GRAZIELLA BERTA®™*, NADIA Massa*, ELisa GAMALERO®**

Uso di microrganismi benefici del suolo

(funghi micorrizici arbuscolari e batteri rizosferici)
come agenti di contenimento

delle malattie delle piante

In condizioni di campo, le piante interagiscono con un gran numero di
microorganismi, nocivi o benefici. Questi ultimi comprendono i funghi mi-
corrizici arbuscolari (AM) e i batteri promotori della crescita delle piante
(PGPB).

I funghi AM, tutti classificati oggi nel phylum Glomeromycota (SchiiefSler e
Walker, 2010), stabiliscono ur’interazione mutualistica con le radici della mag-
gior parte delle piante vascolari, dalle Pteridofite alle Angiosperme (Smith and
Read, 2008). La simbiosi AM ¢ stata ripetutamente messa in relazione con il
miglioramento della salute, della crescita e della capacita di tollerare stress abio-
tici (come la siccitd, la scarsa disponibilita di nutrient, la salinitd, la presenza
di metalli pesanti, ecc. — Gamalero et al., 2010a; Lingua et al., 2008) e biotici
(come i funghi patogeni delle radici e gli insetti — Trotta et al., 1996; Guerrieri
et al., 2004; Berta et al., 2005) nell’ospite vegetale. Essi vengono considerati
potenziali agenti di biocontrollo, e la riduzione della crescita del patogeno &
generalmente ascritta a fenomeni di competizione e all'induzione di reazioni di
difesa da parte della pianta (Pozo et al., 2002). Il nostro gruppo di ricerca si ¢
occupato da tempo di questi aspetti, nell'ambito di numerosi progetti, due dei
quali europei, utilizzando come sistema sperimentale il pomodoro, colonizzato
o no da un fungo AM, e infettato o no con i funghi patogeni Phyrophtora nico-
tianae var. parasitica o Rhizoctonia solani. In entrambi i casi, il fungo AM riduce-
va significativamente la malattia indotta dal patogeno, e I'effetto era ancora pit
evidente in presenza di batteri rizosferici, con una chiara azione sinergica (Trotta

et al., 1996; Berta et al., 2005).
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In seguito al rilascio di essudati radicali, numerosi batteri del suolo si lo-
calizzano sulle o attorno le radici delle piante, trovando abbondanti fonti di
nutrienti. In relazione al grado di intimita con la radice, i PGPB possono
formare simbiosi con le piante occupando strutture specializzate (es. i nodu-
li); legarsi alla superficie delle radici; colonizzare i tessuti interni delle radici,
comportandosi come endofiti (Vessey, 2003). I PGPB, in aggiunta al miglio-
ramento della crescita, possono esercitare attivita soppressiva nei confronti
delle malattie che originano dal suolo. La stimolazione diretta ¢ mediata da
diversi meccanismi, tra i quali il miglioramento della nutrizione minerale (at-
traverso la fissazione dell’azoto, la solubilizzazione del fosfato e la chelazione
del ferro), la produzione di fitormoni (tra i quali le auxine, le citochinine e
le gibberelline) e le modificazioni dell’architettura radicale (Glick, 1995; Ga-
malero et al., 2002). Alla base del contenimento dei microrganismi patogeni
delle piante vi sono la competizione per la colonizzazione di siti o nutrienti, la
produzione di antibiotici ed enzimi, e I'induzione di resistenza sistemica nei
confronti dei patogeni (Raaijmakers et al., 2009). In aggiunta, anche gli stress
biotici e abiotici possono essere meglio tollerati dalla pianta in presenza di
batteri che esprimano I'enzima 1-aminocyclopropano-1-carbossilato (ACC)
deaminasi. Questo enzima batterico scinde TACC di origine vegetale, che ¢ il
precursore immediato dell’etilene, prevenendo I'accumulo di livelli di etilene
che potrebbero inibire la crescita (Glick, 2014).

Luso di funghi AM e di PGPB ¢ stato proposto per contrastare le fitopla-
smosi. Il primo lavoro in assoluto sull’argomento riguardava il pomodoro
colonizzato dal fungo Glomus mosseae BEG12 e infettato con un fitoplasma
del gruppo Stolbur. Questo studio, condotto dal nostro gruppo di ricerca,
dimostro che le piante micorrizate e infettate dal fitoplasma presentano sin-
tomi meno severi e, soprattutto, che le cellule batteriche mostrano segni di
degenerazione, quali 'agglutinazione, il confinamento del citoplasma alla
periferia dalla cellula e un ridotto numero di ribosomi (Lingua et al., 2002).
Leffetto positivo dei funghi AM fu successivamente confermato da Garcia-
Chapa et al. (2004) in portainnesto di pero e da Kamirska et al. (2010) in
pervinca.

Risultati simili sono stati ottenuti, ancora una volta nel nostro laborato-
rio, inoculando piante di Chysanthemum carinatum, infettate o meno con
il fitoplasma del giallume del crisantemo “Candidatus Phytoplasma asteris”
strain CYP, con Pseudomonas putida S1Pf1Rif. Questo ceppo appartiene alle
pseudomonadali fluorescenti ed ¢ stato isolato nel suolo adiacente a una vite
asintomatica, circondata da piante con chiari sintomi di infezione da fito-
plasma (Gamalero et al., 2010b; Sampo et al., 2012). Rimaneva tuttavia da
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determinare quale fosse il meccanismo o i meccanismi alla base del fenomeno
osservato.

Un ulteriore passo fu compiuto con la simultanea inoculazione di funghi
AM e PGPB. Piante di C. carinatum sottoposte a doppia inoculazione con
G. mosseae e P putida S1PF1RIf, sono state messe in contatto con le cicaline
vettore del “Ca. P asteris”. Sebbene i due simbionti non abbiano influenzato
la moltiplicazione dei fitoplasmi, e solo in parte la loro vitalita, come dimo-
strato con nuovi metodi molecolari, essi fornirono alcune forme di resistenza
al fitoplasma: le piante trattate con entrambi i simbionti esposte alle cicaline
vettore che risultavano sintomatiche erano meno di un terzo rispetto a quel-
le non trattate (7% contro il 26%). Inoltre, I'inoculazione simultanea dava
luogo a un ritardo nella comparsa dei sintomi nelle piante non resistenti, al
miglioramento della crescita della porzione aerea delle piante infette e a mo-
dificazioni dell’architettura dell’apparato radicale che suggerivano lo sviluppo
di un sistema vegetativo piu efliciente e attivo (D’Amelio et al., 2011).

Visti i risultati incoraggianti e tenendo presente che il nostro obiettivo era
il miglioramento delle condizioni di salute di viti affette da flavescenza dorata,
¢ stato ritenuto opportuno ricorrere a un sistema sperimentale diverso, la per-
vinca, pianta ornamentale in grado di ospitare il fitoplasma della flavescenza
dorata (FDP). In questo caso, il batterio inoculato sulle piante era Pseudomonas
migulae 8R6 un endofita in grado di colonizzare i tessuti interni delle pianta
stabilendo quindi una relazione intima con essa, e capace di sintetizzare I'enzi-
ma ACC deaminasi. Grazie alla collaborazione con il professor Bernard Glick
dell'Universita di Waterlooo (Canada) abbiamo avuto 'opportunita di disporre
di un mutante del ceppo batterico, deficiente nella sintesi dell’enzima. In que-
sto modo ¢ stato possibile verificare I'ipotesi che un batterio produttore di ACC
deaminasi potesse indurre una migliore resistenza o tolleranza nella pianta infe-
stata dal fitoplasma della flavescenza dorata. Leffetto piti rilevante dell'inoculo
delle piante con questo ceppo batterico ¢ stato osservato, come ci si attendeva, a
livello dell’espressione dei sintomi. Infatti, il 93% delle piante infettate da FDP
ma non inoculate con il ceppo batterico erano sintomatiche. Questo valore si
riduceva al 53% nelle piante inoculate con P migulae 8R6 produttore di ACC
deaminasi. Al contrario, 'inoculo con il mutante difettivo nella sintesi di ACC
deaminasi riduceva in modo non significativo la frequenza di piante sintoma-
tiche. Oltre all'espressione dei sintomi, di sicuro interesse era anche la valuta-
zione della quantita di cellule di fitoplasma all’interno delle foglie della pianta
ospite. Grazie a tecniche molecolari abbiamo potuto riscontrare che I'inoculo
con il ceppo batterico produttore di ACC deaminasi riduceva in modo non
significativo il titolo del fitoplasma. Tuttavia, la non significativita del risultato
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era legata al fatto che nel 40% delle piante il quantitativo di DNA del fitopla-
sma era al di sotto del limite soglia del metodo (Gamalero et al., accettato per
pubblicazione).

Alla luce di questi risultati, e di altri presenti in letteratura (Masoero et
al., 2015) si ¢ quindi passati alla sperimentazione su vite (cv. Barbera), sia su
barbatelle sia su piante adulte, in condizioni di pieno campo e con un pro-
gramma di monitoraggio a medio termine.

Risultati preliminari ottenuti in vigneti diversi, mostrano che le piante
inoculate con funghi AM e batteri PGPB sembrano mantenere stabile la loro
condizione sintomatologica, in una situazione in cui il trattamento di con-
trollo presenta un inasprimento dei sintomi da FD; i batteri endofiti hanno
un effetto maggiormente benefico nel miglioramento dei sintomi rispetto
all'inoculo misto di funghi AM e batteri PGPB: il trattamento con batteri
endofiti sembra alleviare la sintomatologia delle piante. Comunque, in en-
trambi i trattamenti con microorganismi sono stati osservati miglioramenti
nella sintomatologia da flavescenza dorata.

E inoltre in corso uno studio metagenomico per identificare i microrga-
nismi presenti nell’apparato radicale e nella porzione epigea delle piante sane
e di quelle infettate da fitoplasmi, per valutare le differenze nel microbioma
delle piante nelle due condizioni e individuare cosi microrganismi potenzial-
mente utili per interventi terapeutici o preventivi.

Questo progetto ¢ stato presentato presso il servizio fitosanitario della Re-
gione Piemonte durante un tavolo tecnico sulla lotta alla flavescenza dorata
(11 giugno 2015) e rientra tra quelli esposti nel tavolo regionale per la ricerca
sui fitoplasmi presso I'Istituto Penna di Asti il 1 luglio 2015. Inoltre, il pre-
sente studio rientra nel lavoro di tesi di Dottorato di Ricerca “Chemistry and
Biology”, del dottor Gabriele Daglio, dal titolo: “Uso di elicitori biotici di
resistenza nella lotta alla flavescenza dorata della vite e metodi innovativi di
rilevamento dei sintomi”.

RIASSUNTO

Sono qui descritti alcuni dei piti importanti risultati ottenuti dagli Autori sugli effetti
indotti da funghi micorrizici arbuscolari e batteri promotori della crescita, da soli o
in combinazione, in piante sottoposte a stress biotici (funghi patogeni e fitoplasmi).
Vengono inoltre descritti i possibili meccanismi coinvolti nelle risposte di difesa della
pianta nei confronti di patogeni. I risultati presentati suggeriscono e confermano il
possibile uso di microrganismi benefici del suolo come agenti di biocontrollo delle
malattie delle piante.



USO DI MICRORGANISMI BENEFICI DEL SUOLO 79

ABSTRACT

The paper presents the most relevant results obtained by the Authors on the effects in-
duced by arbuscular mycorrhizal fungi and plant growth promoting rhizobacteria, alone
or in combination, in plants subjected to biotic stresses (pathogenic fungi and phytoplas-
mas). The mechanisms involved in the plant defense responses are tentatively explained.
The results here described confirm and suggest the possible use of soil beneficial micro-
organisms as biocontrol agents of plant diseases.
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