Nuove acquisizioni sulle cause della
moria del kiwi e sperimentazioniin
vaso contro batteriosi
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La moria del kiwi € una sindrome multifattoriale
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La moria del kiwi e una sindrome multifattoriale

STEP 1
Isolamento e
caratterizzazione

STEP 3
Studi di
trascrittomica

Floodi / / KVDS
ekl \ Symptoms




STEP 1 Isolamento e caratterizzazione

4 specie patogene:

* Phytopythium vexans

* Phytopythium chamaeyphon
* Phytopythium litorale

* Phytopythium helicoides

bc
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Testimone non P. . . )
. P. vexans P.helicoides Plitorale Saluzzo infetto
inoculato chamaeyphon
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STEP 1 Isolamento e caratterizzazione

Temperature ottimali di crescita >25°C
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(a) P. vexans, (b) P. litorale, (c) P. chamaehyphon, (d) P. helicoides



STEP 2 Profilo del microbioma e valutazione di disbiosi

Caratterizzazione del
- microbioma delle
radici

‘ Caratterizzazione del
microbioma della
rizosfera

Soil, rhizosphere, and root
microbiome in kiwifruit vine
decline, an emerging
multifactorial disease

Caratterizzazione del
' microbioma del suolo

Micol Guaschino'?, Marco Garello'?, Luca Nari3, Yeka V. Zhimo?,

Samir Droby* and Davide Spadaro®?* " - ) . ) )
[y frontiers Frontiers in Microbiology

Diversita batterica
Varia in base al campo o alla
matrice indipendentemente da
sano/malato

Diversita fungina
E specifica per il campo, ma &
anche influenzata dallo stato del
campo (sano/malato)

Diversita oomiceti

Elevata presenza di Phytopythium
spp. in campi malati in tutte le
matrici




STEP 2 Profilo del microbioma e valutazione di disbiosi

(A)
(@ Healthy state (HS)

£8®

Biotic Abiotic
Stress

@ Dysbiotic state (DS)

@ Resistance

(® New healthy state

® Resilience - /

@ Selection of beneficial / -
microorganisms

<_

Arnault et al., 2023

LEV TOLSTOJ
Anna Karenina

«Le famiglie felici si
assomigliano tutte;
ogni famiglia infelice e
infelice a modo suo.»

Principio Anti-Anna Karenina:

- le comunita delle piante sane sono relativamente

eterogenee
- le comunita delle piante malate convergono verso una

configurazione piu simile

Le piante malate risultano “malate tutte nello stesso
modo” dal punto di vista del microbioma considerato:
convergenza delle comunita degli oomiceti



STEP 3 Studi di trascrittomica

NS: testimone;

_ I: inoculazione;
inoculazione inizio fine F: allagamento;

di P. vexans sommersione Sommersione IF: stress multifattoriale

TO h T48 h T96 h T144 h T14 giorni
Campionamento  Campionamento Finedi48hdi  Campionamento Campionamento
e successiva e poi sommersione e

inoculazione sommersione  campionamento

40 piante di Hayward
3 replicazioni biologiche per trattamento e tempo




STEP 3 Studi di trascrittomica

fine

sommersione A T96 h (dopo la sommersione) si osservano i cambiamenti piu evidenti

* Llinoculazione da sola induce una risposta relativamente limitata
* La sommersione modifica 'espressione di migliaia di geni
* Lo stress combinato induce la risposta piu ampia

T96 h

Fine di 48h di . .
sommersione a geni up-regolati 5 geni down- regolati

[ Inoculated
[ ] Flooded
[] Combined




STEP 3 Studi di trascrittomica

Piogge intense

La sommersione altera
metabolismo, segnali di
difesa e regolazione
della crescita nella
pianta

La sommersione
coincide con una
maggiore attivazione di
P. vexans

P. vexans puo essere presente
a basse concentrazioni
anche in impianti sani

Ipossia radicale

Avvizzimento e
morte della pianta

Alterazione
del metabolismo

Modifica
dei segnali di stress

Stress abiotico

Riduzione della
crescita e delle difese

J

L'aumento di P. vexans e l'alterazione del microbioma
favoriscono lo sviluppo della malattia

L'acqua favorisce la produzione
e la diffusione delle zoospore
di P. vexans

[ Stress biotico }




Sviluppo di un saggio diagnostico specifico per Phytopythium vexans

Sia per quanto riguarda il suolo

sia per quanto riguarda la
Quantificazione con qPCR di DNA di Phytopythium vexans radice, la quantificazione di P.

s | radice | | vexans & associata alla gravita
dei sintomi visibili

40 1

s e 4 L A
\ % Retta degli standard ottenuta con diluizioni in acqua
L . o di DNA di Phytopythium vexans purificato dall'isolato H1C1B.
y =-3.4812 x + 39.396 (R2 = 0.998)
30

N Tessuto
. Ve ‘-g.\ suolo

Sintomatologia

= sintomatico

Ciclo soglia (Cq)

204

A asintomatico

1 2 3 4 5 B 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

Log,q della concentrazione di DNA (fg)

Guaschino, M., Prencipe, S., Somera, T., Tabone, G., & Spadaro, D. (2025). Development of a qPCR assay for early detection and quantification of
Phytopythium vexans in kiwifruit plant and soil affected by Vine Decline Syndrome. Plant Disease, (in press). https://doi.org/10.1094/PDIS-09-24-2044-RE
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Analisi del microbioma nella rizosfera di portinnesti

Metabarcoding
* Hayward autoradicato e Hayward innestato su Z1
* piante sane e piante con moria

Le comunita batteriche di Hayward
non innestato e Hayward su Z1
differiscono indipendentemente dallo
stato di salute della pianta
(sano/malato)

PC2-0.76 %

0.001

-0.251

-0.501

Taxa

0.2 0.0 0.2
PC1-99.24 %

> d_Bacteria;p_Actinomycetota;c_Actinomycetes;o_Kitasatosporales;f Streptomycetaceae;g_Streptomyces

- d_Bacteria;p_Actinomycetota;c_Actinomycetes;o_Mycobacteriales;f Mycobacteriaceae;g_Mycobacterium
d_Bacteria;p_Actinomycetota;c_Actinomycetes;o_Propionibacteriales;f_Nocardioidaceae;g_Nocardioides
d_Bacteria;p_Actinomycetota;c_Thermoleophilia;o_Gaiellales;f_Gaiellaceae;g_Gaiella
d_Bacteria;p_Actinomycetota;c_Thermoleophilia;o_Solirubrobacterales;f_Solirubrobacteraceae;g_Solirubrobacter
d_Bacteria;p_Acidobacteriota;c_Vicinamibacteria;o_Vicinamibacterales;f Vicinamibacteraceae;g_Luteitalea
d_Bacteria;p_Nitrospirota;c_Nitrospiria;o_Nitrospirales;f_Nitrospiraceae;g_Nitrospira
d_Bacteria;p_Pseudomonadota;c_Alphaproteobacteria;o_Hyphomicrobiales;f_Hyphomicrobiaceae;g_Hyphomicrobium
d_Bacteria;p_Pseudomonadota;c_Alphaproteobacteria;o_Hyphomicrobiales;f_Nitrobacteraceae;g_Bradyrhizobium

» d_Bacteria;p_Verrucomicrobiota;c_Spartobacteria;o_Chthoniobacterales;f_Chthoniobacteraceae;g_Candidatus Udaeobacter

Health status O Healthy [] Diseased

Grafted © Yes @ No




Analisi del microbioma nella rizosfera di portinnesti

PCA
Metagenomica shotgun
* Hayward autoradicato e Hayward innestato su Z1
* piante sane e piante con moria HZ:Diseased
4
“é group
Il portinnesto e il principale E H:Diseased
- q c > H:Health
determinante della varianza genica nel R0 ouDiseased szayd
microbioma § ) HZ:Healthy
H:Healthy

®
HZ:Healthy

-20 0 20 40
PC1: 96% variance
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Analisi del microbioma nella rizosfera di portinnesti

Piante sane

-

10
log; Fold Change

Piante malate

40

B Hayward autoradicato

B Hayward su 71

A0 I I 10 20
log; Fold Change

Z1 potrebbe favorire un sistema pianta-microbioma piu dinamico e funzionalmente piu ricco, ma il

suo contributo alla resilienza della pianta deve essere confermato con ulteriori prove



Batteriosi - Pseudomonas syringae pv. actinidiae
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(Donati et al., 2014)




Valutazione di efficacia di nuovi prodotti

[ kg trattamento]

£2° trattamento |

v

| Inoculazione |

(3° trattamentoj

[4° trattamento]

[ Fine della provaj

Prova su piante in vaso su giovani piante di
Hayward autoradicato

8 giorni prima dell'inoculazione
1 giorno prima dell'inoculazione

Spray della sospensione batterica
(108 UFC/ml) — 100% di umidita per 3 giorni

7 giorni dopo l'inoculazione

21 giorni dopo l'inoculazione

30 giorni dopo l'inoculazione -
valutazione finale di incidenza e gravita
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