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1 Introduzione

Xylella fastidiosa (X.f.) & un batterio Gram-negativo diffuso a livello globale e ospitato da un'ampia
gamma di specie vegetali, tra cui l'olivo, la vite, il mandorlo, il fico, gli agrumi, le ornamentali
(oleandro, olmo, pervinca, quercia) e alcune piante selvatiche (Zarco-Tejada et al., 2018; Morelli et
al., 2021). Nell'olivo, provoca la sindrome del declino rapido dell'olivo (Co.Di.Ro.), che consiste nella
bruciatura delle foglie e nel disseccamento dei rami terminali che si diffondono rapidamente al resto
della chioma, fino a portare alla morte dell'albero (Loconsole et al., 2014), poiché i vasi xilematici
sono ostruiti dall'accumulo di biofilmi batterici (Purcell et al., 1996). La diffusione globale di questo
patogeno continua ad aumentare attraverso il trasporto di merci e materiale vegetale (EPPO Global
Database). Philaenus spumarius € stata identificato come vettore del batterio ed e responsabile
della rapida diffusione del patogeno dall'area dei focolai originari in tutta la regione Puglia (Cornara
et al., 2016; Picciotti et al., 2021).

La difficolta di determinare l'origine e l'effettivo impatto dei danni causati dalla malattia ha
rallentato gli sforzi sanitari, determinando la diffusione del batterio, favorita anche dalle condizioni
climatiche favorevoli. Pertanto, la diffusione dell'epidemia ha portato alla perdita di milioni di ulivi,
causando gravi danni all'economia pugliese e un drammatico cambiamento del paesaggio (Cardone
et al., 2021; Frem et al., 2021; Bozzo et al., 2022). Finora sono stati compiuti diversi sforzi per
prevenire la malattia e controllare il patogeno, ma questi hanno portato solo a un rallentamento
dell'epidemia, non al contenimento della malattia o all'eradicazione del batterio. Secondo la
legislazione europea e italiana, il contenimento di X.f. consiste nel monitorare lo stato di infezione
delle piante nella zona cuscinetto e lo stadio del vettore, al fine di pianificare misure di controllo
agronomico e chimico (Liccardo et al., 2020).

Tra le cultivar di olivo pil comunemente coltivate, Cellina di Nardo e Ogliarola Salentina sono
risultate le pil suscettibili, mentre Leccino e FS17 (detta anche Favolosa) sono resistenti a X.f. (Bau
et al., 2017; Boscia et al., 2017). Alcuni studi hanno cercato di comprendere i meccanismi alla base
della diversa risposta di Leccino e FS17 rispetto alle cultivar suscettibili (Walker et al., 2023;
Giampetruzzi et al., 2016; Sabella et al., 2018). Tuttavia, non si & ancora giunti a un'identificazione
completa dei meccanismi di resistenza.

L'attuale legislazione limita la conversione delle aree infette solo alle varieta Leccino e FS17
(decisione di esecuzione (UE) 2015/789 della Commissione). Tuttavia, la selezione di accessioni che
combinano la resistenza o la tolleranza al batterio con altre caratteristiche economicamente
rilevanti potrebbe essere una fonte preziosa per la conversione delle aree infette in agroecosistemi
resilienti (Pavan et al., 2021). In questo scenario, I'uso di grandi collezioni di germoplasma di olivo,
che includono materiale genetico moderno e antico, &€ un approccio utile per identificare nuove
fonti di resistenza (di Rienzo et al., 2016; Sion et al., 2019; Miazzi et al., 2020).

Nel bacino del Mediterraneo esistono piu di 900 cultivar di olivo e un gran numero di ecotipi,
genotipi locali e alberi selvatici (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) (Muzzalupo et al.,
2009; Boucheffa et al., 2019; Falek et al., 2021; Fanelli et al., 2022). Tuttavia, il germoplasma
dell'olivo e caratterizzato da un'elevata variabilita morfo-ogica e genetica e presenta molti casi di
sinonimia e omonimia a causa della denominazione errata da parte degli agricoltori locali. Per
sfruttare la biodiversita dell'olivo per la selezione dei caratteri agronomici e della resistenza ai
patogeni, € necessaria un'accurata identificazione dei genotipi disponibili. Recentemente, 'uso di
marcatori molecolari e lo sviluppo di metodi di sequenziamento di nuova generazione (NGS), che
consentono un'identificazione piu affidabile delle cultivar, hanno sostituito la caratterizzazione
morfologica, che & fortemente influenzata da fattori ambientali (Islam et al., 2007; Taranto et al.,
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2018; D’Agostino et al., 2018; Bazakos et al., 2023). Tra i marcatori molecolari, I'uso dei marcatori
SSR (Simple Sequence Repeats) € ampiamente diffuso in olivo grazie alla loro natura codominante,
all'elevata riproducibilita, alla facilita d'uso e al basso costo (Sion et al., 2021).

L'identificazione di nuovi genotipi putativi resistenti a Xylella fastidiosa nel germoplasma olivicolo
locale limiterebbe la perdita di cultivar con caratteristiche agronomiche interessanti, contribuendo
a mantenere un'elevata diversita genetica e aiutando a preservare la tradizione olivicola pugliese,
consentendo il reimpianto nelle aree infette. Inoltre, questi genotipi potrebbero svolgere un ruolo
importante nello studio dei meccanismi coinvolti nella tolleranza al batterio. Lo scopo di questo
studio & stato quello di ricercare nuovi genotipi tolleranti o resistenti a X.f. in aggiunta alle cultivar
Leccino e FS17. Pertanto, una collezione di 100 genotipi di olivo e stata caratterizzata
molecolarmente utilizzando un set di 10 marcatori SSR e valutata per la resistenza al patogeno.

1.1 Obiettivo del documento

L'olivo (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) rappresenta la coltura cardine
dell'agricoltura pugliese, basata sulla produzione di olio e olive da tavola. L'elevata variabilita
genetica del germoplasma olivicolo pugliese & a rischio di erosione genetica a causa dei
cambiamenti sociali, economici e climatici. Inoltre, dal 2013, la diffusione del batterio gram-
negativo Xylella fastidiosa subsp. pauca, responsabile della sindrome del declino rapido dell'olivo
(0OQDS), sta minacciando la biodiversita olivicola in Puglia, danneggiando I'economia regionale e
il patrimonio paesaggistico. L'obiettivo di questo documento e quello di illustrare I'indagine
condotta su germoplasma olivicolo pugliese (100 genotipi autoctoni di olivo pugliese, tra cui
varieta minori, genotipi F1 e cultivar di riferimento) al fine di indagare la risposta differenziale
all'infezione da X. fastidiosa. | 100 genotipi sono stati genotipizzati utilizzando 10 marcatori SSR
e coltivati per 5 anni in un campo sperimentale; quindi, sono stati inoculati con il batterio. La
valutazione dei sintomi e la quantificazione del batterio mediante saggio gPCR e unita formanti
colonie (CFU) sono state effettuate tre e cinque anni dopo I'inoculazione. Lo studio ha permesso
di identificare 9 genotipi putativamente resistenti che rappresentano un primo pannello di
germoplasma olivicolo utile sia per lo studio dei meccanismi di risposta al patogeno sia come
riserva per il reimpianto in aree infette.

1.2 Definizioni, Acronimi e Abbreviazioni

o X.f=Xylella fastidiosa

e Genotipi PR = genotipo Putativamente Resistenti

e gPCR = PCR quantitativa

e Cq=ingPCR il Cq & il numero dei cicli nei quali la fluorescenza inizia ad essere rilevata.
Quanto minore € il valore di Cq, maggiore € la concentrazione del parametro studiato nel
campione.

e UFC/ml = Unita Formanti Colonie/millilitro

e CoDiRO = Complesso del Disseccamento Rapido dell’Olivo. Sindrome causata dall’infezione
del patogeno Xylella fastidiosa.
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1.3 Struttura del documento

2 Contesto

L’attivita, incentrata sulla valutazione di 100 genotipi di olivo al fine di studiare il loro grado di
resilienza a Xylella fastidiosa subsp. pauca, € stata svolta in collaborazione con il tecnico agronomo
del distretto Nicola Murrone, e i colleghi della sezione di patologia del Disspa.

3 Risultati

L’attivita ha riguardato la valutazione di n. 81 genotipi autoctoni pugliesi recuperati e caratterizzati
nell’ambito dei progetti Olviva (progetto finanziato dalla Regione Puglia "Qualificazione del
vivaismo olivicolo. Caratterizzazione varietale sanitaria e innovazione nella tecnica vivaistica") e
Re.Ger.0.P. (PROGRAMMA SVILUPPO RURALE FEASR 2014-2020 Asse Il “Miglioramento
delAmbiente e dello Spazio Rurale,” Misura 10.2.1 “Progetti per la conservazione e
valorizzazione delle risorse genetiche in agricoltura” — trascinamento della Misura 214 Az. 4 sub
azione a) del PSR 2007-2013 Progetti integrati per la biodiversita. “Recupero del Germoplasma
Olivicolo Pugliese”, e a n. 19 genotipi di una popolazione sperimentale F1 con caratteri
agronomici d’interesse ottenuta da libera impollinazione ottenuti dalla sezione di Genetica e
Miglioramento genetico del Dipartimento di Scienze del Suolo, della Pianta e degli alimenti
(DiSSPA) dell’Universita degli Studi di Bari "Aldo Moro".

Nel 2008 In agro di Parabita (LE) & stato realizzato un campo di valutazione con i 100 genotipi
(progetto Redoxy finanziato dalla Regione Puglia) e al suo interno sono state inoltre inserite la
varieta Cellina di Nardo come controllo suscettibile e la varieta Leccino (due cloni differenti)
come controllo resistente. La disposizione delle piante & stata realizzata seguendo lo schema del
blocco randomizzato con tre repliche ciascuna composta da quattro piante, per un totale
complessivo di 12 piante per ogni genotipo. |l campo é stato realizzato in irriguo per favorire la
crescita delle piante e non avere fattori ambientali di stress ed & stato condotto secondo il
disciplinare regionale di produzione integrata. Le valutazioni della suscettibilita varietale a Xylella
fastidiosa sono state svolte nel 2021 attraverso il progetto Redoxy e nel 2022 e 2023 con il
presente progetto. Sono stati svolti saggi con la metodica della PCR quantitativa per valutare la
carica batterica nei tessuti in esame, quali porzioni di rametti e foglie e rilievi visivi
sintomatologici per valutare la suscettibilita varietale. Il campionamento ¢ stato eseguito nelle
annate 2021 e 2023 prelevando da ogni pianta 4-8 rametti in modo random dalla chioma. La
severita dei sintomi & stata valutata utilizzando una scala empirica con i seguenti valori: 0: piante
asintomatiche, 1: fino al 10% della chioma, 2: fino al 30% della chioma, 3: fino al 60% della
chioma, 4: fino all’80% della chioma, 5: fino al 100% della chioma.

| dati di infezione e di sintomatologia rilevati nei due anni sono mostrati in Tabella 1.
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Tabella 1. Valori di carica batterica (Cq), CFU/ml e sintomi (SYM) misurati per tutti i genotipi.
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Spring 2021 Spring 2023
Genotypes SYM(05) Cq SD  CFU/ml SD | SYM(05) Cq SD CFU/ml sD
Bella Di Cerignola 0 24.17 4.48 7.22E+05 3.73E+05 3 22.32 0.55 6.72E+05 2.36E+05
Bianca 0 22.44 241 1.05E+06 8.72E+05 4 21.77 2.78 2.32E+06 2.54E+06
Butirra Di Melpignano 0 24.19 0.05 1.74E+05 4.76E+03 1 24.45 1.87 2.36E+05 2.04E+05
Carmelitana 0 25.24 2.44 2.28E+05 1.74E+05 2 22.73 2.7 4.01E+05 3.47E+05
Cerasuola 0 NA NA NA NA 1 26.95 7.14 2.14E+05 4.28E+05
Cima Di Mola 0 21.22 1.44 1.72E+06 1.05E+06 1 22.63 1.40 9.98E+05 7.40E+05
Cipressino 0 26.11 5.33 3.18E+05 3.14E+05 2 26.55 2.78 7.95E+04 7.64E+04
Corna 0 26.90 1.84 3.82E+04 2.74E+04 1 23.33 2.24 5.24E+05 3.30E+05
Genotype_F4P2 0 28.85 0.69 7.50E+03 3.95E+03 2 23.64 0.51 2.67E+05 9.68E+04
Genotype_F5P3 0 22.65 0.37 5.17E+05 7.18E+04 2 22.52 191 6.47E+05 7.54E+05
Genotype_F5P5 0 23.06 1.01 4.30E+05 1.97E+05 2 21.93 1.22 6.62E+05 7.82E+05
Genotype_F8P2 0 29.08 4.33 2.48E+04 3.41E+04 1 23.43 1.46 3.00E+05 3.38E+05
Genotype_F8P5 0 27.77 5.43 2.75E+05 2.71E+05 3 20.75 0.85 2.12E+06 1.16E+06
Gulliver 1 28.67 4.47 3.54E+04 3.45E+04 1 25.54 3.57 2.26E+05 2.60E+05
Lecciuolo 0 NA NA NA NA 1 23.70 6.15 1.25E+06 2.50E+06
Leucocarpa 0 21.94 0.67 8.95E+05 2.58E+05 4 24.07 2.64 4.53E+05 4.93E+05
Limongella 0 26.94 4.18 1.96E+05 1.87E+05 2 23.03 1.93 6.82E+05 6.59E+05
Nocella 0 23.78 3.22 5.87E+05 3.24E+05 1 25.57 3.51 1.46E+05 1.87E+05
Nolca 0 27.19 6.23 2.32E+05 2.31E+05 1 22.39 1.73 8.99E+05 8.01E+05
Provenzale 0 27.38 0.00 19075.58 0.00E+00 1 23.99 2.61 3.83E+05 2.77E+05
Simone 0 25.08 6.06 9.25E+05 1.30E+06 3 22.08 0.41 7.77E+05 2.25E+05
Cellina Di Nardo' 0 23.43 2.77 6.16E+05 3.03E+05 2 21.45 1.84 1.79E+06 1.41E+06
Uggiana 0 22.83 0.00 4.48E+05 0.00E+00 2 25.58 2.39 8.92E+04 9.80E+04
Ac'lin 0 30.30 2.23 4.21E+03 3.36E+03 2 22.95 1.44 6.12E+05 6.58E+05
Bambina 0 27.70 0.12 1.53E+04 1.24E+03 1 2145 3.63 1.62E+06 1.81E+06
Biancolilla 0 28.17 0.92 1.32E+04 5.20E+03 2 23.06 1.15 4.73E+05 3.13E+05
Caduta Morta 0 30.80 0.00 1.78E+03 0.00E+00 1 23.48 2.94 5.14E+05 6.95E+05
Canna 0 28.89 0.00 6.71E+03 0.00E+00 1 22.67 2.00 9.22E+05 1.08E+06
Carolea 0 23.24 0.00 3.36E+05 0.00E+00 1 22.97 2.97 5.20E+05 4.26E+05
Cazzinicchio 0 28.27 4.47 9.95E+04 9.63E+04 3 23.52 0.28 2.81E+05 5.72E+04
Cima Di Bitonto 0 22.10 1.13 9.17E+05 4.21E+05 2 22.05 0.06 3.83E+05 4.43E+05
Colmona 0 31.11 0.00 1.44E+03 0.00E+00 1 25.15 2.00 1.05E+05 1.14E+05
Coratina 0 23.33 2.53 5.95E+05 5.04E+05 1 23.67 2.09 5.07E+05 6.36E+05
Crogiola 0 21.88 0.96 9.65E+05 4.24E+05 2 21.66 1.05 1.22E+06 9.74E+05
Dolce Di Cassano 0 20.64 0.00 2.05E+06 0.00E+00 1 25.39 3.70 5.18E+05 9.40E+05
Dolce Tonda_PR 0 36.30 0.00 6.44E+04 0.00E+00 0 30.72 0.00 6.28E+02 1.09E+03
Donna Francesca 0 30.77 1.02 2.06E+03 9.59E+02 1 26.23 2.80 6.61E+04 7.39E+04
Donna Giulietta 0 NA NA NA NA 2 22.77 3.74 1.79E+06 1.92E+06
Fragolino 0 27.71 0.61 1.21E+04 6.85E+03 1 25.25 3.38 1.14E+05 2.18E+05
Genotype_F10P1 0 23.49 1.87 4.11E+05 2.98E+05 2 22.57 2.39 1.49E+06 2.33E+06
Genotype_F10P5 0 25.32 4.42 3.54E+05 3.45E+05 2 22.87 1.54 5.65E+05 5.12E+05
Genotype_F3P1_PR 0 29.51 0.00 4.37E+03 0.00E+00 2 30.68 4.56 4.29E+04 8.44E+04
Genotype_F3P2 0 26.38 0.77 4.10E+04 1.49E+04 1 24.23 0.73 1.39E+05 1.26E+05
Genotype_F4P1 _PR 0 23.65 0.00 2.53E+05 0.00E+00 0 28.04 0.84 6.59E+03 8.70E+03
Genotype_F5P2 0 27.01 3.52 1.08E+05 9.59E+04 1 23.34 2.81 7.91E+05 9.74E+05
Genotype_F5P4 0 26.64 5.07 1.94E+05 2.70E+05 3 23.89 1.49 2.88E+05 1.95E+05
Genotype_F6P2 0 25.67 1.70 9.71E+04 5.99E+04 2 22.60 0.24 5.29E+05 9.15E+04
Genotype_F6P5 0 26.26 0.00 4.16E+04 0.00E+00 2 25.36 4.10 2.53E+05 2.03E+05
Genotype_F7P2 0 27.01 3.52 1.08E+05 9.59E+04 1 23.34 2.81 7.91E+05 9.74E+05
Genotype_F7P3 0 30.47 0.00 2.24E+03 0.00E+00 2 26.56 4.35 2.36E+05 4.60E+05
Genotype_F7P5 0 29.72 2.41 6.74E+03 5.59E+03 2 21.37 1.37 1.25E+06 1.51E+06
Genotype_F9P1_PR 0 28.80 0.00 7.12E+03 0.00E+00 0 31.67 0.00 9.75E+02 0.00E+00
Genotype_F9P4_PR 0 30.40 0.00 2.92E+05 0.00E+00 2 28.09 2.29 2.48E+04 3.24E+04
Gniastra 0 25.27 2.16 1.59E+05 1.11E+05 1 26.72 4.42 6.67E+04 1.31E+05
Grappa 0 25.80 0.87 2.26E+05 0.00E+00 1 22.14 0.07 3.60E+05 4.17E+05
Grappolo 0 23.06 1.45 4.82E+05 2.96E+05 2 21.77 2.24 1.92E+06 2.08E+06
Inchiastra Di Locorotondo 0 26.20 0.00 4.34E+04 0.00E+00 3 22.56 1.10 6.58E+05 4.28E+05
Leccino Lazio _PR 0 33.49 0.72 3.02E+02 1.62E+02 1 32.33 0.00 0.00E+00 0.00
Leccino_Ref 0 - - - - 0 32.93 0.00 9.67E+03 1.32E+04
Leccio Del Corno_PR 0 33.66 5.10 1.51E+03 2.10E+03 1 28.66 5.32 2.67E+04 5.34E+04
Lezze 0 21.27 1.65 1.78E+06 1.19E+06 1 20.57 1.27 2.81E+06 2.11E+06
Maggiorata 0 27.04 0.00 3.41E+03 0.00E+00 3 20.97 1.06 2.02E+06 1.64E+06
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Parallelamente, i genotipi in esame sono stati caratterizzati a livello molecolare mediante 10
marcatori SSR. Allo scopo di comprendere le relazioni genetiche tra i 100 genotipi esaminati,
I'analisi filogenetica condotta mediante software Darwin v.6 ha incluso i profili molecolari di
riferimento della cv. resistente FS17 e della cv. suscettibile Ogliarola Salentina. | risultati dell’analisi
filogenetica sono mostrati in Figura 1.
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Simone

Corna
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Figura 1. Analisi filogenetica condotta per i 100 genotipi testati per la risposta a Xylella fastidiosa.

| dati di caratterizzazione molecolare e quelli di risposta all’infezione a Xylella fastidiosa sono stati

analizzati attraverso parametri statistici.

Correlando il dato molecolare con i dati di infezione é stato possibile individuare un sottogruppo
della collezione costituito da 9 genotipi putativamente resistenti a Xylella fastidiosa (denominati
PR). Questi, sono stati sottoposti a test di paternita mediante software Cervus per individuare i
putativi parentali probabilmente coinvolti nella tolleranza/resistenza al batterio.
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Risultato conseguito: Analisi di un set di varieta autoctone pugliesi minori per la resilienza a Xylella
fastidiosa.

4 Discussioni

L’analisi filogenetica (Figura 1) condotta sui 100 genotipi esaminati per la risposta a Xyella fastidiosa
ha suddiviso la collezione in due gruppi: Cluster A che include la maggior parte dei genotipi (76)
con le due cvs. resistenti Leccino ed FS17 e Cluster B in cui ricadono i rimanenti 22 genotipi con
le suscettibili Cellina di Nardo e Ogliarola Salentina.

Per quanto riguarda la valutazione dei sintomi e della carica batterica (Tabella 1), solo alcuni
genotipi hanno mostrato sintomi piu evidenti, tra cui si evidenziano le cvs. Rosciola gentile,
Pepperinella Chieuti 1, F5P3, Carmelitana, F3P1 e Cellina di Nardd che mostravano valori di
severita superiori a 2. Per tutte le altre accessioni i sintomi sono risultati blandi (inferiore a 2) o
assenti, probabilmente perché le giovani piante manifestano i sintomi dopo diversi anni dalla
piantumazione. | saggi diagnostici hanno consentito di rilevare differenze nelle popolazioni del
patogeno nelle diverse piante suggerendo una suddivisione dei genotipi nei tre seguenti gruppi
di seguito riportati.

GRUPPO | — SUSCETTIBILI. Questi genotipi hanno mostrato i valori piu alti di CFU/mL nel range
compreso tra 2,05 x 10 CFU/mL e 2,30 x 10°> CFU/mL. In questo gruppo rientra anche la varieta
suscettibile di riferimento Cellina di Nardd con una concentrazione batterica di 6.16 x 10°
CFU/mL.

GRUPPO Il — MODERATAMENTE SUSCETTIBILI. Per queste accessioni & stato rilevato un titolo
batterico compreso tra 2,28 x 10° CFU/mL e 1,78 x 10* CFU/mL. Le relativamente elevate
popolazioni di Xf in questi due gruppi di accessioni sono associabili ad una maggiore
moltiplicazione del patogeno che si verifica in genotipi suscettibili.

GRUPPO Ill - PUTATIVAMENTE RESISTENTI. Questi genotipi presentavano carica batterica assente
o0 molto bassa.

| risultati della valutazione sintomatologica e infettiva nelle due annate di riferimento (2021 e 2023)
mostrano un diverso comportamento dei genotipi.

Nel 2021 tutti i genotipi si sono mostrati asintomatici, eccetto Gulliver (Symptoms score —SY, 1) e
Rosciola Gentile (Symptoms score — SY, 3), indicando una lenta progressione della malattia. Il
range di Cq variava da 20.64 per la cv. Dolce di Cassano a 34.10 della cv. Leccino. La maggior
parte dei genotipi presentava un Cq > 23.43, inclusa la suscettibile Cellina di Nardo che quindi
non risultava la piu suscettibile.
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Nel 2023 la situazione sintomatologica e infettiva cambia drasticamente. La sintomatologia si
manifesta in tutti i genotipi, con valori massimi per Leucocarpa e Bianca (Symptoms score — SY,
4) e Torremaggiorese (Symptoms score —SY, 5). Si osserva un decremento del valore di Cq per la
maggior parte dei genotipi, inclusa la cultivar resistente Leccino (32.93), indicando un aumento
della proliferazione batterica. Inoltre, per 11 genotipi si osserva un Cq costante, mentre per 9
genotipi si registra un Cq in aumento, indicando una probabile diminuzione della carica batterica.
Tuttavia, per quanto riguarda quest’ultimo dato, & bene considerare alcuni fattori che possono
influire sul valore registrato per la carica batterica:

¢ distribuzione irregolare di Xylella fastidiosa nella pianta (diffusione non sistemica del patogeno)

¢ diversa conformazione dei vasi xylematici

e stato vegetativo delle piante d’olivo (rami di eta diversa nella stessa pianta - il vettore potrebbe
prediligere rami giovani)

Questi fattori spingono ad uniformare il campionamento nei prossimi studi in modo da campionare
tutte le parti della chioma e non andare a sottostimare la carica batterica.

Infine, per la maggior parte dei genotipi si osserva una mancata correlazione tra sintomo e carica
batterica, dovuta probabilmente, come si evince da letteratura anche per altre specie come la
vite o gli agrumi, allo stato fisiologico della pianta che puo influire sulla sintomatologia che quindi
non & necessariamente riconducibile al batterio (Figura 2) (Newman et al., 2003; Alves et al.,
2004; Krell et al., 2006; Gambetta et al., 2007).
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Figura 2. Istogrammi rappresentanti i sintomi (A) e i valori di Cq (B) osservati per i 100 genotipi della collezione.

In seguito alla caratterizzazione molecolare e alla valutazione dei sintomi e della carica batterica, 9
genotipi con Cq > 27 e sintomi (SYM) < 2, sono stati ritenuti Putativamente Resistenti (PR):

1. Secolare di Chieuti

2. Spina

3. Leccio del Corno
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Dolce Tonda
Leccino Lazio
F3P1
F4P1
FIP1
9. F9P4
Tra questi nove genotipi, particolarmente interessanti sono i valori di Cq e sintomi osservati per la
cv. Dolce Tonda e per i due genotipi F4P1 e F9P1. Infatti, questi tre genotipi presentavano valori di
Cq > 28 e assenza di sintomi.

0 N Uk

Inoltre, la cv. Leccino Lazio, sebbene rientri tra i genotipi putativamente resistenti, mostra una
sintomatologia lieve pari ad 1. Questo risultato ¢ in linea con lavori precedenti indicando che anche
la cv. Leccino puo presentare i sintomi della malattia seppure ridotti.

Andando ad osservare i raggruppamenti genotipici ottenuti in seguito ad analisi filogenetica (Figura
1), € possibile osservare la possibile correlazione tra il background genetico delle 100 accessioni
esaminate e la risposta all'infezione. Infatti, cinque genotipi PR (Leccino Lazio, FOP1, F4P1, Leccio
del Corno e Spina) si raggruppano con i due riferimenti resistenti Leccino e FS17. Allo stesso modo,
alcuni genotipi altamente suscettibili a Xylella fastidiosa mostrano un’elevata similarita genetica
con le cv. suscettibili Cellina di Nardo e Ogliarola salentina (Figura 3).

_: Leccmo Labo PR
A —— e Ucceﬂ na B

Oliva_rossa
— e Pepperinelia 2
—: Genotype_F9P4_PR
Caduta_morta
Genotype_F4P1_PR
— Grappolo
—— Inchiastra_di Locorglondo
Leccio_del_como_PR
N ey N vy
- ‘e Fragolino
e Grappa
Pizzuta_di_Ginosa
- ( Pizzuta_della_Daunia
— Uovo_di_Piccione
_— . Mennella
Pepperinelia_1

Figura 3. Correlazione dei genotipi analizzati tra il background genetico e la risposta all'infezione

Infine, per caratterizzare ulteriormente i genotipi PR & stata condotta un’analisi di paternita per
individuare i loro putativi parentali (Tabella 2).
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Tabella 2. Test di paternita condotto sui 9 genotipi putativamente Resistenti a Xylella fastidiosa

PR genotypes First candidate | Pair loci Mismatching | Second candidate | Pair loci Mismatching

F4P1_PR Leccino REF 0 -

F9P1_PR Caduta morta 1 - -
Dolce_Tonda_PR Coratina 0 Nocellara del Belice 0
Leccino_Lazio_PR Leccino REF 0 Frantoiana 0

Secolare_di_Chieuti_PR Gulliver 1 Ciddina_FG 0

Spina_PR - - Grappa 1

E interessante notare che uno dei due putativi parentali del genotipo F4P1 & stato identificato come
Leccino, che si presume sia responsabile della sua tolleranza, mentre il genitore putativo di F9P1 é
risultato essere la cv. Caduta Morta, suscettibile (valore Cq di 23,48 e punteggio sintomatologico di
1). Allo stesso modo, la promettente accessione PR Dolce Tonda mostra come genitore putativo la
varieta Coratina, altamente suscettibile. Tuttavia, questo non sorprende se si pensa alla cultivar
FS17 che ha come parentale la cv Frantoio solo parzialmente resistente.

Questi risultati dimostrano che la grande variabilita nella risposta all'infezione batterica mostrata
dai genotipi F1 potrebbe essere il risultato delle ricombinazioni genetiche nelle progenie.

Infine, i genotipi F4P1, F9P1 e Spina richiederanno ulteriori indagini per I'identificazione di entrambi
i parentali e per chiarire i meccanismi coinvolti nella risposta a Xylella fastidiosa. Per i restanti
genotipi PR (Leccino Lazio, Secolare di Chieuti), i putativi parentali sono stati identificati tra cultivar
appartenenti al germoplasma autoctono pugliese, evidenziando l'importanza delle accessioni
minori spesso trascurate.

5 Conclusioni

L’attivita € stata incentrata su valutazioni in area infetta circa il comportamento di varieta minori di
olivo autoctone pugliesi, tipiche di diversi areali regionali.

| genotipi Dolce Tonda, F4P1 e FI9P1 si sono rivelati di particolare interesse per la loro bassa carica
batterica e l'assenza di sintomi. L'introduzione di queste accessioni potra non solo ripristinare la
coltivazione dell’olivo negli areali infetti ma anche ampliarne la variabilita genetica basata oggi
sull’uso esclusivo delle cultivar resistenti Leccino ed FS17.

Il successivo sequenziamento dei genotipi PR selezionati e le analisi di trascrittomica, potranno
meglio spiegare i meccanismi genici alla base della tolleranza/resistenza. Inoltre, saranno
necessarie ulteriori indagini sull'impatto che la fisiologia della pianta (eta, conformazione vasi
xylematici) ha sulla sintomatologia, per meglio comprendere la correlazione sintomo-carica
batterica.

Infine, I’attivita svolta ha prodotto la seguente pubblicazione scientifica:

Savoia, M. A., Fanelli, V., Miazzi, M. M., Taranto, F., Procino, S., Susca, L., ... & Montemurro, C.
(2023). Apulian Autochthonous Olive Germplasm: A Promising Resource to Restore Cultivation in
Xylella fastidiosa-Infected Areas. Agriculture, 13(9), 1746.
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