumento, rispettivamente,
con loglio o riso (Castlebury e Carris, 1999; Carris et al., 2006; Wright et al.,
2003; Pascoe et al., 2005).
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I metodi adottati nei laboratori ufficiali per reperire teleutospore di 7
indica tengono conto delle menzionate difficoltd, nonché della necessita di
disporre di strumenti affidabili e rapidi, adatti a laboratori di analisi delle
sementi che operano ai fini di certificazione o quarantena.

Un metodo oggi largamente usato ¢ stato messo a punto da Peterson et al.
(2000): esso si avvale di membrane con pori di dimensioni selettive nei con-
fronti di 7 indica. In particolare, la sospensione ottenuta lavando il campione
di cariossidi in esame viene filtrato attraverso una membrana di nylon con
pori di 53 um, che separa molte impuritd ma lascia passare le teleutospore;
queste vengono raccolte e concentrate su un’altra membrana con pori di 20-
pm. Il materiale raccolto sulla membrana a maglie piu fitte viene trasferito su
vetrino e osservato al microscopio composto per 'identificazione morfologi-
ca, o piastrato su agar acqua per ottenere la germinazione delle teleutospore
e poterle identificare mediante PCR, utilizzando due primer specifici per 7.
indica. Il metodo, in presenza di 5 teleutospore di 7. indica su 50 g di cariossi-
di, ¢ risultato afhdabile al 100% sia con 'osservazione al microscopio sia con
il ricorso alla PCR. Il metodo di Peterson et al. ¢ applicato anche nel corrente
standard OEPP/EPPO per 7. indica (EPPO, 2007), che integra le osserva-
zioni morfologiche con I'uso di strumenti molecolari attualmente disponibili
(Pimentel et al., 1998; Frederich et al., 2000).

I diversi metodi biomolecolari per I'identificazione di 7. indica richiedono
che le teleutospore siano fatte germinare. Cio richiede tempo, talvolta oltre
ogni ragionevole limite pratico. Per ovviare a questi inconvenienti, Tan et al.
(2009) hanno sviluppato un metodo molecolare, specifico e sensibile, che
non richiede la germinazione. Il protocollo prevede la liberazione del DNA
dalle teleutospore, la sua amplificazione (Tan ¢ Murray, 2006) e un saggio
multiplex (5-plex) capace di identificare e distinguere, in un campione di ca-
riossidi di frumento, 7. indica da altre singole specie (7 walkeri, 1. ehrbartae,
1. horrida, e da un gruppo comprendente 7. caries, 1. laevis, T. controversa,
1. bromi e T. fusca). 1 diversi prodotti dell’amplificazione sono individuati
simultaneamente mediante 5 diversi spettri fluorescenti. Il saggio ¢ ancora in
fase di validazione, ma appare promettente per la sua capacita di affrontare
e potenzialmente risolvere le principali esigenze analitiche nel settore della
certificazione, dei survey fitopatologici e della quarantena, permettendo di
individuare 7. indica anche in presenza di una singola teleutospora sospetta.
Il metodo ¢ in validazione anche in Italia (Bragaloni e Riccioni, 2010).

Nel tentativo di semplificare le procedure di analisi, particolarmente per il
monitoraggio della presenza della Carie parziale negli Stati produttori di fru-
mento degli USA, sono stati sviluppati anche metodi di individuazione basati
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sul reperimento di cariossidi sintomatiche (bunted kernel standard) anziché
sulla ricerca delle teleutospore. Ricordiamo qui due metodi di laboratorio
impiegati su campioni di cariossidi al momento del raccolto (USDA APHIS,
2007). Il primo ¢ in uso nel Texas e si avvale di un separatore ottico ad alta ve-
locita (Dowell et al., 2002) che, opportunamente tarato, ¢ in grado di separare
le cariossidi sane da quelle “malate” con una affidabilita variabile, dipendente
da diversi fattori (livello e tipo di infezione, caratteristiche varietali ecc.). Il
secondo metodo, usato negli altri Stati, ¢ basato sull’ispezione visiva da parte
di personale appositamente addestrato, che puo avvalersi di una macchina
che regola il flusso delle cariossidi e le presenta, sotto una lente, all’analista.
Entrambi i metodi sono soggetti a limiti derivanti dal tipo di sintomi presenti
(ad esempio, i sori pitt piccoli possono piti facilmente sfuggire), all’interferen-
za della concomitante presenza di altre malattie fungine del frumento causate
da altri patogeni (Alternaria alternata, altre specie di Tilletia) ecc.

5.1.4. Normativa fitosanitaria

1! indica ¢ oggetto di quarantena in numerosi paesi del mondo. Prima del
1982, solo quattro paesi avevano adottato misure di quarantena verso il
patogeno. Il Messico, in seguito alla comparsa del Carbone parziale nelle
valli dello Yaqui e del Mayo (Stato di Sonora) nei primi anni ’80, introdusse
misure restrittive al movimento interno delle sementi. Successivamente, gli
USA introdussero la quarantena, con tolleranza 0, verso tutte le sementi e
le granaglie di origine messicana (Rush et al., 2005). Ma le misure si rivela-
rono insufficienti e il Carbone parziale raggiunse alcune aree di produzione
nel sud degli USA. Furono quindi subito adottate misure interne molto ri-
gorose, miranti al contenimento e all’eventuale eradicazione della malattia.
In considerazione dell'importanza degli USA come esportatori mondiali
di frumento, in breve tempo 37 paesi importatori adottarono misure di
quarantena. Le negoziazioni avviate dagli USA in seguito alle conseguenze
commerciali subite dal comparto cerealicolo, convinsero la maggior parte
degli importatori ad accettare, con dichiarazione aggiuntiva da apporre sui
certificati fitosanitari, le granaglie provenienti da zone libere dalla malattia
allinterno degli Stati interessati dalla malattia (Arizona, California e Texas),
ma anche questo passo richiese lunghe trattative e indusse altri 11 paesi,
nei quali non vigeva alcuna misura restrittiva, a richiedere la dichiarazione
aggiuntiva.

1 indica & inserita nell’elenco A1 dell’OEPP/EPPO. Per quanto concerne
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I'UE, il fungo ¢ menzionato nella Direttiva 2000/29/EC nei seguenti allegati:
Allegato I, Parte A, Sezione I e Allegato IV Parte A Sezione 1.

Nella fattispecie, per le sementi dei generi Triticum, Secale e x Triticosecale
originarie dell’Afghanistan, dell'India, dell'Iraq, del Messico, del Nepal, del
Pakistan e degli USA, dove ¢ nota la presenza di 7. indica, ¢ richiesta la con-
statazione ufficiale che le sementi siano originarie di una zona notoriamente
indenne dal patogeno. Per la granella delle medesime specie botaniche e per
gli stessi stati d’origine, ¢ richiesta la constatazione ufficiale che la granella sia
originaria di una zona notoriamente indenne da 7. indica, oppure, che nessun
sintomo di 7. indica sia stato osservato sui vegetali nel luogo di produzione
durante 'ultimo ciclo vegetativo completo e che campioni rappresentativi di
granella siano stati prelevati al momento della raccolta e prima della spedizio-
ne e trovati esenti dal patogeno.

Tra gli SM, I'ltalia, con la sua fiorente produzione di pasta, ¢ il principale
importatore di frumento duro e, in particolare, di DesertDurum’, marca bre-
vettata riservata al grano duro prodotto in aree irrigue dell’Arizona e della Ca-
lifornia, particolarmente apprezzato dall'industria per vari aspetti, tra i quali
I’alta resa in semolino e la precoce disponibilita sul mercato (maggio-giugno).
Considerata la presenza di 7. indica in alcune aree di questi Stati, appare
evidente il coinvolgimento diretto del nostro Paese in tutte le problematiche
internazionali del Karnal bunt.

Il commercio mondiale del grano riguarda oltre 100 milioni di tonnellate
per anno, e la questione delle restrizioni fitosanitarie all'importazione di fru-
mento anima un dibattito molto vivo e aperto a diverse possibili evoluzioni.
A livello scientifico non mancano gli studi che concludono a favore dell’at-
tenuazione delle misure di quarantena. Citiamo il PRA sviluppato in India
(Nagarajan, 2001), I'articolo sulla modellistica delle popolazioni del fungo
(Garrett e Bowden, 2002) e i recenti contributi al dibattito di Babadoost
(2000) e Jones (2007a, 2007b, 2009). A questa visione si oppongono i ri-
sultati ottenuti dal citato progetto UE, il PRA basato su di essi (Sansford et
al., 2006; Sansford et al., 2008) e altri risultati scientifici (Murray e Sansford,
2005). Inoltre, un recentissimo studio, condotto con il modello previsionale
MaxEnt, indica che zone cerealicole della Cina presentano un rischio alto
o moderato di Karnal bunt e raccomanda misure di quarantena per il paese
(Zhilong et al., 2010). Sul piano diplomatico, 'USDA-APHIS ha recente-
mente sottoposto all’attenzione della Commissione Europea (CE) un’ana-
lisi quantitativa sul rischio rappresentato all'importazione di granaglie USA
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nell’'UE e di desert durum in Italia, finalizzato a ottenere, sulla base del basso
rischio risultante dal documento, 'attenuazione delle misure fitosanitarie in
atto nell’'UE. In particolare, il documento propone di limitare le analisi sui
campioni di granella alla ricerca di cariossidi sintomatiche (applicando il co-
siddetto bunted kernel standard) anziché di teleutospore e di campionare e
saggiare le partite solo al momento del raccolto (eliminando quindi la se-
conda verifica prevista oggi al momento dell'imbarco). II PLH del’EFSA,
richiesto dalla stessa CE, ha valutato il documento e ha pubblicato un’opi-
nione scientifica in merito (EFSA, 2010b). In essa si conclude che le misure
proposte dagli USA in alternativa a quelle del'UE non offrono un livello di
protezione comparabile a quello offerto dalla normativa in vigore. E verosi-
mile che il dibattito tra le parti continuera, con conseguenze pratiche oggi
non prevedibili. Tuttavia, occorre qui ricordare che ¢’¢ un generale consenso,
sia tra i paesi produttori che tra quelli esportatori, sulla necessita di mantenere
comunque misure rigorose per le sementi, alle quali gli stessi USA applicano
norme piu restrittive, inclusa I'assenza di teleutospore nei campioni.

s.2. Fusariosi della spiga dei cereali o Fusarium head blight
5.2.1. Gli agenti causali, la malattia, i danni

Il Fusarium head blight (FHB), o Fusariosi della spiga, ¢ una tra le pit im-
portanti malattie trasmesse per seme che colpisce i cereali. Si tratta di una
malattia complessa, a diffusione mondiale, che pud essere causata da nume-
rosi patogeni appartenenti a diverse specie fungine (Liddell, 2003). Tra que-
ste compaiono Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Microdochium
nivale, Microdochium majus, Fusarium aveaceum e Fusarium poaee altre specie
di Fusarium tra cui Fusarium equiseti, Fusarium tricinctum e Fusarium sporo-
trichioides (Parry et al., 1995), per citarne alcune, con F graminearum e F cul-
morum riconosciute come le due specie predominanti associate alla malattia.

La distribuzione e la predominanza di un patogeno rispetto agli altri ¢ for-
temente determinata da fattori climatici. In generale, in Europa e in Italia la
fusariosi della spiga ¢ causata principalmente da £ graminearum a cui si trova-
no associate altre specie di Fusarium quali E culmorum, F avenaceum e F poae
e in minor misura £ acuminatum, E crookwellense, E equiseti, F langsethiae, F
sporotrichioides e F tricinctum (Moretti et al., 2010). In Europa centrale e su-
dorientale predomina F graminearum anche se, in anni recenti, £ culmorum,
E avenaceum e F poae sono stati registrati in graduale crescita (Bottalico e Per-
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rone, 2002). Nelle aree marittime, pil fredde, dell’Europa nord-occidentale
le specie comunemente associate al FHB sono £ culmorum, E avenaceum e
Microdochium spp. anche se, recentemente, F poae ¢ diventata, a spese di £
culmorum, piu prevalente (Xu et al., 2005), cosi come £ avenaceum, insieme
a F poae, prevale al centro e al nord dell’Europa (Kosiak et al., 2004; Yli-
Mattila et al., 2004). La prevalenza di F poae ¢ sorprendente, se si pensa che
questa specie ¢ considerata meno patogena e aggressiva delle altre coinvolte
nel FHB (Brennan et al., 2003; Xu et al., 2007). Nelle regioni europee carat-
terizzate da un’estate piu fredda, £ graminearum sembra aver recentemente
incrementato la sua diffusione, probabilmente come risultato dell’aumento
della produzione di mais in rotazione al frumento in Europa (Xu et al., 2008;
Logrieco et al., 2002). In alternativa, questa specie si potrebbe essere adattata
a climi piu freddi oppure i cambiamenti climatici potrebbero aver portato
alcune regioni a raggiungere un clima pit temperato. £ graminearum sensu
strictu (la specie dominante del Fusarium graminearum complex - FGC) ¢
associata al FHB in Nord America mentre £ asiaticum (incluso nel FGC)
¢ predominante nelle regioni del Sud e ha la maggior distribuzione in Asia
(Suga et al., 2008; O’Donnell et al., 2004).

I sintomi iniziali del FHB compaiono sotto forma di macchie marrone
chiaro sulle glume. Le lesioni aumentano di dimensione fino a quando rico-
prono lintera spiga e, in funzione delle condizioni ambientali, si diffondono
alle spighe adiacenti. Le piante infette vanno incontro a prematura senescenza
e le spighe assumono la tipica colorazione della maturita, in contrasto con
il colore verde delle rimanenti piante. In alcuni casi, 'infezione del rachide
causa appassimento o morte dell’intera spiga situata al di sopra del punto di
infezione. La produzione di sporodochi alla base delle glume infette porta alla
comparsa di una colorazione rosa su numerose spighe, cosi come la granella
derivante dalle spighe affette da FHB puo assumere una colorazione rosa in
associazione con la crescita fungina (Xu e Nicholson, 2009).

Linsieme dei danni causati dalla malattia ¢ piuttosto complesso e include:
riduzione della produzione causata da una diminuzione del numero di carios-
sidi o da un decremento del peso unitario; diminuzione delle caratteristiche
qualitative della granella a seguito di alterazioni del contenuto di lipidi, ami-
do e proteine (Nightingale et al., 1999); diminuzione della germinabilita e
del vigore germinativo dei semi che possono, inoltre, essere fonte di inoculo
della malattia nelle colture successive (Winson et al., 2001); contaminazione,
in determinate condizioni ambientali, della granella da parte di micotossine
(Bottalico e Perrone, 2002) che la rendono non piu utilizzabile nell’alimen-
tazione umana e animale.
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Le specie di Fusarium associate al FHB sono note per la capacita di pro-
durre micotossine, tra cui i tricoteceni, potenti inibitori della sintesi protei-
ca. I pilt comuni tricoteceni ritrovati nel frumento sono il deossinivaleno-
lo (DON) che puo essere presente, a seconda del chemiotipo produttore,
anche nelle sue forme acetilate 3-acetil DON (3ADON) e 15-acetii DON
(15ADON) e il nivalenolo (NIV). E graminearum, E culmorum, E poae, F
langsethiae sono noti produttori di tricoteceni, mentre le specie £ avenaceum
e F tricinctum sono note per la produzione di altre micotossine, monilifor-
mina, beauvericina e enniantine, meno tossiche rispetto ai tricoteceni. Poiché
non solo tra le diverse specie di Fusarium, ma anche all'interno della stessa
specie si pud assistere a una variazione della capacita tossigenica, ¢ intuitiva
I'importanza di individuare con la massima precisione gli organismi coinvolti
nel FHB (Dejardins, 20006).

La normativa che riguarda la presenza di micotossine nel frumento attual-
mente in vigore ¢ rappresentata dal regolamento Ce 1881/2006 (CE, 2006a),
e relativa modifica Reg. Ce 1126/2007 (CE, 2007), in cui sono indicati i
tenori massimi di alcune micotossine nelle derrate destinate all’alimentazione
umana e animale, con particolare riferimento al DON e NIV. Per quanto
riguarda la granella destinata all’alimentazione umana, ad esempio, i limiti
massimi ammessi di DON nel frumento tenero non trasformato sono fissati
a 1250 ppb mentre nel frumento duro il limite ¢ innalzato a 1750 ppb. Per
garantire un’efficiente tutela della salute pubblica, i prodotti il cui contenuto
di contaminanti superi il tenore massimo non devono essere commercializ-
zati come tali né dopo miscelazione con altri prodotti alimentari, né essere
impiegati come ingredienti di altri alimenti. Nella Raccomandazione Ce del
17/08/2006 (CE, 2006b) la Comunita Europea ha stabilito i principi relativi
alla prevenzione e riduzione della contaminazione da Fusarium-micotossine
nei cereali indicando alcune misure per gli operatori del settore al fine di evi-
tare o ridurre quanto pil possibile la contaminazione.

5.2.2. Aspetti epidemiologici

La principale fonte d’inoculo iniziale della malattia, per gli ambienti dove
non si sono ancora registrati attacchi, ¢ rappresentata dai semi infetti (Gilbert
et al., 2003). Pil in generale, I'inoculo iniziale della malattia si origina dai
residui colturali presenti nel terreno dove sopravvive, in funzione della specie,
sia come micelio saprotrofo che sotto forma di clamidospore con cui infetta
le giovani plantule. Successivamente, durante I'antesi e il primo periodo di
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sviluppo dei semi, i conidi o le ascospore sono in grado di infettare le spighe
portando allo sviluppo del FHB.

La maggior parte delle specie di Fusarium associate al FHB si diffonde
attraverso conidi che vengono dispersi nell’aria o possono raggiungere i nuovi
siti di infezione intrappolati in gocce d’acqua (Paul et al., 2004). £ grami-
nearum ha un vantaggio epidemiologico poiché ¢ in grado di differenziare
periteci e, quindi, produrre anche ascospore.

La produzione di conidi e ascospore ¢ fortemente influenzata dalle con-
dizioni ambientali quali temperatura e umiditd. Ad esempio, temperature
inferiori a 3 °C sembrano inibire la formazione dei periteci in £ graminearum,
mentre la produzione di ascospore ¢ favorita da elevati valori di umidita (Trail
e Common, 2000).

Esistono alcune differenze nelle richieste ambientali, in termini di tempe-
ratura e umidita, per la germinazione e 'infezione sia tra che all'interno della
stessa specie. Alcuni studi, iz vitro, hanno mostrato che isolati appartenenti
alla stessa specie, originari di varie regioni dell’Europa, tendono ad avere un
optimum di temperatura che riflette le condizioni climatiche della zona di
origine (Brennan et al., 2003). Su spighe isolate, quelle inoculate con F ave-
naceum e E graminearum mostrano la pit alta incidenza di infezione a una
temperatura ottimale approssimativamente di 28-29 °C (Rossi et al., 2001).
In contrasto, le spighe inoculate con M. nivale e E culmorum hanno una
incidenza di infezione inferiore, con un optimum di temperatura di 18 °C e
26.5 °C. In condizione di inoculazioni controllate su frumento, £ culmorum
e F graminearum generalmente mostrano una maggior incidenza di infezione
rispetto a M. nivale, F poae e F avenaceum (Xu et al., 2007).

Numerosi modelli previsionali del FHB sono stati sviluppati sulla base di
osservazioni empiriche, al fine di correlare le condizioni ambientali con lo
sviluppo della malattia. Recentemente, alcuni risultati hanno indicato che
Pintensita della Fusariosi della spiga nelle diverse regioni dipende dalle con-
dizioni ambientali che si verificano in brevi periodi critici per lo sviluppo
epidemiologico (Kriss et al., 2010).

I processi di infezione e colonizzazione delle spighe di frumento sono es-
senzialmente gli stessi per £ graminearum, E culmorum, E avenaceum e M.
nivale (Kang e Buchenauer, 2003; Kang et al., 2005 e 2008). I macroconidi
germinano dopo 6-12 ore su tutte le superficie della pianta ospite con cui
vengono a contatto. | tubetti germinativi non infettano immediatamente i
tessuti ospiti ma sviluppano ife che crescono e si ramificano sulla superficie.
Una fitta rete di micelio si forma, 24-36 ore dopo solitamente sulla superfi-
cie interna delle glume, lemma e palea e sull’ovario, mentre la crescita sulla
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superficie esterna ¢ scarsa. La penetrazione all'interno dell’ospite si verifica
attraverso la superficie interna di lemma, glume e palea e sulla parte superiore
dell’ovario. Il patogeno si diffonde verso il basso nella rachilla e fino al nodo
del rachide attraverso una crescita inter- e intra-cellulare. Dal nodo del rachi-
de le ife si estendono attraverso i fasci vascolari e il tessuto parenchimatico
corticale.

Durante la colonizzazione delle spighe di frumento si possono osservare
marcate alterazioni nel tessuto dell’ospite che includono degenerazione del
citoplasma e degli organelli cellulari e disintegrazione delle cellule. La degra-
dazione della cellulosa, degli xilani e della pectina delle cellule vegetali sugge-
risce che i patogeni coinvolti nel FHB possono rilasciare enzimi in grado di

degradare la parete cellulare dell’ospite (Xu e Nicholson, 2009).

5.2.3. Identificazione

Sebbene le specie coinvolte nel FHB mostrino alcuni aspetti comuni, quali i
sintomi e il ciclo biologico, queste differiscono sulla base delle caratteristiche
morfologiche, dell'epidemiologia, delle esigenze ecologiche e della capacita di
causare danni e, quindi, possono rispondere in maniera differente ai metodi
di lotta.

Negli ultimi decenni dello scorso secolo la determinazione morfologica
e la quantificazione attraverso i metodi in piastra su substrati agarizzati era
'unica tecnica a disposizione per 'identificazione e la quantificazione dei
patogeni, in generale, e di quelli associati alla Fusariosi della spiga, in parti-
colare. Questi metodi erano non solo elaborati e necessitavano di periodi di
tempo abbastanza lunghi, ma le analisi dovevano essere svolte da personale al-
tamente qualificato, in grado di discriminare tra isolati appartenenti a specie
morfologicamente molto simili e non sempre i risultati ottenuti riflettevano
la reale situazione biologica (Xu e Nicholson, 2009).

Colture di £ graminearum possono essere facilmente confuse con Fusa-
rium pseudograminearum, E crookwellense ¢ E culmorum e con alcune specie
incluse nella Sezione Sporotrichiella, come Fusarium sporotrichioides, Fusarium
tricinctum, F poae e Fusarium chlamydosporum. Le differenze nella morfologia
dei macroconidi consentono la distinzione di £ graminearum da F culmorum
e F crookwellense. Lassenza di microconidi permette di distinguere gli isolati
di £ graminearum dagli isolati appartenenti alla Sezione Sporotrichiella che,
su mezzo agarizzato (PDA), sono simili a quelle di £ graminearum (Leslie e

Summerell, 2006).
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Particolarmente complessa, soprattutto ai fini della identificazione degli
isolati, risulta essere la tassonomia di £ graminearum [teleomorfo Giberella
zeae (Schwein) Petch.]. Analisi filogenetiche molecolari, condotte su isolati
provenienti da diverse aree geografiche, hanno portato a definire £ gramine-
arum sensu lato come un complesso di specie (FGC) formato almeno da 11
specie filogenetiche (O’Donnell et al., 2004). Il lavoro di Starkey et al. (2007)
ha permesso di arrivare a 13 specie biogeograficamente strutturate e filogene-
ticamente distinte all’interno del FGC, mentre, nel 2009, Yi-Mattila et al.,
hanno descritto una nuova specie all'interno del FGC associata al FHB in
Russia. Tuttavia, secondo Leslie e Summerell (2006), sarebbe pit opportuno
parlare ancora di una singola specie biologica utilizzando £ graminearum per
tutti le linee familiari o lineaggi (clade) associati con questo gruppo di funghi
e riferendosi a questi come sottospecie.

Considerando le appena descritte limitazioni significative del riconosci-
mento morfologico a livello di specie all'interno di Fusarium in generale, e del
FGC in particolare (O’Donnell et al., 2008), appare sempre pill importante
Iimpiego di tecniche molecolari che permettano I'identificazione degli agenti
causali del FHB e la discriminazione dei diversi lineaggi all'interno del FGC
e dei diversi chemiotipi. Sono attualmente a disposizione numerosi meto-
di molecolari per I'identificazione e la quantificazione di specie di Fusarium
(Demeke et al., 2005; Terzi et al., 2007), in particolare attraverso 'impiego
della PCR quantitativa. La metodologia denominata TagMan' real-time PCR
¢ utilizzata per la quantificazione di specie di Fusarium (Waalwijk et al., 2004;
Freudlund et al., 2008; Yli-Mattila et al., 2008). La variante SYBR Green del-
la PCR quantitativa ¢ utilizzata per la quantificazione della biomassa fungina
(Burlakoti et al., 2007; Terzi et al., 2007; Nicolaisen et al., 2009) ed & stata
dimostrata una correlazione positiva tra biomassa stimata attraverso I'impiego
della real-time PCR e il contenuto di DON. Nel 2010 ¢ stato messo a punto
un protocollo mediante I'impiego della TagMan real time PCR specifico per
il clade 7 di £ graminearum. Nello stesso lavoro ¢ stato possibile stabilire una
correlazione tra biomassa totale e contenuto di DON nel frumento e orzo
(Demeke et al., 2010). Inoltre, I'impiego della tecnica multiplex-PCR per-
mette di individuare i diversi chemiotipi di £ graminearum, Fusarium asia-
ticum, F culmorum e identificare isolati appartenenti alle specie £ asiaticum
e F graminearum s. str. (Quarta et al., 2006; Suzuki et al., 2010). E eviden-
te come, in una situazione cosi complessa, ci si debba chiedere cosa sia piu
opportuno diagnosticare: la specie morfologica £ graminearum? Le singole
specie molecolari? I singoli chemiotipi? La risposta risiede nei motivi che ci
spingono alla diagnosi, commercio internazionale, qualita del seme, sicurezza
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alimentare, ma la risposta pili ovvia, verso cui ci si sta avviando, ¢ la messa a
punto di sistemi diagnostici a elevato multiplexing che ci consentiranno di
determinare tutto in un singolo test della durata di poche ore.

RIASSUNTO

Circa il 90% delle colture alimentari del mondo sono riprodotte per seme e numerose
malattie causate da funghi e trasmissibili per seme ne possono compromettere la pro-
duzione e qualita. Il crescente scambio internazionale di sementi crea preoccupazioni di
ordine fitosanitario, che hanno portato all’adozione di norme di quarantena per impedire
lintroduzione e la diffusione di patogeni non presenti, o presenti in aree limitate, nei
singoli stati. La protezione delle colture dai patogeni trasmessi per seme si basa su due
pilastri: la diagnostica e gli interventi di difesa.

Storicamente, la diagnosi di funghi fitopatogeni trasmessi per seme si ¢ basata sul
riconoscimento morfologico e sulla manifestazione di sintomi specifici. Con l'avvento
della diagnostica molecolare ¢ possibile definire saggi che consentono di individuare piu
patogeni in un singolo saggio (multiplexing), o di sottoporre ad analisi molti campioni
contemporaneamente. Per proteggere una coltura sono disponibili strumenti molto di-
versi quali le misure di quarantena, le buone pratiche di coltivazione, la resistenza gene-
tica, per finire con I'impiego di strumenti chimici, fisici o biologici.

Infine, particolare attenzione sara rivolta allo studio di due casi: Tilletia indica, agente
della carie parziale di frumento e triticale; Fusariosi della spiga di cereali.

ABSTRACT

It is estimated that about 90% of food crops are propagated by seeds and many seed-
borne diseases caused by fungi can impair both production and quality. The increasing
international seeds import/export generates concerns from a phytopathological point
of view. Quarantine regulations have been passed in order to avoid the introduction
and spreading of new pathogens, or pathogens present in confined areas, in different
Countries. Crop protection rely on two pillars: diagnostics and protection tools. Histori-
cally, diagnosis of seed-borne pathogenic fungi is based on morphological identification
and on the development of specific symptoms. Molecular diagnostic techniques will al-
low the detection of more pathogens by a single test (multiplexing) and/or the analysis of
more samples at the same time. Protection tools include quarantine, Best Farming Prac-
tices, genetic resistance, and chemical, physical or biological treatments.Finally, two case
studies will be discussed: 7illetia indica karnal bunts and Fusarium head blight of wheat.
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