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Ruolo di Phytopythium vexans e della
sommersione nello sviluppo della moria del kiwi
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Parte epigea:

» Necrosi fogliare

« Caduta delle foglie o filloptosi
» Awvvizzimento dei rametti

« Morte della pianta

Parte ipogea:

« Scomparsa delle radici secondarie

« Blocco dei tessuti vascolari

« Degradazione del cortex (parte
esterna) radicale

I sintomi sono piu evidenti in estate.




Moria del kiwi: una sindrome multifattoriale

E causata dalla combinazione di stress biotici e abiotici

FATTORI BIOTICI

- Suscettibilita della pianta, causata
da anossia delle radici e dal fabbisogno
evapotraspirativo o m a

« Microorganismi associati alla moria
sono patogeni presenti nel suolo e

) . - . W W
coinvolti nel marciume radicale 7 ¢ / o
s . G
— ® .
FATTORI ABIOTICI i Sl A
« Suolo compatto: bassa porosita ‘ panl & T\ - ;‘.
« Basso livello di materia organica nel 2! - »
suolo =
« Sommersione, a causa di eccessive PIANTA MICRORGANISMI

precipitazioni o irrigazione
* Picco di sintomi con alte temperature
quando la traspirazione € piu elevata Created in htps://BioRender.com




Quattro step per capire la moria del kiwi

STEP 1
Isolamento e STEP 3
caratterizzazione Studi di
trascrittomica:
le risposte della
pianta al
patogeno e alla
sommersione
STEP 2
Profilo del
microbioma STEP 4
radicale e

Diagnosi e rilevamento

rizosferico



Isolamento ed identificazione di oomiceti associati
alla moria da radici di piante sintomatiche

Identificazione morfologica al microscopio



Caratteristiche delle Pythiaceae

Germ tube A
Infection ‘/ Seedling
gl ——— line
Encysted > B \ =
e~ \F~
- 7 ,'/ L' 'i___\\"‘" ll' V) \\_ P
. . . ' - s
Ordine: Pythiales { o | O P
Gearr I/V ude \‘\\ S
Ny

Causano marciumi radicali e deperimento delle
piante

Seed rots
(poor gemMminaton)

\ Irn."ar';:lll.:;- l' .‘|

Qpore ot /& \ . myycelium ‘

Nei tessuti vegetali infetti sono differenziate le g e S;\\ & e
oospore [ T e TR ‘@3\
Germination _— | Spe

La riproduzione asessuata avviene mediante Overwintering g Anheidom dan ¢ T—

Ciclo vitale diplonte (2n)

.;;,“"L.']la \, ¢ }
().’n]l‘mn:m _'\:‘ & X ié'é;;l.’,:.;:u_:lal\:;h.u'i"-.'t-:'s
. - . el :\ .":' ;i: ."_:;'(it{,l-_-i arardgia
zoospore biflagellate rilasciate con l'acqua aryogamy ) }\ 3
X ic \ 2 ! ‘:" . 1 ‘___./’.'
La dispersione delle zoospore avviene spostando - 2T TR,

suolo infetto o con schizzi d'acqua e/o irrigazione g N -

Dying seedling



Il genere Phytopythium

2010).

Phytopythium € un genere proposto per la prima volta nel 2008 e
pubblicato nel 2010 (Bala et al.,

De Cock et al. (2015): il clade K di Pythium rappresenta un genere

monofiletico chiamato Phytopythium, sulla base dei geni COI, LSU
rRNA, SSU rRNA.

Mandarin

-
" u.{""’

Phytopvthium
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Caratteristiche morfologiche

» Morfologicamente Phytopythium rappresenta un intermedio tra
Phytophtora e Pythium

« Tratti identificativi:

- sporangi subglobosi non-papillati
- anteridi cilindrici e lobati

Sporangi Anteridi bilobati

Fonte: De Cock et al., 2015



(0) Pianta sana

(1) Primi
appassimenti

(2) Progressione
dell’'appassimento
e disseccamenti
basali

(3) Progressione
del disseccamento
fogliare e primi
accartocciamenti

Inoculo con
Phytopythium spp.

Testimone sano

First Report of Phytopythium vexans Causing Decline Syndrome of
Actinidia deliciosa 'Hayward' in Italy

oy e i
AT Tear

Pustilishaedd Omlima: |3 Bay 1030

Pathogenicity of Phytopythium chamaehyphon: a new player in
Kiwifruit Vine Decline Syndrome of Actinidia chinensis var. deliciosa (A.
(4) Foglie Chev.) A. Chev. ‘Hayward' in Italy

completamente
secche e

accartocciate
Fublished Onlins; J0



Oomiceti associati alla moria in Piemonte

_ _ Characterization of Phytopythium Species Involved in the Establishment
MICTOOTSANISMS  5nd Development of Kiwifruit Vine Decline Syndrome

by Simona Prencipe 1, Giada Schiavon 1.2, Marco Rosati 1.2, Luca Nari 3, Leonardo Schena 4 ' and
Davide Spadaro 1.2° B2

CMA PDA PCA .

| 71 ceppi di Phytopythium spp.
Phytopythium isolati dal 2016 al 2019
vexans E
« Riproduzione dei sintomi

P. litorale :

» Per tutte le specie, alta variabilita
intraspecifica o

P. chamaehyphon

Analisi filogenetica multilocus :
Maximum Likelihood (ITS, LSU e COI)

P. helicoides




Oomiceti associati alla moria in Piemonte

 Temperature ottimali di MA PDA PCA
crescita >25°C. Potrebbero : he. A i
essere favoriti dall'aumento medio
delle temperature del suolo.

Il ristagno idrico potrebbe . iR et s
avere un doppio effetto: L :
stressare la pianta con un’ipossia
temporanea e favorire il rilascio di
zoospore infettive da parte degli
oomiceti. £

Lo Lorvrndhs rate (e 240

Tasso di crescita (mm/24h) di | ¢
Phytopythium su CMA, PDA and PCA
dopo 5 giorni a diverse temperature

(a) P vexans, (b) R litorale, (c) B chamaehyphon, (d) R helicoides



STEP 2 - Campionamento di radici, rizosfera e suolo

Caratterizzazione del
— microbioma delle

Campionamento di ‘Separazione della radici
suolo e radici di Conservazione dei rizosfera dalle radici ed
actinidieti sani e~ -—= campioni a -80° per estrazione di DNA o
colpiti da moria preservare il DNA da tutte le matrici  mmmp Caratterizzazione del

microbioma della

(anno 2021) rizosfera

—

- Caratterizzazione del
microbioma del
suolo

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

Micel Guaschino®® Marco Gamslla'?, Luca Mar® Yeka V., Zhima
Samir Droby”® and Davide Spadaro’*

} frﬂ"tiers- Frontiers in M|



Campionamento di 8 campi in 4 comuni
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Studio del microbioma associato a moria del kiwi
Diversita batterica Diversita fungina
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. s . Fusarium ¢ il genere piu presente nella rizosfera.
In suolo e rizosfera c’e prevalenza del genere Bacillus.
Linnemania and Dactylonectria sono presenti nei campioni
di rizosfera malati.

Dactylonectria @ abbondante in radici malate.

I batteri sono piu o0 meno abbondanti a seconda
della matrice e del campo (NON dipendono dallo
stato di salute)

La diversita fungina é specifica per il campo, ma e
anche influenzata dallo stato di salute del campo.



In tutte le matrici: elevata presenza di Phytopythium spp.
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Guaschino, M., Garello, M., Nari, L., Zhimo, Y. V., Droby, S., & Spadaro,
D. (2024). Sail, rhizosphere, and root microbiome in kiwifruit vine decline,
an emerging multifactorial disease. Frontiers in Microbiology, 15,

1330865. https://doi.org/10.3389/fmicb.2024.1330865


https://doi.org/10.3389/fmicb.2024.1330865
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Reti di associazione nella rizosfera: mutua esclusione
tra le ASV di Phytopythium e i funghi promotori
della crescita e micorrizici arbuscolari (AM).

Le reti di associazione con le proprieta del suolo (dati
non mostrat) non hanno evidenziato alcuna
interazione diretta con le ASV di Phytopythium.



Dinamiche di assemblaggio della comunita della rizosfera nella moria

(A) ~ & @

() Healthy state (HS)

Funghi: assemblaggio quasi completamente

= stocastico, senza risposta specifica alla
St .
@ i Dysblouc state (DS) malattla_ _ L
\ - Batteri: aumento relativo della stocasticita
@Resustance . nelle comunita malate (principio di Anna
Karenina)

- Oomiceti: forte aumento della selezione
omogeneizzante nelle comunita malate
(principio Anti-Anna Karenina)

La moria potrebbe essere considerata una

disbiosi multiregno: la perdita di controllo

= 4  della componente batterica convive con Ia

@ Selection o beneicia # =~ gselezione deterministica di una comunita di
oomiceti potenzialmente patogena.

(®Resilience

Arnault et al., 2023



STEP 3 - Trascrittoma sulle risposte di Actinidia alla moria

» 40 piante di Actinidia deliciosa *Hayward’

4 gruppi di 10 piante, uno per ciascun trattamento (NS: controllo; I:
inoculazione; F: allagamento; IF: stress multifattoriale)

« 3 replicazioni biologiche per ciascun campione: ogni replicazione e Q;S.I_D.A
costituita da un pool di radici prelevate dagli stessi 3 individui durante S nited staes Depariment of Agriulture
I'intero esperimento Agricultural Research Service

« 5 tempi di campionamento

inoculazione inizio fine
di Pvexans sommersione sommersione
TO h T48 h T96 h T144 h T14 giorni
Campionamento Campionamento  Fine di 48 h di
e successiva e poi sommersione
inoculazione sommersione nei

campioni I e IF



Geni differenzialmente espressi in kiwi

Kiwi DE genes with BH correction based on LFC > 0 and p < 0.05

Inoculato 0 48 h 96 h 144 h 14 d
upP 115 19 43 5 20
DOWN 12 15 461 13 46
Sommerso 96 h 144 h 14 d
UP 6844 26 57
DOWN 10397 45 340
Combinazione 96 h 144 h 14 d
UP 7961 253 167
DOWN 10813 532 285

 La maggior parte dei geni e differenzialmente espressa a 96 h dall'inoculazione (fine della sommersione)

- La downregolazione ¢ parte della risposta di adattamento della pianta, indipendentemente dallo stress
applicato

- Il numero piu alto di geni differenzialmente espressi si osserva con la combinazione di stress biotico e abiotico



Confronto diretto della regolazione differenziale dei geni in condizioni
di stress

Inoculazione Sommersione Stress combinato
4 Stress ossidativo A ~
Modlficazioni metaboliche
AOC
| GST ADH
. PIP y L )
(ot ommonae (- N Segnali di stress A
EBF1,2
ABA EIN3
WRKY22
AC WRKY33
N ET 1ACO AN VAN
4 iy ) 4
Flavonoidi e fenoli Biosintesi flavonoid/
CHS | PAL
\_ J \_
4 Sintesi auxine h Crescita pianta/ciclo cellula Trasporto auxine
IAA |yucca I Tus | RrACI | PIN | Aux




La moria deriva da una prioritizzazione delle risposte agli stress:
I'ipossia favorisce l'infezione che, in un contesto di disbiosi del microbioma, sopraffa le difese dell’ospite

Heavy rainfall

Wilting and plant
death
Metabolism Flavoneid
switch biosynthesis
ADH PAL
—p  Stress signaling Auxin transport >
WRKY33
——— @
Abiotic g = |
stress o et e
‘ o W 8 Rising P vexans levels destabilize root microbial
L community, leading to disease-promoting dysbiosis
Water stimulates i
P vexans zoospore release Oxidative stress
and production

AOC GST

)

P vexans is already present in
.. healthy orchards even if in low Biotic stress
TN quantities




STEP 4 - Sviluppo di un saggio diagnostico rapido

Allineamento delle
sequenze depositate
di specie di
Phytopythium spp.
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Disegno di primer
specifici per
I"amplificazione della
specie di interesse

Primer3Plus
pick prmers from a DNA sequence

Saggi di validazione

=) per i primer specifici; =)

in silico e wet lab

Sviluppo ed
ottimizzazione del
protocollo di
rilevamento

ik lcatien




Sviluppo di un saggio diagnostico rapido

Studi gia pubblicati Guaschino et al.,
Bent et al., 2009 Spies et al., 2011 Moein et al., 2019 2025
Selettivita
Vahdayqng >u Radici di pesco Radici di vite Radici di melo, Radici di kiwi, suolo
Actinidia acqua
Specificita Inositol Inositol
Marker affidabile e ss rRNA polyphosphate 5 polyphosphate 5 a0)}
specie-specifico phosphatase phosphatase
Considerando
diversi gruppi no v S v S v si
filogenetici
Inclusione di specie :
no no no v S
off-target
Sensibilita (LOD) _ 27.2 fg in un 2000 fg 20 fg per t_uttl |
gruppo gruppi

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



https://doi.org/10.1094/PDIS-09-24-2044-RE

Campionamento in actinidieto
sperimentale con alta incidenza
di moria

Radici e suolo rizosferico
campionati da 10 individui (3
asintomatici e 7 sintomatici)

Estrazione di DNA da radice e da
suolo per quantificazione di
Phytopythium vexans

Esempi di sintomatologie osservate



Cicks saglia (Cq)

Saggio diagnostico su materiale di campo

Sia per quanto riguarda il suolo sia per quanto riguarda la radice, la quantificazione di P. vexans

e correlata alla gravita dei sintomi visibili:

- i 3 campioni asintomatici hanno quantificazioni quasi sotto la soglia di rilevamento del saggio;

- nei campioni sintomatici si ritrovano alte concentrazioni di DNA del patogeno.

Quantificazione con gqPCR di DNA di Phytopythium vexans

Faifics

Raita degli standard oftenula con dilezmnmn n acgs
w di DRA o Phytappthinm vagans puriflicate dallisalkatg H1018
¥ = -34812 x + 30306 (AT = 0 950)

Tessulo

Sintomatologa
B Snlamstien

& adiniomabic



Corcerfrazions di DR (gl

Diagnostica precoce in vivaio

Quantificazione con qPCRE di DMA di Phytopythium vexans

[4 estratio da redici proveniant da tre vivai Halianl

Crigirne l Wisslo & | | Vivaio &

Wraaio C

Saggio diagnostico su materiale propagativo in vivaio.
Individuazione della presenza del patogeno prima della
comparsa dei sintomi con saggio non distruttivo.

Campione con la piu alta concentrazione di P. vexans
presentava forte sintomatologia a livello radicale.

Campioni, in cui si € individuata una bassa
concentrazione, non presentavano sintomi.




Take home message

> Isolamento di Phytopythium spp. da radici infette a partire dal 2016. Tra gli isolati,
prevalenza di P vexans

» Riproduzione dei sintomi della moria in condizioni di ristagno idrico e in seguito
all'inoculazione con Phytopythium spp.

» Oomiceti favoriti dal ristagno idrico e dall'aumento della temperatura del suolo

> Analisi del microbioma di suolo, rizosfera e radici
Disbiosi multiregno: perdita di controllo della componente batterica e selezione
deterministica degli oomiceti

> La moria deriva da una concatenazione di fattori di stress: l'ipossia favorisce la
disbiosi, nel microbioma alterato e favorita l'infezione da parte di Phytopythium spp.
che supera le difese dell’ospite indebolito

» Metodo molecolare basato sulla gPCR per il rilevamento di P vexans, utile per la
diagnosi precoce in vivaio
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