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Introduzione

Il castagno (Castanea sativa Mill.) ¢ una specie
soggetta ad avversita fitosanitarie quali malattie infet-
tive, attacchi di insetti nocivi e deperimenti generaliz-
zati ad eziologia complessa. Tra le principali malattie
del castagno si annoverano il cancro corticale, ad
opera del fungo ascomicete Cryphonectria parasitica
(Murrill) MLE. Barr, e il mal dell’inchiostro associato
ai cromisti Phytophthora cambivora (Petri) Buisman
e P. cinnamomi Rands. Anche i marciumi del frutto
possono rappresentare una minaccia rilevante in rela-
zione alle perdite di prodotto e ai danni economici che
ne conseguono. Sebbene numerose specie fungine
siano associate ai marciumi del frutto, fino ai primi
anni 2000 quelle piu diffusamente riportate in lettera-
tura erano state Ciboria batschiana (Zopf) N.F.,
Phoma spp. e Phomopsis spp. (Washington et al.
1997, Visentin et al. 2012, Lione et al. 2019).

A partire dalla meta degli anni 2000, il fungo asco-
micete Gnomoniopsis castaneae G. Tamietti, descritto
per la prima volta nel 2012 (Visentin et al. 2012), si ¢
affermato come il principale agente causale di marciu-
me della castagna. Inoltre, G. castaneae puod provoca-
re I’insorgenza di cancri corticali e necrosi fogliari su
castagno. Tuttavia, non necessariamente il fungo
determina sintomi poiché ¢ in grado di colonizzare i
tessuti verdi del castagno anche come endofita.
Diffuso in Europa, Asia, Australasia ¢ Nord America
(Lione et al. 2019, Sakalidis et al. 2019), G. casta-
neae & considerato una minaccia emergente e partico-
larmente temibile per la castanicoltura.

Il ciclo biologico di G. castaneae comprende una
fase teleomorfa con produzione di ascospore da peri-
teci che si differenziano principalmente sui ricci delle
castagne o su frutti marcescenti, mentre la fase ana-
morfa si riscontra sotto forma di strutture moltiplicati-
ve presenti su galle di Dryocosmus kuriphilus
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Yasumatsu (i.e. insetto invasivo noto come cinipide
galligeno del castagno) o sulla superficie di cancri
corticali. Le spore e i conidi costituiscono 1’inoculo
responsabile delle infezioni che avverrebbero preva-
lentemente a livello florale durante 1|’antesi
(Shuttleworth & Guest 2019). Sembra invece impro-
babile la trasmissione di G. castaneae per mezzo
potenziali insetti vettori, come recentemente dimo-
strato per D. kuriphilus (Lione et al. 2016).
Nonostante le ipotesi avanzate fino ad ora siano sup-
portate da evidenze scientifiche e ricostruiscano alcu-
ni tra i principali meccanismi di infezione, alcuni
aspetti del ciclo biologico di G. castaneae sono anco-
ra poco noti, quali ad esempio la possibilita di tra-
smissione da seme infetto a semenzale. Pertanto, gli
obiettivi di questo studio sono stati: I) saggiare la pos-
sibilita che G. castaneae possa trasmettersi da seme
infetto a semenzale, I1) stimare la probabilita associa-
ta a tale evento e III) indagare gli effetti dell’infezio-
ne del seme sulla sua germinabilita.

Materiali e metodi

Nell’autunno 2012 sono state prelevate presso il
Centro Regionale di Castanicoltura del Piemonte (lat.
44,307626°, long. 7,682592°) circa 200 castagne
mature da 20 piante di C. sativa. Dopo la raccolta
sono state preselezionate le castagne prive di altera-
zioni morfologiche e di consistenza, che sono state
successivamente sottoposte a prova di galleggiamento
in un volume di acqua pari a 0,5 1. Le castagne non
depositatesi sul fondo sono state scartate, mentre le
altre sono state prelevate e disposte sotto cappa biolo-
gica. Dopo una fase di disinfezione superficiale in
soluzione acquosa di NaClO (5%, per 5 s), queste
sono state risciacquate in acqua sterile ed asciugate.
Successivamente, incidendo ciascuna castagna con un
bisturi sterile, € stata ricavata una cavita a lato del
pericarpo dove ¢ stato inserito un tassello di substrato
MEA (Malt Extract Agar), del diametro di 6 mm, pre-
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cedentemente colonizzato dal micelio di G. casta-
neae. Le colonie fungine inoculate erano state prece-
dentemente isolate da castagne originarie di Biasca
(CH), Donnaz (I) e Sisteron (F), come descritto in
Sillo et al. 2017. Le inoculazioni con micelio hanno
interessato il 75% delle castagne (inoculate in egual
numero per ciascuna provenienza geografica delle
colonie utilizzate), mentre nel restante 25% sono stati
inoculati tasselli di substrato sterile. La ferita ¢ stata
protetta avvolgendo la porzione di pericarpo incisa
con una striscia di Parafilm® di 1 cm di larghezza.
Dopo I’inoculazione le castagne sono state interrate
singolarmente ad una profondita di 0,5 cm in una
miscela di torba e perlite all’interno di vasi del volu-
me di 1 L. I vasi sono stati disposti in cella climatica
impostata a 22°C (£1°C) con fotoperiodo di 12 h,
somministrando regolarmente una quantita di acqua
sufficiente a mantenere 1’idratazione della matrice. Le
frequenze di germinazione delle castagne inoculate
con le diverse colonie di G. castaneae e con substrato
sterile sono state confrontate con test ¢c?. Dopo circa
10 mesi dalla data di germinazione, i semenzali sono
stati ispezionati per verificare la presenza di cancri del
fusto e necrosi fogliari ascrivibili a G. castaneae.
Successivamente, i semenzali sono stati suddivisi in 4
porzioni pari al 25% della loro altezza, prelevando da
ciascuna: 4 frammenti di tessuto dalla porzione ester-
na del fusto, 2 frammenti da gemme, 2 da picciolo e 4
da lamina fogliare. Sono inoltre stati prelevati 6 fram-
menti di radici per ciascun semenzale. | frammenti di
tessuto prelevati, della dimensione massima di 5 x 3 x
2 mm, sono stati posti in coltura come descritto in
Visentin et al. 2012 per re-isolare G. castaneae, la cui
identificazione ¢ stata condotta come riportato in
Lione et al. 2015. Infine, per stimare probabilita di
trasmissione del fungo da seme infetto a semenzale ¢
stata calcolata la frequenza di re-isolamento di G.
castaneae (in %) con il relativo intervallo di confiden-
za di Blaker al 95% (Blaker 2000).

Risultati e discussione

Verificare se, e con quale probabilita, G. castaneae
possa trasmettersi da seme infetto a semenzale in C.
sativa rappresenta un passo ulteriore verso il comple-
tamento del quadro conoscitivo relativo al ciclo biolo-
gico di questo fungo. II disegno sperimentale adottato
in questo lavoro ha permesso di preselezionare del
materiale di propagazione idoneo a saggiare la suddet-
ta possibilita di trasmissione in assenza di fattori di
disturbo biotici e abiotici. I primi sono stati esclusi
attraverso la preselezione del seme. Infatti, una per-
centuale pari al 14% delle 200 castagne prelevate in

190

campo ¢ stata scartata a causa della presenza di altera-
zioni morfologiche e di consistenza, mentre il saggio
di galleggiamento ha consentito di individuare 112
castagne verosimilmente non colonizzate da funghi
patogeni o da insetti nocivi. Potenziali fattori di
disturbo abiotici sono invece stati esclusi mantenendo
le castagne inoculate in un ambiente artificiale con
substrato, temperatura, input idrico e fotoperiodo con-
trollati.

Il tasso di germinazione complessivo dei semi si €
attestato al 54%, permettendo di ottenere 60 semenza-
li, di cui 15 provenienti da castagne inoculate col solo
substrato sterile ¢ 45 da castagne inoculate con mice-
lio di G. castaneae. Di questi ultimi 45 semenzali 15,
12 e 18 sono germinati da castagne inoculate rispetti-
vamente con gli isolati provenienti da Biasca, Donnaz
e Sisteron. Non sono emerse differenze significative
tra le frequenze di germinazione delle castagne, che si
sono attestate al 53,6% per quelle inoculate con sub-
strato sterile, ed al 53,6%, 42,8% e 64,3% per quelle
inoculate con micelio di G. castaneae relativamente ai
siti di Biasca, Donnaz e Sisteron (¢?= 2,585, df =3, P
= 0,460). Questi risultati suggeriscono che la capacita
di germinazione del seme non sia sensibilmente
influenzata dall’infezione di G. castaneae o dalla pro-
venienza geografica degli isolati. Tuttavia, il disegno
sperimentale adottato non ¢ in grado di discriminare
gli effetti della progressione sintomatologica sulla
germinabilita delle castagne, poiché il loro interra-
mento ¢ avvenuto subito dopo 1’inoculazione.

Dai semenzali germinati da castagne inoculate con
substrato sterile non sono state isolate colonie di G.
castaneae, mentre dal 5% dei semenzali inoculati con
micelio ¢ stato re-isolato il fungo. L’intervallo di con-
fidenza di Blaker indica che la probabilita di trasmis-
sione di G. castaneae da seme infetto a semenzale si
colloca tra il 7,9%0 ed il 14,9%. La trasmissione del
fungo secondo le modalita saggiate in questo lavoro ¢
pertanto un evento possibile, ancorché raro o perlo-
meno poco frequente in termini probabilistici. Al ter-
mine della prova, nessun semenzale ha manifestato
sintomi visibili di cancro su fusto o rametti, né altera-
zioni necrotiche a carico delle foglie.
Presumibilmente, questo risultato ¢ in parte associato
alla bassa frequenza di trasmissione da seme, ed in
parte dovuto al fatto che il micelio di G. castaneae ha
colonizzato esclusivamente la porzione caulinare
limitrofa al colletto. Tuttavia, sembra lecito ipotizzare
che il passaggio di G. castaneae da endofita ad agente
di cancro richieda il verificarsi di determinate condi-
zioni. Per confermare la validita di questa ipotesi e
per identificare quali siano queste condizioni occor-
rera effettuare ulteriori indagini, come peraltro gia



suggerito in letteratura (Lione et al. 2019).
Conclusioni

Su castagno la trasmissione di G. castaneae da
seme infetto a semenzale rappresenta una possibile
modalita attraverso la quale il fungo puo penetrare
nell’ospite, sebbene tale evento sia poco probabile.
Questo studio fornisce un ulteriore tassello che contri-
buisce a colmare alcune delle lacune conoscitive in
merito al ciclo biologico di G. castaneae. In prospetti-
va, la probabilita di trasmissione da seme a semenzale
potrebbe essere integrata in modelli epidemiologici e
previsionali a supporto dell’agricoltura e della gestio-
ne forestale nelle aree castanicole.
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