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Pianificazione del campionamento

Preliminarmente si è ritenuto opportuno analizzare in dettaglio le mappe disegnate da Wagner nel 1939 (dopo le quali seguirono abbattimenti massicci sulle piante sintomatiche al fine di eradicare il patogeno) (Fig. 1) e le informazioni descrittive di Wolf (1948) sulla diffusione del patogeno agente del cancro corticale del cipresso (Seiridium cardinale) in California e definirne i confini territoriali attuali su cartografia di dettaglio.
La prima fase del soggiorno presso il Department of Environmental Science, Policy and Management della University of California a Berkeley è stata spesa per prendere contatto con i patologi delle varie contee dello stato che svolgono servizio decentrato e che afferiscono all’Università (Dr. Steven Swain – Marin County, Bethallyn Black – Contra Costa County, Larry Costello – San Mateo County) per chiedere informazioni su segnalazioni di sintomi potenzialmente afferibili a Seiridium cardinale nelle differenti zone dello stato dove sono presenti le specie ospiti.

Da questa analisi e dalle segnalazioni ricevute (non tutte attendibili purtroppo) sono state pianificate sia escursioni mirate con l’accompagnamento degli Horticolture and Environmental Advisors, che perlustrazioni in aree per le quali erano carenti le informazioni.
Rispetto al programma preventivo si è ritenuto opportuno, in accordo col responsabile in loco Dr. Garbelotto, estendere il campionamento all’intera California includendo anche l’area di San Diego, situata all’estremo sud delo stato al confine col Mexico.

Campionamento

Le aree campionate sono state scelte anche con criterio geografico al fine di ottenere isolati di origine il più possibile lontana e quindi avere una sufficiente rappresentatività della variabilità genetica della popolazione californiana del patogeno (Fig. 2). Il campionamento è stato realizzato nelle contee (da nord a sud) di Mendocino, Sonoma, Napa, Marin, Contra Costa, Alamenda, San Joaquin, San Francisco, San Mateo e San Diego.

Le specie sulle quali sono stati riscontrati i sintomi ascrivibili a S. cardinale sono state Cupressus sempervirens, C. macrocarpa, xCupressocyparis leylandii, Juniperus sp. (specie in via di accertamento presso l’erbario dell’Università delle California). In alcuni giardini botanici (Quail Botanical Garden di San Diego e Botanical Garden University of California a Berkeley) gli stessi sintomi sono stati rilevati anche su C. benthami, C. benthami e C. stephensonii.
I campioni vegetali (rametti, rami sintomatici) opportunamente raccolti e contraddistinti sono stati giornalmente portati in laboratorio per gli isolamenti. 
Distribuzione attuale delle specie ospite e dei sintomi da Seiridium cardinale in California

Da questa indagine è emerso quanto segue al riguardo della destribuzione degli ospiti e dei sintomi ascrivibili a Seiridium cardinale.

L’uso del cipresso comune (Cupressus sempervirens) in California è esclusivamente ornamentale. Viene piantato solitario o in filari con piante distanziate di 3-4 m, a ridosso delle pareti delle villette  o nei giardinetti a costituire una sorta di cortina separatrice. Spesso viene capitozzato e potato ed allevato in forma quasi cilindrica o a coppa. Abbastanza comune nelle proprietà private delle piccole cittadine è comunque ben rappresentato anche nelle grandi città (San Francisco, Sacramento) dove viene piantato anche nei pressi di edifici commerciali. E’ inoltre presente, anche se non strettamente come in Europa, attorno ad edifici religiosi cattolici. Non è frequente invece in parchi o giardini pubblici. Lo troviamo quindi pressochè in tutta la California retro costiera e nell’interno fino alle falde della Sierra Nevada. Difficilmente si ritrova a ridosso della costa a causa dei costanti e forti venti marini e dell’effetto del sale contenuto nell’aerosol marino. Molto più raro nelle zone di Los Angeles e San Diego dove è vicariato dalle palme per il clima caldo torrido. Nelle contee più settentrionali (Humboldt, Trinity, Mendocino) è nuovamente raro a causa del freddo invernale che caratterizza queste zone. In alcune zone della San Joaquin Valley, a vocazione prevalentemente agricola, la presenza di abitanti di origine italiana è molto elevata tanto che alcune località prendono il nome di Asti, Lodi, Terra bella. In queste zone si possono trovare Ranch o Fattorie con i viali di accesso ornate da veri e propri duplici filari di cipresso in stile tipicamente italiano. 

Del cipresso comune è rappresentata esclusivamente la varietà a chioma fastigiata. I portamenti degli esemplari sono piuttosto omogenei tanto da far dedurre la commercializzazione di cloni. I cipressi presenti sono inoltre pressochè tutti di giovane età, non più di 20-30 anni.

I sintomi sono in genere diffusi molto più frequentemente sul tronco che non sulle piccole branche o rametti.

La percentuale di individui che presentano sintomi “Seiridium like” è molto bassa, stimata nell’ordine del 1-2% concentrata nelle aree dove sono presenti anche il Cipresso di Monterey (Cupressus macrocarpa) e il Cipresso di Leyland (xCupressocyparis leylandii) ovvero nelle zone costiere riparate o immediatamente retrocostiere.

Nelle famose valli a vocazione vitivinocola di Napa e Sonoma (Napa e Sonoma Counties) il cipresso comune è più diffuso spesso associato alle vineyards e anche la malattia ha un’incidenza maggiore, nell’ordine del 10-15%. La diffusione del cipresso nelle restanti zone della California è assolutamente discontinua e puntiforme, molto localizzata.

Probabilmente, oltre al clima più arido, la bassissima densità del cipresso comune e la quasi assenza degli altri ospiti ostacola la diffusione della malattia in queste zone.
Il cipresso di Monterey è invece utilizzato molto meno in contesti ornamentali anche se è comunque ben rappresentato in parchi e giardini pubblici di grandi dimensioni. Non si trova affatto invece nelle proprietà private ed è piantato (talvolta naturalizzato) esclusivamente nelle zone costiere e immediatamente retrocostiere del centro-nord della California. Originario della zona di Monterey e Santa Cruz (Monterey e Santa Cruz counties) è stato ampiamente diffuso per scopi protettivi lungo tutta la costa per la notevole resistenza agli aerosol marini ed ai forti venti del Pacifico. In molte zone battute costantemente dai forti venti da ovest C. macrocarpa è l’unica specie arborea impiegabile per la stabilizzazione dei versanti assieme al Monterey Pine (Pinus radiata) e Bishop Pine (Pinus muricata), che sono però fortemente limitati in questa zona da Fusarium circinatum. Sul cipresso di Monterey lungo la costa però non è assolutamente visibile nessun sintomo riconducibile ad attacchi di S. cardinale. Il clima oceanico costiero è relativamente fresco quasi tutto l’anno, non si verificano mai gelate che possono causare cretti corticali che costituiscono la via di penetrazione preferenziale del patogeno. Inoltre la costante presenza di venti provenienti da ovest condiziona fortemente la diffusione dell’inoculo del patogeno lungo la costa pacifica.

Nelle zone di indigenato gli esemplari di C. macrocarpa possono raggiungere dimensioni colossali. Gli esemplari che crescono ulle scogliere  presentano portamento contorto e chiome modellate dai venti.

Il cipresso di Monterey nella zona di indigenato è perfettamente adattato alle condizioni climatiche  tanto che gli assai sporadici sintomi “Seiridium like” sono visibili esclusivamente  su Cupressus sempervirens. 

In generale, dalle osservazioni realizzate si può stimare che la percentuale di C. macrocarpa con sintomi “Seiridium like” è di circa il 35-40% (Fig. 3-4).
Il Cipresso di Leyland è invece molto diffuso in California per la sua funzione ornamentale. Nei giardini annessi alle abitazioni e lungo le proprietà è spesso piantato in filari ma mai potato a siepe. Dalle osservazioni realizzate, la quasi totalità delle piante presenta sintomi “Seiridium like” (80-90%). Sono colpiti sia individui adulti che individui di giovane età  indipendentemente dalla localizzazione geografica (Fig. 3-4). Per questo motivo la vendita presso vivaisti e l’utilizzo del Leyland Cypress è ormai praticamente abbandonata.

In genere l’identificazione dei sintomi non è semplice soprattutto su C. macrocarpa e xCupressocyparis leylandii. Le chiome aperte favoriscono lo stroncamento di rami e rametti che rimangono all’nterno della vegetazione intricata e possono essere confusi a prima vista come disseccamenti dovuti ad un attacco da Seiridium. Inoltre alla base di molti rami disseccati, spesso nel punto di inserzione sui rami di ordine maggiore, si notano protuberanze resinose che nascondono in realtà il foro di ingresso e l’attività di insetti corticicoli come Phloeosinus cupressi Hopkins e Phloeosinus cristatus (LeConte) che hanno maggiori dimensioni rispetto agli Scolitidi europei dello stesso genere.

Dalle osservazioni realizzate sembra che il ruolo dell’insetto nella diffusione della malattia sia comunque molto marginale e comunque minore rispetto alla situazione mediterranea.

Per quanto riguarda le aree percorse in modo capillare alla ricerca del patogeno, confrontando la distribuzione spaziale della malattia rilevata da Wagener nel 1939 con la situazione odierna (2008) (Fig. 5), si nota come, nonostante gli abbattimenti di tutti i soggetti sintomatici effettuati nei decenni successivi alla sua segnalazione, questa si sia espansa verso nord e verso est, in altre contee (Fig. 5).  

Isolamento del fungo

La superficie esterna dei campioni raccolti è stata sterilizzata con etanolo ed il ritidoma rimosso con un bisturi sterile fino ad esporre il periderma in modo da evidenziare l’area necrotica, distinguibile da quella inalterata per il colore bruno-rossiccio. L’isolamento è stato realizzato dalle zone di confine tra la necrosi della corteccia e la zona ancora sana. Per ogni campione sono stati prelevati circa 20 frammenti di corteccia e posti in piastre Petri contenti PDA (Potato Dextrose Agar) al 2%, mantenute in incubazione a temperatura ambiente (circa 20-25°C) al buio. 
Identificazione di Seiridium cardinale
Dopo 4-5 giorni le caratteristiche colonie di S. cardinale bianche, fioccose e compatte con anello centrale grigio-verde che si sono sviluppate sono stati trasferiti separatamente in altre piastre Petri contenenti il medesimo substrato. Dopo circa una settimana le sottocolture sono state esaminate morfologicamente per attribuirne l’identità sulla base delle caratteristiche della colonia (Chou, 1989).
Sono stati quindi raccolti 24 isolati di S. cardinale da varie contee e su diverse specie di Cupressaceae come da tabella seguente.

	
	Specie
	Localita' 
	Contea

	1
	C. macnabiana
	UC Berkeley Botanical Garden
	Alameda

	2
	C. macrocarpa
	Berkeley Marina
	Alameda

	3
	C. macrocarpa
	Berkeley Marina
	Alameda

	4
	xC. leylandii
	Lodi 8 ml road at oakwilde av.
	San Joaquin

	5
	xC. leylandii
	Lodi 8 ml road at oakwilde av.
	San Joaquin

	6
	Juniperus sp.
	Lodi 8 ml road at golf view
	San Joaquin

	7
	xC. leylandii
	Lodi 8 ml road at camping rv park
	San Joaquin

	8
	xC. leylandii
	Lathrop - Shell station
	San Joaquin

	9
	Sempervirens
	Lafayette - N Bart station
	Contra Costa

	10
	xC. leylandii
	Lafayette - N Bart station
	Contra Costa

	11
	C. macrocarpa
	Berkeley - water front park
	Alameda

	12
	xC. leylandii
	Sea World Park - San Diego
	San Diego

	13
	C. macrocarpa
	Sea World Park - San Diego
	San Diego

	14
	C. macrocarpa
	black mountan road - exit 280
	S. Mateo

	15
	xC. leylandii
	skyline blv/summit drive
	S. Mateo

	16
	xC. leylandii
	hw 280 cristazl spring - skyfarm drive
	S. Mateo

	17
	C. macrocarpa
	black mountain road spring golf course
	S. Mateo

	18
	xC. leylandii
	road 258
	Mendocino

	19
	C. macrocarpa
	Fire Station
	Sonoma

	20
	xC. leylandii
	Simmons road
	Marin

	21
	xC. leylandii
	S. Marine drive 52
	Marin

	22
	C. macrocarpa
	UC Berkeley Richmond Field Station
	Contra Costa

	23
	xC. leylandii
	Est village
	Marin

	24
	xC. leylandii
	Calistoga
	Napa


Gl isolati opportunamente sistemati ed accompagnati dalla necessaria documentazione sono stati spediti e fatti pervenire all’Istituto per la Protezione delle Piante di Firenze dove sono attualmente in in corso ulteriori esami. Per l’estrazione del DNA gli isolati saranno quindi fatti crescere alla temperatura di 25°C per 10 giorni su piastre Petri contenenti PDA contenenti  una membrana semipermeabile sterile (cellophane) sulla superficie del substrato. Questo accorgimento permetterà di poter raccogliere il micelio fungino separandolo facilmente dal substrato. Il micelio di ciascun isolato sarà quindi liofilizzato e conservato a -80°C. Il DNA sarà estratto con apposito Kit secondo la procedura indicata dal fabbricante, quantificato allo spettrofotometro e la concentrazione uniformata a 10ng/μl. 
La valutazione della diversità genetica della popolazione Californiana di S. cardinale ed il confronto con quella europea verrà realizzata attraverso marcatori molecolari specifici (microsatelliti) (Sebastiani et al., dati non pubblicati), già testati sulla popolazione europea di Seiridium cardinale (Della Rocca et al., 2008). L’amplificazione sarà realizzata via PCR secondo la tecnica Touchdown-PCR (Don et al., 1991). Gli amplificati saranno poi genotipizzati al sequenziatore per stabilire la lunghezza dei singoli prodotti di amplificazione per ciascun locus.

Ricadute ed importanza dell’attività svolta

Appare importante sottolineare l’importanza di questa esperienza che da una parte ha permesso di avere concrete informazioni sulla diffusione attuale della malattia in California a distanza di oltre 50 anni dagli ultimi rilievi, ma ha soprattutto permesso di mettere a disposizione dell’Istituto per la Protezione delle Piante del CNR un patrimonio di isolati di Seiridium cardinale unico che va ad aggiungersi alla già cospicua collezione di isolati fungini dell’Istituto. Gli isolati californiani saranno impiegati in una serie di studi molecolari che avranno come obiettivo quello di chiarire alcuni aspetti relativi all’introduzione in Europa del patogeno, alla sua origine, alla sua variabilità genetica a livello di popolazione e quindi all’esistenza di eventuali mating type Lo studio sarà utile anche al fine di prevenire inoltre l’eventuale introduzione nell’ambiente di isolati più virulenti, che possano mettere a rischio formazioni di cipresso italiane ed il programma di miglioramento genetico sul cipresso per la resistenza al cancro corticale che l’IPP conduce dagli anni ’70 e che ha portato tra l’altro alla registrazione di 4 brevetti vegetali .

References

· Chou C.K.S. (1989). Morphological and cultural variation of Seiridium spp. from cankered Cupressaceae hosts in New Zeland. Eur. For. J. Path. 19: 435-445.
· Della Rocca G. (2008). Seiridium cardinale, agente di cancro corticale del cipresso: Analisi della popolazione europea tramite tecniche morfometriche, molecolari e test di patogenicità. Tesi di Dottorato in Biotecnologie Microbiche Agrarie XX Ciclo, Università degli studi di Firenze, 29/2/2008.

· Don R.H., Cox P.T., Wainwright B.J., Baker K., Mattick J.S. (1991). “Touchdown” PCR to circumvent spurious priming during gene amplification. Nucleid Acid Research, 19 (14): 4008.
· Wagener W.W. (1939). The canker of Cupressus induced by Coryneum cardinale. J. Agri. Res. 58, 1-46.

· Wolf M.S., Caten C.E. (1987). Populations of Plant Pathogens: Their Dynamics and Genetics. Blackwell Scientific Publications, Oxford.

Esperienze supplementari
Oltre a sviluppare il programma di ricerca previsto e concordato, durante il soggiorno ho avuto la possibilità di fare esperienze di campo e di laboratorio relative anche ad altre patologie forestali di grande importanza in California come Fusarium circinatum agente di cancro in alcune specie di pini e Phythophthora ramorum causa della “Sudden Oak Death” (morte improvvisa di alcune specie del genere Quercus).

Al contempo l’esperienza è risultata proficua anche perché mi ha permesso di entrare in contatto con colleghi qualificati con i quali si sono gettate le basi per future collaborazioni scientifiche.
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