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Resistenza a Xylella fastidiosa
in diverse cultivar di olivo

)

OSSERVAZIONI E RILIEVI di campo integrati
da saggi diagnostici effettuati su diverse cultivar in
un’area fortemente infetta da Xylella fastidiosa con-

fermano i fenomeni di resistenza gia osservati in
precedenti studi sulla cultivar Leccino e individuano nella selezio-
ne FS-17® un'ulteriore e potenziale fonte di resistenza al batterio.
Al contrario, si rafforzano le evidenze sull’elevata suscettibilita
delle cultivar Cellina di Nardo e Ogliarola salentina
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a Puglia meridionale é da qual-

che anno alle prese con una

epidemia di un ceppo di Xylella

fastidiosa, batterio da quaran-
tena, agente del «complesso del dis-
seccamento rapido dell’olivo» (Codiro),
affezione che sta devastando gli olive-
ti salentini, soprattutto quelli costitu-
iti da Ogliarola salentina e Cellina di
Nardo, le due cultivar che di gran lun-
ga prevalgono nella zona. Il batterio fu
identificato nell’ottobre del 2013 in un
piccolo comprensorio a pochi chilome-
tri da Gallipoli (Lecce), ove progressivi
disseccamenti di olivi secolari aveva-
no cominciato a manifestarsi probabil-

mente tra il 2008 e il 2010.

Dal focolaio, che tre anni e mezzo fa
era confinato in un’area del diametro
di una decina di chilometri, si e passa-
ti, gradualmente ma inesorabilmente,
a un territorio che si estende per oltre
100 km di lunghezza, attraversa tutta
la provincia di Lecce, buona parte di
quella di Brindisi e sconfina ormai in
molti siti del Tarantino. Gli ultimi ag-
giornamenti dell'intensa campagna di
monitoraggio avviata nello scorso set-
tembre dalla Regione Puglia disegna-
no un quadro in rapida e preoccupante
evoluzione. Lampia diffusione territo-
riale dell’epidemia, la corposa gam-

Foto 1 Piante
di Leccino

(a destra)

e di Ogliarola
salentina

(a sinistra)

in un oliveto

in agro di Alezio
(Lecce)

ma d’ospiti che comprende 29 specie
per lo piu arbustive, oltre all’olivo, e
le modalita di trasmissione median-
te insetti vettori quali la sputacchina
(Philaenus spumarius) hanno fatto ac-
cantonare qualsiasi speranza di eradi-
cazione, facendo concentrare gli sforzi
su azioni di contenimento e sulla ri-
cerca di soluzioni che consentano una
convivenza sostenibile con il batterio.

Individuare cv resistenti
a Xyella fastidiosa

L'attuale indisponibilita di cure atte a
eliminare X. fastidiosa dalle piante infet-
te indirizza verso piu concrete strategie
di convivenza, rappresentate dalla ricer-
ca di fonti di resistenza nell’'olivo e in-
coraggiate dalle promettenti risultanze
delle analisi effettuate su soggetti della
cv Leccino. Peraltro, I'individuazione di
germoplasma resistente a Xylella & con-
templata negli Stati Uniti tra le strate-
gie di gestione della malattia di Pierce
(Pierce’es disease) della vite, coltura gra-
vemente minacciata da una diversa sot-
tospecie del medesimo batterio.

La possibilita di perseguire un’analo-
ga strategia si € manifestata in segui-
to a osservazioni di campo, che hanno
ripetutamente rivelato come piante di
Leccino, ancorché infette, apparendo
asintomatiche o mostrando dissecca-
menti non gravi (foto 1), presentassero
un migliore stato vegetativo rispetto a
quello delle cv fortemente suscettibili
Ogliarola salentina e Cellina di Nardo.

Le successive analisi quantitative
(Giampetruzzi et al., 2016) hanno dimo-
strato che nelle piante di Leccino infet-
te sono presenti:

e una concentrazione batterica notevol-
mente piu bassa di quella riscontrata in
Ogliarola salentina;

e un’espressione genica differenziale in
presenza di infezione.

Al contrario, piante della cv Ogliarola
salentina ospitano popolazioni batteri-
che notevolmente piu elevate e subisco-
no, se infette, un'imponente alterazione
dell’espressione genica riconducibile alla
condizione di stress idrico imposta da
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GRAFICO 1 - Piante sintomatiche delle diverse
varieta nel periodo luglio 2015 - febbraio 2017
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GRAFICO 2 - Intensita della malattia (*) nelle diverse
varieta nel periodo luglio 2015-febbraio 2017
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(1) Indice di McKinney.

GRAFICO 3 - Gravita dei sintomi nelle diverse
varieta nel periodo luglio 2015-febbraio 2017

GRAFICO 4 - Piante risultate positive alle analisi
sierologiche appartenenti a diverse varieta
nel periodo luglio 2015-settembre 2016
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X. fastidiosa e a un’intensa attivazione
dei meccanismi di difesa della pianta.
Questi dati sono indicativi dell’esi-
stenza di una base genetica nella mani-
festazione di resistenza che, in Leccino,
presumibilmente inibisce la moltiplica-
zione batterica e la sua diffusione nella
pianta, consentendo a quest’ultima di
fronteggiare attivamente I'infezione.
Queste risultanze sperimentali rap-
presentano un forte incoraggiamento a
perseguire nella individuazione di nuove
fonti di resistenza. A tale scopo la sede di
Bari dell’Istituto per la protezione soste-
nibile delle piante (Ipsp) del Cnr, il Dipar-
timento di scienze del suolo, della pian-
ta e degli alimenti dell'Universita di Bari
(Disspa) e il Centro diricerca, sperimen-
tazione e formazione in agricoltura «Ba-
sile Caramia» (Crsfa) di Locorotondo (Ba-
ri), insieme all'Instituto andaluz de inve-
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stigacion y formacion agraria pesquera
alimentaria y de la produccion ecolo-
gica (Ifapa) di Cordova (Spagna) hanno
avviato specifici studi con due progetti
finanziati dalla Unione europea nell'am-
bito del programma Horizon 2020: «Pest
organisms threatening Europe (Ponte)»,
e «Xylella fastidiosa active containment
through a multidisciplinary-oriented re-
search strategy (XF-Actors)»; e il «Pilot
project on Xylella fastidiosa to reduce ri-
sk assessment uncertainties» (Sapona-
ri et al., 2016), commissionato dall’Efsa
all'Ipsp nel 2014. Le sperimentazioni di
campo, in uno spirito di interazione con
gli olivicoltori locali, vengono condotte
mediante stretta e produttiva collabo-
razione con associazioni di produtto-
ri, quali Coldiretti Lecce e Associazione
produttori olivicoli (Aprol) della Provin-
cia di Lecce, nonché con operatori olivi-

coli, quali la Societa agricola cooperativa
«Acli» di Racale (Lecce) e 'azienda olivi-
colo-olearia «Forestaforte» di Giovanni
Melcarne (Gagliano del Capo, Lecce). In
questa nota si riportano alcuni aggior-
namenti che consolidano le conoscenze
sulla parziale resistenza della cv Leccino
e individuano l'esistenza di tratti di re-
sistenza al batterio in FS-17°, una sele-
zione di semenzali della cv Frantoio bre-
vettata da Giuseppe Fontanazza (Istituto
di bioscienze e biorisorse del Cnr) come
varieta di portinnesto clonale.

Incidenza di infezioni
e sintomi su cv di olivo
Rilievi sintomatologici e saggi diagno-
stici sono stati effettuati per circa due

anni (luglio 2015-febbraio 2017) in un oli-
veto multivarietale in agro di Alliste (Lec-
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GRAFICO 5 - Percentuale di campioni di Ogliarola
salentina (OG) e Leccino (LC) positivi-negativi
all’analisi a Xylella fastidiosa
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Foto 2 Pianta di Leccino in buono stato vegetativo
(a sinistra) e pianta coetanea della cv Ogliarola salentina
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Analisi DAS-ELISA su 144 sub-campioni di 4 piante di Ogliarola

salentina e 185 campioni di 5 piante di Leccino.

ce), un'area fortemente infetta, costituito
da piante di 5 diverse varieta dell’eta di
circa 15 anni, con manifestazioni iniziali
di sintomi di disseccamento.

Questa parcella olivetata e circondata
da piante di Ogliarola salentina di oltre
80 anni con sintomi avanzati della ma-
lattia. L'oliveto, costituito da piante delle
cv Nocellara (19), Carolea (80), Gioconda
(40), Picholine (40) e Leccino (72), € stato
sottoposto a rilievi sintomatologici pe-
riodici, adottando una scala empirica di
infezione da 0 = piante asintomatiche a
5 = piante completamente disseccate,
allo scopo di:

e valutare I'incremento delle piante sin-
tomatiche (diffusione);

e determinare l'intensita dei sintomi,
mediante due differenti parametri, in-
dice di McKinney e gravita;

e verificare l'evoluzione della percen-
tuale di piante infette mediante analisi
sierologiche (ELISA).

I risultati dei rilievi indicano chiara-
mente per tutte le cultivar un graduale
incremento della percentuale sia delle
piante sintomatiche all’osservazione
visiva sia di quelle infette all’analisi di
laboratorio. Purtuttavia, a seguito delle
operazioni di potatura volte a elimina-
re le porzioni disseccate e sintomatiche
della chioma ed effettuate prima dell’e-
secuzione del rilievo visivo del maggio
2016, si & osservato in tutte le cultivar un
decremento della percentuale di pian-
te sintomatiche. Nei successivi rilievi,
a eccezione del Leccino che ha manife-
stato disseccamenti decisamente piu
lievi (scala 1), la percentuale di piante
sintomatiche (grafico 1) e la gravita della
malattia (grafici 2 e 3) sono aumentate in
tutte le cultivar considerate.

Nello stesso periodo la percentuale di
piante infette (grafico 4), determinata
mediante ELISA (Loconsole et al., 2014),
ha evidenziato un significativo incre-
mento raggiungendo oltre '80% in tutte
le cultivar considerate a eccezione della
Leccino, per il quale I'infezione si & at-
testata intorno al 30%. I risultati del sag-
gio ELISA indicano, inoltre, che i valori di
OD405nm (Optical density a 405 nm) ot-
tenuti per le diverse cultivar sono sem-
pre piu bassi (< 0,850 OD405nm) per la
Leccino rispetto alle altre (valore medio
> 1,450 OD405nm), confermando la mi-
nore concentrazione batterica nei tes-
suti di questa varieta.

Distribuzione del batterio
all'interno delle piante

Nel corso del 2015 sono state effet-
tuate analisi diagnostiche comparative
su piante delle cv Leccino e Ogliarola
salentina per valutare sia la concen-
trazione sia la distribuzione del bat-
terio nella chioma. In particolare, so-
no stati individuati due oliveti in cui
le due cultivar coesistevano, il primo
in agro di Racale (Lecce) con piante in
fase di sviluppo avanzato della malat-
tia, ovvero gia infette da alcuni anni, il
secondo in agro di Ugento (Lecce) con
piante con sintomi iniziali, ovvero con
infezione presumibilmente recente.

Oliveto in agro di Racale. Nell'olive-
to in agro di Racale sono stati prelevati
87 campioni rappresentativi di piu parti
della chioma da 5 piante di Leccino (da
15 a 20 campioni per pianta) dell’eta di
circa 60 anni con disseccamenti limi-
tati (foto 2); dalle 15 piante di Ogliaro-

la salentina di circa 60 anni di et3, con
disseccamenti in fase avanzata (foto 2) &
stato prelevato un unico campione per
pianta. Le analisi sierologiche (ELISA,
kit Agritest srl, Italia) sono risultate po-
sitive per tuttii 15 campioni di Ogliaro-
la salentina (100% di campioni infetti)
con un valore medio di 1,677 OD405nm,
mentre le piante di Leccino, pur risul-
tando infette, hanno rivelato reazioni
positive solo nel 47% dei campioni pre-
levati, con valori medi di assorbanza
pari a 0,875 OD405nm. Questi dati, in
linea con i risultati raccolti nell’ambi-
to di precedenti indagini diagnosti-
che, confermano la presenza di una
popolazione batterica sensibilmente
meno concentrata in Leccino rispetto
all’Ogliarola salentina.

Oliveto di agro di Ugento. L'oliveto in
agro di Ugento e costituito da piante di
circa 25 anni, che all’avvio dei rilievi
e campionamenti mostravano una si-
tuazione di sviluppo iniziale della ma-
lattia osservabile quasi esclusivamen-
te sulle chiome di Ogliarola salentina.
In questo caso sono stati prelevati 144
campioni da 4 piante di Ogliarola sa-
lentina (36 campioni/pianta) con sinto-
mi iniziali (scala 1-2) e 185 campioni da
5 piante di Leccino (37 campioni/pian-
ta), delle quali 3 asintomatiche e 2 con
lievi disseccamenti. In tutte le 9 piante
campionate e stata riscontrata la pre-
senza del batterio. Tuttavia, dall’ana-
lisi dei risultati dei singoli campioni,
sirileva una considerevole presenza di
negativi (232 su 329, pari a circa il 70%
del totale), probabilmente dovuta alla
distribuzione ancora erratica del batte-
rio nelle piante. La percentuale di cam-
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Foto 3 Piante di FS-17® in agro di Sannicola (Lecce). Nella fila a destra si notano i disseccamenti su piante di Ogliarola salentina.
Foto 4 Piante di Kalamata nello stesso oliveto in agro di Sannicola (Lecce)

pioni positivi € stata infatti del 16,3%
in Leccino e del 45,8% (66 campioni su
144) in Ogliarola salentina (grafico 5).
Anche in questo caso i valori me-
di delle reazioni ELISA, che si ricorda
sono correlati esponenzialmente alla
concentrazione del batterio, sono ri-
sultati in linea con quanto gia riscon-
trato in precedenza: 1,40 OD405nm in
Ogliarola salentina e 0,24 in Leccino.

Presenza di resistenza
nella cv FS-17°

Grande interesse ha destato il ritro-
vamento nell’estate del 2016 in un’area
gravemente affetta in agro di Sannico-
la (Lecce) di un oliveto plurivarietale
dell’eta di circa 15 anni con piante asin-
tomatiche di FS-179, cultivar brevettata
come portinnesto clonale, ma utilizza-
ta anche per la produzione di olive da
olio (Godini et al., 2006). In seguito a tali
osservazioni, nel febbraio 2017 ¢ stato
effettuato un campionamento da oltre
400 piante per verificare la presenza di
X. fastidiosa e determinarne la concen-

trazione. Complessivamente sono sta-
te analizzate:

e 201 piante di FS-17° di circa 15 anni;
e 177 piante della cv Kalamata di cir-
ca 15 anni;

e 10 piante di Ogliarola salentina, con
eta stimata di oltre 50 anni;

e 18 piante di Leccino, con eta stimata
di circa 40 anni.

Allosservazione visiva tutte le pian-
te di FS-17° si mostravano asintomati-
che (foto 3), le piante di Kalamata pre-
sentavano frequenti casi di sofferenza
e disseccamenti seppur lievi (foto 4), le
piante di Ogliarola salentina mostra-
vano uno stadio avanzato della ma-
lattia (foto 5) e, infine, le piante di Lec-
cino erano asintomatiche o mostra-
vano leggeri disseccamenti (foto 6).
Il campionamento e consistito nella rac-
colta da ciascuna pianta di 8 rametti di
15-20 cm privati della porzione termina-
le piti tenera, prelevati da parti diverse
della chioma, con almeno un prelievo
in corrispondenza di ciascun punto car-
dinale. I campioni sono stati sottoposti
ad analisi sierologiche (ELISA) e mole-

colari [amplificazione genica quantitati-
va (QPCR) (Harper et al., 2010; Loconsole
et al., 2014)]. I risultati sono riportati in
sintesi nelle tabelle 1 e 2.

Tutte le 10 piante di Ogliarola sa-
lentina sono risultate positive, con
valori medi di assorbanza pari a
1,69 OD405nm. Anche le 177 piante di
Kalamata hanno mostrato un elevato
valore percentuale di positivi (70%) e
un’assorbanza media di 1,40 OD405nm.
Soltanto 9 delle 18 piante di Lecci-
no analizzate sono risultate positive
e, cosa forse piu significativa, hanno
mostrato un’assorbanza media pari a
0,4 OD405nm, notevolmente piu bassa
di quella rilevata in Ogliarola salentina.
Quest’ultimo dato appare in linea con
le precedenti osservazioni.

I risultati sulle piante di FS-17° so-
no apparsi invece sorprendenti: solo il
12,4% delle 201 piante saggiate e risul-
tato positivo, con valori di assorbanza
media piu bassi di quelli del Leccino
anche quando riferiti alle sole piante
positive (0,46 OD in FS-17° vs 0,67 OD
in Leccino).

Foto 5 Pianta di Ogliarola salentina dello stesso oliveto in agro di Sannicola (Lecce), con gravi sintomi di disseccamento.
Foto 6 Piante di Leccino (a sinistra) e di FS-17° (a destra)
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Al fine diricavare una determinazio-
ne pit accurata della concentrazione
batterica presente nei tessuti delle di-
verse cultivar, 130 dei campioni saggiati
in ELISA sono stati sottoposti ad analisi
quantitativa molecolare mediante gPCR,
da cui si é ottenuto un valore indicati-
vo del numero di cellule (espresso co-
me UFC/mL, unita formanti colonie/ml)
presenti nel campione. A conferma del
dato registrato in ELISA, la FS-17° si &
rivelata la cultivar con la concentra-
zione batterica piu bassa nelle pian-
te risultate infette (5,04x10* UFC/mL,
contro 9,93x10° in Leccino, 3,16x10° in
Kalamata e ben 4,51x10° in Ogliarola
salentina). Sulla base delle analisi con-
dotte fino a oggi, il batterio sembra es-
sere presente nei tessuti di FS-17° in
una quantita che &, in media, la meta
della concentrazione misurata in Lec-
cino (50,75% della concentrazione) e
quasi 100 volte meno che in Ogliarola
salentina (appena I'1,11% della concen-
trazione rilevata).

Tale dato, gia di per sé significativo, va
integrato con quello relativo alla bassa
percentuale di piante infette di FS-17°,
appena il 12,4%, indicando nell’insie-
me sia una bassa incidenza di infezio-
niin questa cultivar, sia un basso titolo
della popolazione batterica nelle piante
infette, condizione che determina una
ridotta pressione di inoculo nell'oliveto.

Una possibilita
di convivenza sostenibile

I risultati che continuano a emergere
dalle osservazioni di campo e dalle inda-
gini diagnostiche supportano le eviden-
ze iniziali relative alla manifestazione di
fenomeni di resistenza nella cv Leccino.
Un dato che lascia ben sperare circa una
possibile convivenza sostenibile dell’oli-
vicoltura in aree infette dal batterio. L'a-
nalisi della distribuzione e della concen-
trazione della popolazione batterica in
piante di diverse cultivar, fornendo risul-
tati diagnostici di elevata sensibilita e af-
fidabilita, conferma l'importanza di una
metodologia di campionamento che ten-
ga conto della distribuzione non unifor-
me del batterio nelle piante. Tali aspetti
sono stati presi in considerazione nella
redazione delle linee guida attualmen-
te utilizzate a livello regionale per il pro-
gramma ufficiale di monitoraggio. (http://
www.emergenzaXylella.it/portal/porta-
le_gestione_agricoltura/Documenti/nor
mRegionale/

L’analisi di oltre 200 piante della culti-
var FS-17® in una zona ad alta pressio-

TABELLA 1 - Risultati dell’analisi sierologica su piante di FS-17°,

Kalamata, Leccino e Ogliarola salentina

Cultivar Positivi/Totale | Assorbanza Media totale |Assorbanza media positivi
FS-17® 25/201 0,12 OD405 nm 0,46 OD405 nm
Kalamata 124/177 1,40 OD405 nm 1,97 OD405 nm
Leccino 9/18 0,41 OD405 nm 0,67 OD405 nm
Ogliarola salentina 10/10 1,69 OD405 nm 1,69 OD405 nm

Analisi DAS-ELISA condotta su 406 piante di olivo, prelevate in agro di Sannicola (Lecce).
Lanalisi & stata eseguita impiegando il kit diagnostico per Xylella fastidiosa, sviluppato da
Agritest srl. Per ciascun campione sono state analizzate due repliche tecniche, misurandone
I'assorbanza media, espressa in OD (optical density), alla lunghezza d'onda di 405 nm.

TABELLA 2 - Risultati dell’analisi molecolare su piante di FS-17°,

Kalamata, Leccino e Ogliarola salentina

Cultivar Positivi/Totale Cq media positiva Assorbanza media positivi
FS-17¢ 18/51 29,59 cicli 5,0410* UFC/mL
Kalamata 28/51 27,21 cicli 3,1610° UFC/mL
Leccino 9/18 28,41 cicli 9,9310* UFC/mL
Ogliarola salentina 10/10 26,41 cicli 4,5110° UFC/mL

Analisi gPCR condotta su 130 piante di olivo prelevate in agro di Sannicola (Lecce). Lanalisi &
stata eseguita impiegando il protocollo diagnostico per Xylella fastidiosa descritto da Harper
etal. (2010) e Loconsole et al. (2014). Per ciascun campione sono state analizzate due repliche
tecniche, misurandone il ciclo soglia (Cq, quantification cycle). Le misurazioni del Cq sono
state quindi rapportate a diluizioni note della coltura batterica per calcolare la concentrazione
delle cellule presenti nel campione, espressa come UFC/mL (colony-forming units/mL).

ne d’'inoculo ha fornito dati molto inco-
raggianti sulla possibile resistenza a X.
fastidiosa piu elevata di quella riscontra-
ta in Leccino. Si comprende facilmente
come questa indicazione preliminare,
combinata con l'assenza di sintomi sul-
le piante di FS-17® saggiate, obblighi a
intensificare gli sforzi per ottenere ul-
teriori conferme sperimentali di campo
nonché ad avviare i saggi di infettivita/
patogenicita con inoculazioni artificiali
e per innesto in condizioni controllate.
Allo stesso tempo diviene urgente av-
viare un analogo studio sulla cv Fran-
toio, sia in quanto parentale di origine
di FS-179, sia perché questa cultivar, in
base a ripetute osservazioni di campo
nell’areale infetto, sembrerebbe pre-
sentare anch’essa una qualche forma
di resistenza/tolleranza alla malattia.
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