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NON-CIRCULATIVE VIRUS TRANSMISSION BY APHIDS:
CURRENT KNOWLEDGE ON VIRUS-VECTOR INTERACTIONS

MARILYNE UZEST*
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Lettura tenuta durante la Tavola Rotonda “Insetti vettori di agenti fitopatogeni: meccanismi ed ecologia della trasmissione di virus e bat-
teri”. Seduta pubblica dell’Accademia - Firenze, 21 febbraio 2020.

Non-circulative virus transmission by aphids: current knowledge on virus-vector interactions

Plant viruses cause each year tremendous damages to important crops worldwide, with dramatic consequences on agriculture,
food resources and economy. They are mainly propagated from plant to plant by vectors, among which transmission by aphids
represents a major mode of dissemination. Aphids transmit hundreds of virus species, sometimes within short probing events they
make while to test the plant for suitability. In the so-called non-circulative transmission mode, most virus species are retained
onto specific receptors emerging from the inner surface of the cuticle of aphid stylets. Identification of receptors in vector species
has long been left aside because of difficulties to work with stylets or extract information from the cuticle. Their characterization
is awaited to fully understand non-circulative virus-vector interactions and to develop alternative control strategies based on
virus-vector interference. The most recent advances that led to the discovery of an organ involved in virus retention in aphid

stylets — the acrostyle — and to the identification of the first receptor of a plant virus in insect mouthparts will be presented.

KEeY WORDS: non-circulative virus, transmission, aphid, virus-vector interactions

MODES OF TRANSMISSION OF APHID-BORNE
PLANT VIRUSES

Transmission is a key step of plant virus life
cycle, ensuring the sustainability and propagation of
viruses in the environment. Most plant viruses are
transmitted from host to host by insects with
piercing-sucking mouthparts. These mouthparts,
resembling long flexible needles, seem particularly
adapted to ensure efficient uptake of pathogens
from contaminated sap or plant cells and their
subsequent release into plant tissues. The
mechanisms underlying the transmission of plant
viruses have long been studied and are now well
characterized. These intimate relationships between
viruses and their vectors have been classified
according to the route of viruses within the vector
or to the duration of virus-vector interactions.
Circulative virus transmission designates viruses
which are internalized within the insect body
passing through gut and salivary barriers and which
are finally injected together with vector saliva into
the receptor plant. These viruses are also
categorized as “persistent”, vectors being generally
able to transmit circulative viruses the rest of their
life. By contrast, non-circulative virus (NCV)
transmission relies on virus-vector interactions
occurring in the vector mouthparts, viruses being
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retained and released from retention sites located on
the cuticle of the foregut (foregut-borne viruses) or
the stylets (stylet-borne viruses). These viruses are
considered “semi-persistently” or “non-per-
sistently” transmitted, whether they are retained for
longer time within the vector before their release
(minutes to hours) or during very short time for the
second category (seconds to minutes) (see Table 1)
(HARRIS, 1977) (KENNEDY et al., 1962) (WATSON
and ROBERTS, 1939).

NON-CIRCULATIVE VIRUS TRANSMISSION

Non-circulative transmission mode is fast, effi-
cient and particularly difficult to control. Acqui-
sition, retention and inoculation phases last each
several seconds to minutes. Most of NCV can be
acquired or inoculated within a single puncture in a
plant cell. Stylet-borne viruses account for hundreds
of virus species and are quasi-exclusively tran-
smitted by aphids (HOGENHOUT et al., 2008)
(STAFFORD et al., 2012). This category includes
species in the genera Cucumovirus and Potyvirus,
renowned for their impact on important crops
worldwide, or Caulimovirus for which receptors in
aphid stylets are best characterized (UZEST et al.,
2007) (UzesT et al., 2010) (WEBSTER et al., 2018).
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These viruses can bind to aphid maxillary stylets
directly through their capsid or through a viral
encoded protein called the helper that interacts with
the viral capsid and the receptors and transiently
links the two partners (see Table 1 and Fig. 1) (PI-
RONE and BLANC, 1996).

Deciphering virus-vector interactions at the
molecular scale may help defining interfering
molecules that would specifically disrupt or impair
these interactions, and subsequently reduce virus
transport from plant to plant. Viral determinants
have been described in details for most agronomic
important viruses. Studies of mutants or re-as-
sortants of transmissible and non-transmissible
strains helped characterizing the domains or motifs
mandatory for efficient transmission by their insect
vectors. All these studies highlighted the high
specificity of virus-vector interactions. It is exem-
plified by the fact that changing a single amino acid
in the viral partner can totally abolish vector
transmission or change the spectrum of transmitting
vector species (MORENO et al., 2005) (PERRY et al.,
1994). Several high-resolution three-dimensional
structures of capsid proteins, whole particles, or
viral-associated proteins have been released in the
literature (CUESTA et al., 2019) (Guo et al., 2011)

Table 1 — Classification of non-circulative viruses.

(HoH et al., 2010) (SMITH et al., 2000). These
structural studies point to key amino acids involved
in the integrity of viral particles or involved in
receptor binding (PERRY and BRricAuLT, 2013).
However, detailed atomic structures of entire helper
proteins including the receptor binding domains are
still lacking for Potyviruses or Caulimoviruses.

TOWARDS THE IDENTIFICATION OF PLANT VIRUS
RECEPTORS IN APHID STYLETS USING

THE CAULIFLOWER MOSAIC VIRUS (CAMV)

AS VIRUS MODEL

Receptors in vector mouthparts represent key
molecules to target to negatively impact virus trans-
mission. However, these molecules were totally
uncharacterized until recently, mainly due to dif-
ficulties of working with insect cuticle. Stylets are
cuticular cell-free structure synthesized by specific
glands — the retort organs (GUSCHINSKAYA et al.,
2020) (PonseN, 2006). Stylets are composed of
entangled chitin fibers and cuticular proteins. The
stylet bundle comprises two external mandibular
stylets and two internal maxillary stylets, the latest
enclosing the food and salivary canals that merge at

Non-circulative plant viruses have been classified according to the location of their retention sites in their vector, to the duration of the
transmission phases, and/or to the viral determinant involved in virus-vector interactions.

Transmission Location of Duration of Acquisition, Viral determinant in- Example of virus species (Genus)
Mode retention sites Retention and Inoculation volved in virus-vector / vector
phases interaction
Non-circulative | Foregut-borne Semi-persistent Capsid Lettuce infectious Yellows Virus
(Crinivirus) / Whiteflies
Stylet-borne Semi-persistent Helper protein Cauliflower mosaic virus
(Caulimovirus) / Aphids
Non-persistent Capsid Cucumber mosaic virus

(Cucumovirus) / Aphids

Non-persistent

Helper protein Turnip mosaic virus (Potyvirus) /

Aphids

Maxillary stylets

Cucumovirus .

(capsid strategy)
& I
— b | HC-Pro
i 2 Potyvirus
* le (helper strategy)

® nNon-circulative
stylet-borne viruses

Infected plant cell

P3
£ *, P2 Cauliffower mosaic

v

10  virus- camv

(heiper strategy) Fig. 1 - Schematic representation

of non-circulative virus retention
in aphid maxillary stylets. Some
plant viruses attach directly to
their receptor in aphid stylets
(capsid strategy), while others
use a viral-encoded protein to
ensure their binding (helper
strategy).
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the tip in a single common canal, and displaying
virus receptors at their inner surface. Novel approa-
ches and techniques implemented to identify the
receptors of Cauliflower mosaic virus (CaMV) ha-
ve recently revived their thorough characterization.
The CaMV was used as virus model to characterize
receptors in aphid stylets. This virus has been
classified as semi-persistent. It is transmitted by
numerous aphid species according to the helper
strategy (Fig. 1), the viral protein P2 being the ligand
protein that interacts with the aphid receptor via its
N-terminal domain and with the viral associated
protein P3 present at the surface of the capsid via
its C-terminal domain (LEH ef al., 1999) (MORENO
et al.,2005). The development of interaction assays
between dissected individualized stylets and the
viral protein P2 fused to the Green Fluorescent
Protein (GFP) directly observable under epifluo-
rescence microscopy (Fig. 2A) was a key step towards
the identification of CaMV receptors (UZEST et al.,
2007). These receptors are exclusively located in
the common canal, exposed at the surface of a
structure or organ named “acrostyle” (Fig. 2B)
(UzksT et al., 2010). This structure appears different
from the rest of the cuticle, visible as a thin dark
line under transmission electron microscopy (Fig.
2C), and as a swelling of the cuticle under high-res-
olution scanning electron microscopy (Fig. 2B).
The identification of cuticular proteins (CPs) of aphid
stylets by “omicsbased approaches and their immuno-
detection in situ with a library of specific antibodies
allowed defining the minimal repertoire of the CPs of
the acrostyle. The transcriptome of the retort organs,
which represent the most exhaustive repertoire of CPs
potentially present in aphid stylets was first established
(GUSCHINSKAYA et al., 2020). Peptides detected in stylets
by proteomics analysis narrow down this list to a few
dozens of CPs identified (DESHOUX et al., 2020). Finally,
nine CPs were specifically detected in the acrostyle,

A, pisim maxilary ttylet

Fig. 2 — The acrostyle in aphid maxillary stylets contains receptors of Cauliflower mosaic virus (CaMV). A) The viral ligand P2-CaMV

among which five emerge at the surface of the cuticle
where they are directly accessible to specific antibodies.
These five proteins named Stylins are all receptor can-
didates (DESHOUX et al., 2020).

Complementary in vitro competition and in vivo
silencing experiments designated Sylin-01 as prime
receptor candidate of CaMV (WEBSTER et al.,
2018). In a first series of experiments, the CaMV
helper protein P2 and antibodies targeting the
surface-exposed domain of Stylin-01 and Stylin-02
proteins were shown to compete for binding to the
acrostyle. In addition, knockdown of Stylin-01
transcripts through oral ingestion of small
interfering RNA impacted the ability of the vector
species Myzus persicae to transmit the virus. The
CaMV transmission efficiency was reduced by 40%
for Stylin-01 silenced aphids. Stylin-01 is the first
cuticular protein shown to play a key role in the
transmission of a non-circulative virus. The role of
Stylin-01 (or other stylins) in the transmission of
other NCV has not yet been evaluated.

Recently, the CRISPR-Cas9 technology was imple-
mented for the first time in the pea aphid Acyrthosiphon
pisum to edit its genome. Using this editing approach,
Stylin-01 knockout mutant lineages were successfully
generated (LE TRIONNAIRE ef al. 2019). This novel
tool will help elucidating the role of cuticular proteins
in virus transmission. Beyond the role of the acrostyle,
such targeted mutagenesis approach will more generally
benefit the aphidologist scientific community for
functional studies.

CONCLUSIONS

Over the past 15 years, complementary approa-
ches developed to identify plant virus receptors in
their insect vectors led to the discovery of the
acrostyle, a singular organ in aphid stylets located

fused to GFP exclusively binds the common canal at the tip of aphid maxillary stylets (observation under epifluorescence microscopy).
B) The acrostyle is an organ located in the common canal of maxillary stylet (observed under high-resolution scanning electron
microscopy). C) Detail of the acrostyle (thin dark line in the gutter of the tip of maxillary stylet t) with two bound virus particles (CaMV)
visualized under transmission electron microscopy. (The approximate location of this cross-section is shown with a white asterisk in B).
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at the virus-vector interface. This outcome repre-
sents a major progress in this field of research. The
acrostyle is partly composed of cuticular proteins,
some of which have been diverted from their
intrinsic function to ensure CaMV binding during
its journey from plant to plant. This unique struc-
ture in maxillary stylets likely displays the receptors
of distinct non-circulative viruses over its surface.
Future research directions should provide molecular
details of virus-receptors interaction. They should
also bring information on the role of the acrostyle in
the aphid feeding process if any. All these data will
be the basis to further design blocking molecules
that will impair drastically the acrostyle functions.
Targeting this organ and its surface-exposed pro-
teins now represents a reachable objective that
could lead to the development of alternative control
strategies.
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Phytoplasmas and leafhopper vectors: molecular interactions and transmission specificity

Insect-borne plant pathogens are viruses, bacteria and mollicutes (spiroplasmas and phytoplasmas) as well as some fungi. Vectors
of these pathogens are mainly pierce-sucking insects (orders Hemiptera and Thysanoptera) and some species of Coleoptera.
Phytoplasmas are wall-less bacteria, inhabiting phloem elements of infected plants. They cause hundreds of plant diseases with
huge economic losses. Phytoplasmas are transmitted in a persistent propagative manner by some species of phloem-sucker
hemipteran insects, largely belonging to Deltocephalinae subfamily. The control of phytoplasma diseases is based on containment
of vector populations, mainly through spraying of insecticides. Here, the molecular recognitions between pathogen and vector are
explored. These mechanisms allow the overcoming of the two main barriers encountered by phytoplasma cells during the
colonization of the vector body: penetration of the gut epithelium and entry into the salivary glands. In particular, we focused on
studies on the onion yellows (OY) and chrysanthemum yellows (CY) strains of ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ and on the
grapevine Flavescence dorée (FD) phytoplasma. Phytoplasma membrane proteins are in direct contact with host cells and are the
molecular partners mainly involved in the interaction with vectors. The immunodominant membrane proteins (Amp and Imp) and
the variable membrane protein (VmpA) are the main protagonists of these relationships with different species of leathopper vectors.
The activation of the immune response in the insect following phytoplasma infection is also briefly treated. A gap of knowledge on
pathogen/vector relationships still remains and needs to be filled, especially to develop new and more sustainable control tools to
cope with phytoplasma diseases.

Key WorDs: Hemiptera: Cicadellidae, insect vector, ‘Candidatus Phytoplasma asteris’, Flavescence dorée phytoplasma, host-

pathogen recognition

INTRODUZIONE

Le malattie delle piante trasmesse da insetti vettori
hanno un significativo impatto ecologico ed economico
che influisce sulla redditivita del settore agricolo e
sulla composizione vegetale selvatica a livello mondiale
(HUANG et al., 2020). L’epidemiologia dei patogeni
vegetali trasmessi da insetti, tra cui si annoverano
virus, batteri e mollicuti (fitoplasmi e spiroplasmi) e
in misura minore alcuni funghi, dipende in larga misura
dall’abbondanza e dal comportamento dei loro vettori.
In particolare, la dinamica di popolazione, la dispersione,
il comportamento di selezione dell’ospite e il com-
portamento di alimentazione degli insetti vettori
rivestono un ruolo cruciale nella diffusione dei patogeni
da essi trasmessi (EIGENBRODE et al., 2018). I vettori
di agenti fitopatogeni sono rappresentati in massima
parte da insetti con apparato boccale pungente-
succhiante appartenenti agli ordini degli emitteri e
dei tisanotteri; alcuni coleotteri dotati di apparato
boccale masticatore sono in grado di trasmettere virus
fitopatogeni, mediante il comportamento trofico del
rigurgito (Bosco, 2014).

Restringendo il campo ai mollicuti e ancor pit nello
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specifico focalizzandosi sui fitoplasmi, € interessante
notare come gli unici vettori conosciuti di questi
procarioti siano insetti emitteri appartenenti ai subordini
Auchenorrhyncha (Fulgoromorpha e Cicadomorpha)
e Sternorrhyncha (famiglia Psyllidae) (WEINTRAUB
and BEANLAND, 2006; TRIVELLONE, 2019). Inoltre, la
distribuzione delle specie di auchenorrinchi in grado
di trasmettere fitoplasmi non € per nulla omogenea
tra i diversi gruppi filetici, dal momento che oltre il
75% di tutte le specie di vettori si trova nella sottofamiglia
dei deltocefalini. I fitoplasmi sono procarioti privi di
parete cellulare appartenente alla classe Mollicutes
e presentano un genoma di piccole dimensioni (530-
2220 kb) (MARCONE, 2014). Essi sono parassiti obbligati,
risiedono nel tessuto floematico delle piante infette
e sono trasmessi da pianta a pianta da insetti vettori
floemomizzi, appartenenti, come detto, all’ordine
Hemiptera. I fitoplasmi sono gli agenti eziologici di
centinaia di malattie delle piante in tutto il mondo e
causano gravissimi e ingenti danni ad una innumerevole
varieta di specie vegetali, sia coltivate che selvatiche
(Foissac and WILSON, 2010). La sintomatologia indotta
dalle infezioni di fitoplasmi include manifestazioni
evidenti a carico della parte aerea, come ingiallimenti
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e arrossamenti fogliari e fillodia, e a carico della
struttura dell’intera pianta, come nanismo e scopazzi,
e spesso conduce alla morte delle piante colpite. La
classificazione tassonomica si basa su tecniche
molecolari e sfrutta I’analisi filogenetica in primis
del gene codificante per la subunita 16S dell’RNA
ribosomale, al quale si affiancano diversi altri geni
utilizzati per la differenziazione piu fine dei diversi
ceppi di fitoplasmi (IRPCM, 2004; MARCONE, 2014).
Attualmente, 33 gruppi e oltre 120 sottogruppi sono
stati riconosciuti sulla base dei tratti genetici del 16Sr
¢ a 44 taxa ¢ stato assegnato lo status tassonomico
provvisorio di ‘Candidatus’, che denota batteri per
cui la coltivazione in purezza non € ancora verificata
(Mivazaki et al., 2018).

I fitoplasmi sono trasmessi in maniera persistente
propagativa nell’ambito di specifiche e limitate com-
binazioni di patogeno/specie di insetto vettore/pianta
ospite. Il fitoplasma, una volta acquisito dall’insetto
durante una nutrizione su pianta infetta, deve superare
due barriere principali nel suo percorso all’interno del
corpo del vettore: il primo ostacolo ¢ rappresentato dal
passaggio attraverso I’epitelio intestinale, che permette
il raggiungimento dell’emolinfa, mentre la seconda
barriera consta nella colonizzazione delle ghiandole
salivari, per raggiungere la saliva e permettere la
successiva introduzione nel floema di un’altra pianta,
concludendo il meccanismo di trasmissione. Il tempo
di latenza necessario ad una determinata specie di
insetto vettore per diventare infettivo e trasmettere il
fitoplasma acquisito puo variare da specie a specie
(Bosco et al.,2007), ma in linea generale 1’ intero
processo di trasmissione necessita di all’incirca 3-5

settimane. A titolo di esempio, una recente analisi
spazio-temporale molto dettagliata della colonizzazione
della cicalina vettrice Macrosteles striifrons da parte
di un ceppo del ‘Ca. P. asteris’ ha indicato che sono
necessari sette giorni per il passaggio dell’epitelio inte-
stinale e da 21 a 28 giorni per la completa colonizzazione
delle ghiandole salivari (KOINUMA et al., 2020).
Tenendo in considerazione la specificita dei fitoplasmi
per il tessuto floematico, la nutrizione floematica delle
specie di insetti potenzialmente in grado di trasmetterli
¢ ovviamente una condizione necessaria, ma tuttavia
non sufficiente per la loro trasmissione. A dimostrazione
di c10, € interessante rimarcare il fatto che 1 vettori di
fitoplasmi si collocano in una cerchia molto ristretta
rispetto al restante gran numero di insetti floemomizi,
quali afidi, aleurodidi, coccidi e pseudococcidi, che
non includono alcuna specie in grado di trasmettere
fitoplasmi. Quali altri fattori determinano la specificita
di trasmissione? Il tentativo di dare risposta a tale quesito
¢ il presupposto alla base dei lavori che saranno qui di
seguito trattati. Diversi studi indicano infatti che siano
alcuni meccanismi di riconoscimento molecolare a
regolare la capacita vettoriale di determinate specie di
insetti floemomizi, soprattutto per il superamento delle
barriere intestinale e delle ghiandole salivari.

PATOSISTEMI OGGETTO DI STUDIO

Saranno qui approfonditi in particolare il ‘Ca. P.
asteris’ e il fitoplasma della Flavescenza dorata della
vite con specifico riferimento alle interazioni molecolari
tra i patogeni e i loro cicadellidi vettori (Fig. 1). Tale

‘Ca. P. asteris’, ceppi Onion yellows (OY) e
Chrysanthemum yellows (CY)

Campo e laboratorio
Infetta moltissime specie di piante
(erbacee ortive, ma anche arboree)

Trasmesso da diverse specie di cicadellidi vettori

Fitoplasma della Flavescenza dorata
(FDp) della vite

Laboratorio
Vicia faba

Scaphoideus titanus Euscelidius variegatus

Fig. 1 — Rappresentazione schematica dei patosistemi oggetto di studio.
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scelta ¢ stata dettata dal fatto che questi patosistemi
sono tra quelli piu largamente studiati in termini di
interazioni fitoplasma/insetto e altresi considerando
I’elevato impatto che le malattie associate a questi
patogeni hanno sul settore agricolo a livello europeo
e mondiale.

11 *Ca. P. asteris’ include isolati associati a oltre 100
malattie delle piante economicamente rilevanti in
tutto il mondo ed ¢ il piu diversificato e diffuso gruppo
di fitoplasmi (LEE et al., 2004). I ceppi afferenti al
‘Ca. P. asteris’ maggiormente studiati per quanto
riguarda le interazioni con gli insetti vettori sono i
fitoplasmi associati all’onion yellows (OYp) e al
chrysanthemum yellows (CYp), entrambi appartenenti
al sottogruppo ribosomale 16SrI-B. Il ceppo OYp ¢
stato isolato da piante di cipolla raccolte nella prefettura
di Saga, Giappone (SHIOMI et al., 1996) e poi mantenuto
in crisantemo (Chrysanthemum coronarium) tramite
cicli di trasmissione successivi con I’insetto vettore
M. striifrons (OSHIMA et al., 2001). L’isolato OYp ¢
stato il primo fitoplasma di cui sia stato interamente
sequenziato il genoma (OSHIMA et al., 2004) ed ¢ stato
sfruttato come organismo modello per ottenere molte
delle conoscenze di base fin qui raggiunte sul mec-
canismo di patogenesi dei fitoplasmi. In particolare,
si pensi agli studi su: effettori del patogeno che mediano
il processo infettivo (HOsHI et al., 2009; IWABUCHI et
al.,2019), meccanismi di regolazione dell’host-
switching tra pianta e insetto e caratterizzazione dei
fattori di trascrizione (OSHIMA et al., 2011; IsHII et
al.,2013; MiurA et al., 2015; Nuo et al., 2017), effetto
mediato da elementi extracromosomali (plasmidi)
del patogeno nel determinarne la trasmissibilita (ISHII
etal.,2009). L’isolato CYp ¢ associato a una malattia
di piante ornamentali nell’Italia nordoccidentale
(ConTiet al., 1988). Le cicaline Euscelidius variegatus,
Macrosteles quadripunctulatus ed Euscelis incisus
sono vettori efficienti di CYp, sia in condizioni di
campo sia di laboratorio (CONTI et al., 1988; Bosco
et al.,2007). Analogamente al ceppo OYp, I’isolato
CYp ¢ stato utilizzato come organismo modello per
alcuni studi di base delle fitoplasmosi, quali ad esempio
la traslocazione del patogeno in pianta (SARACCO et
al.,2006), la risposta della pianta al trattamento con
elicitori di resistenza per prevenire e contrastare 1’in-
fezione (D’ AMELIO et al., 2010, 2011), e infine alcune
interazioni biologiche tra fitoplasma e vettore (PALERMO
etal.,2001; D’ AMELIO et al., 2008).

La Flavescenza dorata (FD) ¢ una malattia della
vite con un impatto economicamente molto rilevante
sulla viticultura Europea, causata da un fitoplasma,
classificato come patogeno da quarantena (EFSA
PLH et al., 2014, 2016). I fitoplasmi associati alla FD
appartengono ai sottogruppi tassonomici 16SrV-C e
-D, inclusi nella specie proposta ‘Ca. P. vitis’ ancora
formalmente non descritta (IRPCM, 2004). Scaphoideus

titanus ¢ 1l principale vettore responsabile della tra-
smissione di FD in vigneto, anche se sono stati docu-
mentati cicli epidemiologici alternativi a carico di
altri vettori, che hanno pero un impatto decisamente
minore rispetto alla diffusione della malattia in campo
(MALEMBIC-MAHER et al., 2020). Le principali strategie
preventive per il controllo della malattia sono i
trattamenti insetticidi obbligatori contro S. titanus
nonché la rimozione di viti infette e la loro sostituzione
con piante sane (EFSAPLH et al.,2016). C’¢ quindi
un’urgente necessita di nuovi e piu sostenibili strumenti
di controllo per far fronte alla malattia. A tal fine, le
lacune di conoscenza sui meccanismi sfruttati dai
fitoplasmi per colonizzare i vettori devono essere
colmate. E stato quindi messo a punto e sfruttato un
modello di laboratorio per mantenere il ciclo di infezione
da FDp in condizioni controllate che utilizza la piante
erbacea Vicia faba come ospite vegetale e la cicalina
polivoltina E. variegatus come vettore di laboratorio
(CAUDWELL et al., 1972) (Fig. 1), superando cosi le
difficolta nel lavorare con un ospite arboreo pluriennale
(Vitis vinifera) e un vettore monovoltino e monofago
(S. titanus), che rappresentano invece il patosistema
in campo.

PROTEINE DI MEMBRANA DEI FITOPLASMI

I fitoplasmi non presentano parete cellulare e le
proteine di membrana sono a diretto contatto con le
cellule di insetti vettori e piante ospiti. Le proteine
piu abbondanti sulla superficie cellulare di questi
patogeni vegetali sono le proteine immunodominanti
di membrana, una tra le classi proteiche piu studiate
e caratterizzate in diversi isolati di fitoplasmi
(KAKI1ZAWA et al., 2006a; KONNERTH et al., 2016).
Anche altre famiglie di proteine di membrana, come
proteine variabili di membrana (Vmps), adesine,
AAA + ATPasi e diversi trasportatori, sono state
tuttavia identificate come partners molecolari di
interazione con gli ospiti, coinvolte nell’adattamento
dei patogeni a diversi ambienti e come utili marcatori
molecolari per la genotipizzazione dei ceppi (RossI
etal.,2019).

La Fig. 2 rappresenta schematicamente le tre proteine
di membrana di fitoplasma che verranno qui mag-
giormente descritte per la loro capacita di interazione
con i cicadellidi vettori, vale a dire le proteine Amp
(Antigenic Membrane Protein), Imp (Immunodominant
Membrane Protein), e VmpA (Variable Membrane
Protein A). La Tabella 1 riassume schematicamente
le principali conoscenze finora ottenute su tali proteine,
in termini di interazione con gli ospiti.

Le proteine Amp e Imp appartengono alla classe
delle proteine immunodominanti di membrana (IDP),
nella quale se ne annovera anche una terza non omo-
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‘Ca. P. asteris’, ceppi Onion yellows (QY) e
Chrysanthemum yellows (CY)
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Fig. 2 — Rappresentazione schematica dei partner molecolari oggetto di studio.

loga, IdpA (Immunodominant membrane protein
A). Questa classe proteica ¢ tra le piu altamente rap-
presentate sulla membrana dei fitoplasmi e presenta
spiccate caratteristiche antigeniche. I tre tipi di IDP
identificati nei fitoplasmi condividono una regione
idrofila centrale, con un orientamento extracellulare,
e uno o due domini transmembrana; 1’organizzazione
complessiva dei diversi domini tuttavia non € con-
servata, poiché in Imp ¢ presente solo un dominio
transmembrana N-terminale, mentre IdpA e Amp
ne hanno due rispettivamente all’N- e al C-terminale
(KONNERTH et al., 2016) (Fig. 2). Il dominio trans-
membrana N-terminale di Amp inoltre viene staccato
dal resto della catena polipeptidica dopo I’inserimento
della proteina nella membrana plasmatica (Fig. 2).
I geni codificanti per le tre proteine Amp, Imp e IdpA
sono variamente rappresentate nei genomi dei diversi
fitoplasmi: la proteina Amp si trova in ‘Ca. P. solani’,
e in diversi isolati del ‘Ca. P. asteris’; IdpA ¢ presente
in ‘Ca. P. pruni’; Imp si trova in ‘Ca. P. asteris’, ‘Ca.
P. mali’, ‘Ca. P. prunorum’, ‘Ca. P. pyri’, nel fitoplasma
associato a FD e in diversi isolati del ‘Ca. P. aurantifolia’
(Rosst et al., 2019). In alcuni casi lo stesso fitoplasma
puo possedere differenti geni che codificano per
diverse IDP, uno dei quali € pero generalmente piu
espresso, come nel caso di ‘Ca. P. asteris’, che oltre
ad amp esprime in misura minore anche imp
(Kakizawa et al., 2009). Le sequenze geniche codi-
ficanti per IDP sono altamente variabili tra ceppi di
fitoplasmi strettamente correlati filogeneticamente,
anche all’interno dello stesso gruppo ribosomale
(MORTON et al., 2003; GALETTO et al., 2008; NERIYA
etal.,2011; SIAMPOUR et al., 2013) e questa variabilita

¢ maggiore rispetto a quella registrata per altri geni
metabolici adiacenti o per sequenze non codificanti.
A carico dei geni amp e imp ¢ stata infatti dimostrata
una forte pressione selettiva (KAKizAwA et al., 2006D,
2009; FABRE et al., 2011; SIAMPOUR et al., 2013),
indicando un possibile ruolo di entrambe queste pro-
teine nell’adattamento evolutivo dei fitoplasmi.

I geni di fitoplasmi che codificano per le proteine
di membrana note come VmpA, VmpB e Vmpl
mostrano somiglianza con le proteine variabili di
superficie dei micoplasmi animali. In linea generale,
una proteina Vmp possiede una sequenza segnale
per traslocazione in membrana all’N-terminale,
ampie sequenze ripetute nella zona centrale e un
dominio transmembrana al C-terminale (Fig. 2).
Questa organizzazione ¢ condivisa con alcune proteine
di superficie batteriche come le adesine (RENAUDIN
et al., 2015). Tra i fitoplasmi, i geni vmp sono stati
studiati per la prima volta in ‘Ca. P. solani’ (CIMERMAN
et al.,2009) e nel fitoplasma associato a FD (RENAUDIN
etal.,2015). In ‘Ca. P. solani’ ¢ stato rivelato che il
gene vmp1 che codifica per una proteina di circa 500
amminoacidi nella regione uvrA-vmp1-lig, potrebbe
avere diversi omologhi di sequenza nello stesso
genoma (CIMERMAN et al., 2009). Piu nel dettaglio,
il gene vmp1 ha dimensioni sorprendentemente varia-
bili, con domini ripetuti da 80 a 84 amminoacidi
nelle forme piu grandi del gene e variazioni nelle
ripetizioni di 11 paia di basi che portano alla distruzione
del gene in alcuni dei ceppi. Pertanto il gene vmp1,
¢ ampiamente utilizzato come marker di diversita e
discriminante per 1’epidemiologia molecolare di
‘Ca. P. solani’ (CIMERMAN et al., 2009).
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Tabella 1 — Attuali conoscenze sulle interazioni tra proteine di membrana di fitoplasmi e insetti vettori.

Denominazione
proteine di membrana
di fitoplasma

‘Candidatus
Phytoplasma
species’

Isolato di
fitoplasma

Breve descrizione dell’interazione

Riferimenti bibliografici salienti

Amp

‘Ca. P. asteris’

OYp

Amp interagisce specificamente in
vitro con ’actina e la miosina dei
vettori e si co-localizza con i micro-
filamenti di actina nei tessuti intesti-
nali di insetti infetti.

Suzuki et al., 2006

CYp

Amp interagisce specificamente in
vitro con actina e subunita alfa e
beta dell’ ATP sintasi dei vettori. Nei
vettori ATP sintasi beta ¢ espressa
oltre che nei mitocondri anche sulla
superficie dell’epitelio intestinale e
sula membrana plasmatica delle cel-
lule delle ghiandole salivare.

GALETTO et al., 2011

La moltiplicazione dei fitoplasmi ¢
rallentata negli insetti in cui viene si-
lenziato il gene dell’ ATP sintasi beta.

GALETTO et al., 2021

Amp ¢ coinvolta in vivo nell’attra-
versamento dell’epitelio intestinale
del vettore da parte del fitoplasma e
nella colonizzazione delle ghiandole
salivari.

RasHDI et al., 2015

Imp

Flavescence dorée

FDp

Imp interagisce specificamente in vi-
tro con estratti proteici delle specie
vettrici, in particolare con la porzio-
ne di proteine di membrana ottenuta
da intestini di insetti vettori.

TRIVELLONE et al., 2019

‘Ca. P. aurantifolia’

WBDLp

Imp interagisce specificamente in vi-
tro con estratti proteici delle specie
vettrici.

SIAMPOUR et al., 2011

VmpA

Flavescence dorée

FDp

VmpA si lega alla membrana perimi-
crovillare dell’intestino dei vettori e
promuove 1’adesione del patogeno
alle cellule del vettore.

ARRICAU-BEAUVERY et al., 2018

Le varianti geniche di VmpA deter-
minano la capacita di trasmissione di
diversi isolati del patogeno da parte
di varie specie di vettori.

MALEMBIC-MAHER et al., 2020

INTERAZIONI TRA AMP DI ‘C4. P. ASTERIS’
E CICADELLIDI VETTORI

[I'ruolo di Amp nell’interazione con gli insetti vettori
¢ stato studiato nei ceppi OYp e CYp (Suzuki et al.,
2006; GALETTO et al., 2011; RasHIDI et al., 2015). Nel
caso di OYp la formazione di un complesso tra Amp
e microfilamenti di actina di insetto ¢ stata correlata
con la capacita di trasmissione del fitoplasma da parte
delle cicaline vettrici (M. striifrons, Hishimonus
sellatus e Hishimonoides sellatiformis), suggerendo
che I’interazione tra Amp e il citoscheletro delle cellule
ospiti abbia un ruolo cruciale nella trasmissibilita del
fitoplasma (Suzuki et al., 2006). Oltre all’actina,
anche le catene pesanti e leggere della miosina d’insetto
hanno dimostrato di interagire in vitro con Amp di
OYp, confermando che il citoscheletro del vettore ¢

coinvolto nella mediazione della relazione con le
cellule batteriche (Suzuki et al., 2006).

Sfruttando tecniche d’interazione proteica in vitro
¢ stato possibile dimostrare la presenza di uno specifico
legame tra Amp di CYp e alcune proteine di diverse
specie vettrici (E. variegatus, M. quadripunctulatus,
S. titanus ed Empoasca decipiens), tra cui actina e
subunita alfa e beta dell’ ATP sintasi (GALETTO et al.,
2011). Inoltre, ¢ stato dimostrato che la subunita beta
dell’ ATP sintasi ¢ presente oltre che, come atteso, nei
mitocondri anche sulla superficie esterna microvillare
delle cellule epiteliali intestinali e sulla membrana
plasmatica delle cellule delle ghiandole salivari di E.
variegatus, entrambi organi cruciali per il processo
di infezione (GALETTO et al., 2011). Recentemente si
¢ poi osservato come esemplari di E. variegatus, in
cui era stato silenziato il gene codificante per la subunita
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beta dell’ ATP sintasi, presentavano un tasso di mol-
tiplicazione di fitoplasmi significativamente inferiore
rispetto a quello registrato negli insetti di controllo,
dando prova anche in vivo del coinvolgimento di
questa proteina nel mediare il processo di infezione
nell’insetto (GALETTO et al., 2021). E interessante
notare come anche in altri patosistemi I’ ATP sintasi
beta abbia la funzione di recettore di patogeni (LIANG
etal.,2010,2015) e sia coinvolta nell’adesione e nel-
I’ingresso di particelle virali nelle cellule di artropodi
ospiti (FONGSARAN et al., 2014). Va inoltre sottolineato
che i fitoplasmi difettano di geni funzionali per la pro-
duzione di ATP (OSHIMA et al., 2004). L’interazione
Amp / ATP sintasi potrebbe combinare il riconoscimento
specifico del patogeno e lo sfruttamento dell’energia
metabolica dell’ospite durante il processo di coloniz-
zazione. L”aumento del metabolismo energetico degli
insetti indotto in E. variegatus dall’infezione con CYp
(GALETTO et al., 2018) potrebbe rientrare nel quadro
dello sfruttamento da parte del fitoplasma dell’energia
potenziale dell’ospite.

Il ruolo della proteina Amp di CYp nel mediare il
superamento delle due barriere principali alla colo-
nizzazione del vettore ¢ stato dimostrato anche in vivo
in maniera indiretta (RASHIDI et al., 2015). Mascherando
la proteina Amp nativa sulle cellule del fitoplasma
con uno specifico anticorpo anti-Amp, sono state
infatti registrate riduzioni significative dell’efficienza
di acquisizione e trasmissione del fitoplasma sia in
E. variegatus che in M. quadripunctulatus. E stata
inoltre verificata la co-localizzazione a livello intestinale
dell’anticorpo anti-Amp e delle cellule di fitoplasma
durante le prime fasi della colonizzazione dell’epitelio
intestinale. Un saggio di internalizzazione del fitoplasma
nelle ghiandole salivari, ottimizzato per osservare le
prime fasi della colonizzazione di tale organo, ha
mostrato una ridotta presenza di cellule CYp quando
la proteina Amp nativa era mascherata dal suo anticorpo
specifico (RASHIDI et al., 2015).

INTERAZIONI TRA IMP DI FDP E CICADELLIDI VETTORI

La proteina Imp di FDp, espressa come proteina di
fusione e utilizzata per la produzione di un anticorpo
specifico, interagisce in vitro in maniera selettiva con
le proteine totali e di membrana di insetti vettori (.
titanus ed E. variegatus) (TRIVELLONE et al., 2019).
Tale interazione si € rivelata particolarmente specifica
nel caso di estratti proteici ottenuti da intestini dissezionati
da esemplari delle due specie vettrici. Si € inoltre
osservata una sorta di gradiente di interazione, correlato
alla capacita vettoriale delle sei specie di insetto in
studio, dal momento che i segnali di interazione mag-
giormente evidenti erano quelli generati dalle specie
in grado di trasmettere il patogeno con maggior

efficienza (TRIVELLONE e al., 2019). E interessante
notare come simili risultati preliminari siano stati
ottenuti anche con la proteina Imp di ‘Ca. P. aurantifolia’,
agente eziologico del witches’ broom disease of lime
(WBDL). In saggi di interazione in vitro infatti, una
proteina Imp ricombinante (SIAMPOUR ef al., 2013)
ha interagito specificamente con estratti di insetti
vettori, ma non con proteine di specie non vettrici,
suggerendo anche per Imp un ruolo nel determinare
la trasmissibilita degli insetti (SIAMPOUR e? al., 2011).

INTERAZIONI TRA VMPA DI FDpP
E CICADELLIDI VETTORI

Al fine di determinare il ruolo della VmpA di FDp
nell’interazione con gli ospiti e per superare la difficolta
della coltivazione dei fitoplasmi, ¢ stata ingegnerizzata
una linea mutante di Spiroplasma citri, un mollicute
fitopatogeno coltivabile, per esprimere VmpA sulla
membrana plasmatica (RENAUDIN et al., 2015). E stato
poi osservato come sia le cellule mutanti di S. citri
che esprimono VmpA di FDp sulla loro superficie sia
micro-biglie sintetiche rivestite con VmpA ricombinante
aderiscono in modo specifico a colture cellulari di E.
variegatus, dimostrando per questa proteina un ruolo
nel processo di adesione del patogeno alle cellule
d’insetto (ARRICAU-BOUVERY et al., 2018). Inoltre, ¢
stata confermata I’espressione di VmpA sia nell’intestino
medio che nelle ghiandole salivari di insetti naturalmente
infetti con FDp. Sfruttando le micro-biglie rivestite
di VmpA ricombinante si € visto come esse venivano
trattenute principalmente nella membrana perimicro-
villare dell’epitelio del mesointestino dissezionato
da esemplari di E. variegatus che si erano nutriti su
una dieta artificiale addizionata con tali micro-biglie,
confermando la funzione cruciale di VmpA nell’in-
terazione con i vettori (ARRICAU-BOUVERY et al.,
2018). E stato inoltre dimostrato che le varianti delle
proteine VmpA e VmpB si correlano con la capacita
di trasmissione di FDp da parte di diverse specie di
insetti vettori; ¢ stato possibile classificare gli isolati
di FDp reperiti in diverse piante ospiti e insetti vettori
raccolti in varie localita europee in “vectotypes”, sulla
base appunto delle sequenze dei geni vinpA, vinpB e
map (MALEMBIC-MAHER et al., 2020). In particolare,
il cosiddetto “vectotype I’ € presente in isolati di FDp
trasmissibili solo dalla cicalina Oncopsis alni, mentre
1“vectotype Il e III”” sono reperiti in isolati trasmissibili
solo da vettori deltocefalini, quali S. titanus, Orientus
ishidae e Allygus spp.. Tali risultati di inferenza mole-
colare sono stati confermati inoltre sfruttando la tec-
nologia delle micro-biglie sintetiche rivestite con le
diverse varianti ricombinanti di VmpA: le biglie
rivestite con VmpA della tipologia “vectotype 11"
erano trattenute negli intestini di E. variegatus e di
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S. titanus in misura maggiore rispetto a quelle del
“vectotype I’ (MALEMBIC-MAHER ef al., 2020).

RISPOSTA IMMUNITARIA INNESCATA
DA FITOPLASMI IN CICADELLIDI VETTORI

Larisposta immunitaria negli insetti ¢ un processo
cruciale nelle interazioni tra ospite € microrganismi
e la presenza di batteri puo innescare diverse reazioni
di difesa a seconda che essi siano patogeni, commensali
o benefici (LOGIN et al., 2011; ELEFTHERIANOS et al.,
2013). Negli emitteri vettori di fitoplasmi, gli insetti
infetti supportano elevate quantita di fitopatogeni che
hanno sviluppato diverse strategie di immunomodu-
lazione e adattamento all’ospite. Nel caso di E. varie-
gatus, che ¢ vettore naturale del co-evoluto isolato
CYp e vettore forzato in laboratorio del non co-evoluto
ceppo FDp, si € visto come I’infezione con quest’ultimo
attivi una risposta immune di lunga durata, sia in
termini di regolazione genica che di risposta biochimica
(attivita fenoloossidasica, immunocompetenza e atti-
vazione della cascata di melanizzazione) (GALETTO
et al., 2018). FDp viene quindi percepito come potenziale
patogeno dall’insetto, come infatti confermato dalla
riduzione di prolificita e longevita dell’insetto in
seguito all’infezione (BRESSAN et al., 2005). D’altro
canto, I’infezione di E. variegatus con CYp, che ne
aumenta leggermente la fitness (D’ AMELIO ef al.,
2008), attiva le risposte di adattamento dell’insetto
allo stress, sia in termini di regolazione genica che di
attivazione metabolica (GALETTO et al., 2018). Sempre
in E. variegatus, si € osservata un’attivazione specifica
del pathway immunitario Raf nell’intestino in seguito
a doppia infezione con I’endosimbionte 4saia € con
FDp (GONELLA et al., 2019). E interessante notare
come la localizzazione tissutale e la tempistica di atti-
vazione di Raf siano coerenti con il ruolo svolto da
Asaia nel limitare ’acquisizione del fitoplasma, sup-
portando il coinvolgimento di questo gene nell’attivita
dimostrata dall’endosimbionte nei confronti di FDp
(GONELLA et al., 2018).

CONCLUSIONI

I fitoplasmi sono procarioti fitopatogeni, privi di
parete, a localizzazione floematica e sono trasmessi
da insetti che si nutrono nel floema, condizione
necessaria ma non sufficiente per la loro trasmissione.
Relativamente poche specie di insetti emitteri floe-
momizzi sono in grado di trasmettere tali fitopatogeni:
si tratta in larga misura di cicadellidi deltocefalini. Il
riconoscimento e 1’adesione del fitoplasma all’epitelio
intestinale sono necessari per 1’ ingresso nel corpo del
vettore e sono mediati da specifici meccanismi

molecolari nei quali sono coinvolte le proteine di
membrana del patogeno. Il patogeno deve essere in
grado di moltiplicarsi e colonizzare i diversi organi
dell’insetto, che a sua volta deve essere permissivo e
in grado di supportare tale invasione batterica senza
innescare una risposta immunitaria eccessiva.
Meccanismi di riconoscimento molecolare sono poi
necessari anche per I’adesione ¢ la colonizzazione
delle ghiandole salivari, il raggiungimento della saliva
e la conclusione del processo di trasmissione. Nella
realta del pieno campo, altri fattori oltre alle interazioni
molecolari influiscono ovviamente sulle combinazioni
fitoplasma/insetto, come ad esempio il comportamento
nutrizionale su gamme di piante ospiti compatibili a
patogeno e vettore e I’opportunita ecologica di con-
divisione stagionale dello stesso areale. L’ampliamento
delle conoscenze, purtroppo ancora limitate, nell’ambito
delle relazioni patogeno/vettore rappresenta un tram-
polino di lancio fondamentale per lo sviluppo di
tecniche innovative e sostenibili per la gestione agro-
nomica delle fitoplasmosi, che si basa in primis sul
contenimento dei loro vettori.

RIASSUNTO

I patogeni vegetali trasmessi da insetti sono virus,
batteri e mollicuti (fitoplasmi e spiroplasmi), e in
misura minore alcuni funghi. I vettori di agenti fito-
patogeni sono prevalentemente insetti con apparato
boccale pungente-succhiante (ordini Hemiptera e
Thysanoptera) e alcuni coleotteri con apparato boccale
masticatore. I fitoplasmi sono procarioti fitopatogeni,
privi di parete, che si localizzano nel floema delle
piante infette. Essi causano innumerevoli malattie
delle piante producendo ingenti danni economici ai
sistemi produttivi. I fitoplasmi sono trasmessi in
maniera persistente propagativa da alcune specie di
insetti emitteri floemomizzi, in larga misura cicadellidi
deltocefalini. Il controllo e la gestione delle malattie
da fitoplasmi si basano su strategie di contenimento
delle popolazioni di vettori, mediante I’'uso prevalente
di insetticidi. Vengono qui approfonditi i meccanismi
di riconoscimento molecolare tra patogeno e vettore
che permettono il superamento delle due principali
barriere incontrate dal fitoplasma nella colonizzazione
del corpo del vettore: I’attraversamento dell’epitelio
intestinale e I’ingresso nelle ghiandole salivari. In
particolare, si fa riferimento agli studi compiuti sui
ceppi onion yellows (OY) e chrysanthemum yellows
(CY) del ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ e sul fito-
plasma della Flavescenza dorata (FD) della vite. Le
proteine di membrana dei fitoplasmi sono in diretto
contatto con le cellule ospiti e sono i partners molecolari
prevalentemente coinvolti nell’interazione con i vettori.
Le proteine immunodominanti di membrana (Amp e



- 126 -

Imp) e la proteina variabile di membrana (VmpA)
sono le principali protagoniste di queste relazioni con
diverse specie di cicadellidi vettori. Vengono fatti
altresi brevi cenni sull’attivazione della risposta
immune nell’insetto in seguito all’infezione da
fitoplasmi. Molto resta da conoscere sulle relazioni
tra patogeno e vettore, soprattutto per soddisfare la
necessita di nuovi e piu sostenibili strumenti di controllo
per far fronte alle malattie da fitoplasmi.
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Ecology of bacterial transmission (‘Ca. Liberibacter spp.’and phytoplasmas) by psyllids

Psyllids (Hemiptera: Psylloidea) are phloem feeding insects known as vectors of several bacteria belonging to the Classes
Mollicutes (fitoplasmi) and Alphaproteobacteria (‘Ca. Liberibacter spp.’) and causing serious crop diseases. These pathogens are
transmitted in a persistent-propagative manner and this process is regulated by intricate interplays among the plant, the vector and
the pathogen. Several factors regulate these interactions depicting very different epidemiological scenarios.

Among all, the range of the host plants on which the vector can develop, or only sporadically feed, is crucial, in particular when
wild plants are involved due to the fact that they can act as inoculum source of both the vector and the pathogen.

Moreover, the dispersal behaviour of the vector on short or long distances, in turn regulated by several biotic and abiotic factors,

has an important role in the spreading of the diseases.

Finally, the occurrence of different populations of the vector, of different strains/haplotypes of the pathogen, but also of different
combinations of psyllid populations and pathogen strains/haplotypes determines variable transmission efficiency at both

geographical and host plant scale.

The knowledge of all these variables has important implications for phytosanitary measures facilitating a timelier and targeted
management, reducing the impact of bacterial diseases where they are already endemic and preventing their spread to new areas.

KEY WORDS: piante ospiti, dispersione, patogenicita, epidemiologia.

INTRODUZIONE

Le psille (Hemiptera; Psylloidea) sono insetti floe-
momizi noti per essere vettori di diversi batteri fito-
patogeni appartenenti alle classi Mollicutes (fitoplasmi)
e Alphaproteobacteria (‘Ca. Liberibacter spp.”) i quali
causano gravi malattie alle piante coltivate (Tab. 1).

Per quanto riguarda le specie vettrici accertate di
fitoplasmi, esse appartengono tutte al genere Cacopsylla
(Fam. Psyllidae) e sono tipicamente infeudate a piante
della famiglia Rosaceae alle quali trasmettono 3 fito-
plasmi del gruppo 16SrX (Apple proliferation), ovvero
‘Candidatus Phytoplasma mali’, ‘Ca. Phytoplasma
pyri’ e ‘Ca. Phytoplasma prunorum’, che causano,
rispettivamente, tre importanti malattie ai fruttiferi
ovvero gli scopazzi del melo (Apple proliferation,
AP), la moria del pero (Pear decline, PD) e i giallumi
delle drupacee (European stone fruit yellows, ESFY).

‘Ca. Phytoplasma mali’ € trasmesso da Cacopsylla
melanoneura (Forster) e C. picta (Léw) (TEDESCHI
etal.,2003; TEDESCHI ¢ ALMA 2004; JARAUSCH et al.,
2007), ‘Ca. phytoplasma pyri’ da C. pyri (L.) e C.
pyricola (Forster) (DAVIES et al., 1992, CARRARO et
al., 1998a) mentre C. pruni (Scopoli) ¢ il vettore di
‘Ca. Phytoplasma prunorum’ (CARRARO et al., 1998D,
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2001, 2004; THEBAUD et al., 2009). Tutte queste specie
sono di origine paleartica e la loro diffusione cosi
come quella del fitoplasma che veicolano ¢ ancora
ristretta a tale area geografica, fatta eccezione per C.
pyricola, e di conseguenza del fitoplasma della moria
del pero che sono stati introdotti in Nord America
all’inizio del 1800 (HORTON, 1999).

Il coinvolgimento di psille nella trasmissione di
altri fitoplasmi non associati a fruttiferi non ¢ da
escludere, alla luce anche di recenti ricerche che hanno
dimostrato evidenze in tal senso, anche se non ancora
supportate da prove di trasmissione. E il caso, ad
esempio, della specie Livilla spectabilis (Flor) (Fam.
Psyllidae) che sembrerebbe fortemente implicata nella
trasmissione di ‘Ca. Phytoplasma spartii’ e di fitoplasmi
16RrV-C a Spartium junceum L. (Rizza et al., 2020).

Per quanto riguarda invece le specie vettrici di ‘Ca.
Liberibacter spp.’, 1o scenario ¢ piu variegato (HAAPA-
LAINEN, 2014).

La malattia degli agrumi Huanglongbing o Citrus
greening ¢ causata, a seconda delle aree geografiche,
dalle tre diverse specie ‘Ca. Liberibacter asiaticus’,
‘Ca. Liberibacter americanus’ e ‘Ca. Liberibacter
africanus’, trasmesse rispettivamente da Diaphorina
citri Kuwayama (Fam. Lividae), le prime due, e Trioza
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Tabella 1 —Fitoplasmi e ‘Ca. Liberibacter spp.” trasmessi da psille, relativi vettori, piante ospiti e distribuzione geografica.

Patogeno Malattia Vettore Pianta ospite Distribuzione
Fitoplasmi
¢ . . . Cacopsylla picta Melo
Ca. Phytoplasma mali’ | Apple Proliferation (AP) C. melanoneura Melo, biancospino Europa
‘ . : Cacopsylla pyri Pero .
Ca. Phytoplasma pyri’ | Pear Decline (PD) Cacopsylla pyricola Pero Europa, Nord America
‘Ca. Phytoplasma European Stone Fruit .
prunorum’ Yellows (ESFY) Cacopsylla pruni Prunus spp. Europa
Liberibacter
Ca _let,erlbacter H_uanglongb}ng 0 Diaphorina citri Rutaceae Asia
asiaticus Citrus greening
C‘.l' lee’rlbacter H}langlongb}ng 0 Trioza erytreae Rutaceae Africa
africanus Citrus greening
Ca. L1berll?acter Hpanglongbmg 0 Diaphorina citri Rutaceae Nord e Sud America
americanus Citrus greening
‘Ca. Liberibacter
solanacearum’ .
. . . . Nord e Centro America,
AplotipoA | Zebra chip Bactericera cockerelli | Solanaceae Nuova Zelanda
Aplotipo B | Zebra chip Bactericera cockerelli | Solanaceae Nord e Centro America
Aplotipo C Trioza apicalis Apiaceae (carota) | Europa settentrionale

Aplotipo D ed E

Bactericera trigonica

Apiaceae (carota)

Spagna, Francia, Marocco, Isracle

‘Ca. Liberibacter

Cacopsylla pyri

Rosaceae

Europa

europaeus’

Arytainilla spartiophila

Cytisus scoparius | Nuova Zelanda, Regno Unito

erytreae Del Guercio (Fam. Triozidae) la terza (CAPOOR
etal.,1967; YAMAMOTO et al., 2006; VAN DEN BERG
etal., 1992).

‘Ca. Liberibacter solanacearum ¢ invece trasmesso
da Bactericera cockerelli (Sulc) a colture appartenenti
alla famiglia Solanaceae quali patata, pomodoro,
peperone e tabacco (MUNYANEZA et al., 2007) e da
Trioza apicalis Forster (MUNYANEZA et al., 2010,
2015), Bactericera trigonica Hodkinson (Alfaro-
Fernandez et al., 2012; Teresani et al., 2015) e pre-
sumibilmente Bactericera nigricornis (Forster) a
piante della famiglia Apiaceae quali carota e sedano
(BEN OTHMEN et al., 2019; TERESANI ef al., 2015).
Tutte queste ultime psille appartengono alla Famiglia
Triozidae.

Infine ‘Ca. Liberibacter europaeus’, segnalato per
la prima volta in Italia come endofita di diverse specie
di Rosaceae e trasmesso da C. pyri (RADDADI et al.,
2009; CAMEROTA et al. 2012), & stato successivamente
segnalato in Nuova Zelanda e nel Regno Unito come
patogeno della ginestra dei carbonai Cytisus scoparius
L. & Link e associato alla psilla Arytainilla spartiophila
(Forster) (Fam. Psyllidae) (THOMPSON et al., 2013;
TENNIERES ef al., 2020).

Sono state inoltre segnalate infezioni miste di
fitoplasmi e ‘Ca. Liberibacter solanacearum’ come
nel caso di individui di B. cockerelli infette anche da
fitoplasmi dei sottogruppi 16SrVI-A e 16Srl-A (SWISHER
et al., 2018) che richiederebbero ulteriori approfon-

dimenti per le ovvie implicazioni dal punto di vista
epidemiologico.

La trasmissione di questi batteri, che ¢ di tipo per-
sistente-propagativo, € regolata da complesse interazioni
tra vettore, patogeno e pianta, nonché da fattori
ambientali e azioni antropiche. La conoscenza degli
aspetti ecologici che intervengono nei vari patosistemi
¢ di fondamentale importanza per poter limitare
I’impatto delle relative malattie, dove queste sono gia
presenti, ed evitare il rischio della loro diffusione in
altri areali al momento ancora indenni.

PIANTE OSPITI

Uno degli aspetti chiave del triangolo psilla-pato-
geno-pianta ¢ dato dalle possibili associazioni insetto
vettore-pianta che portano a diversi scenari epidemiolgici.
In generale le psille sono insetti floemomizi altamente
specializzati, ovvero il numero di piante ospiti (= pian-
te sulle quali si completa lo sviluppo degli stadi
giovanili fino allo sfarfallamento) ¢ ristretto a una o
poche specie affini, anche se esistono alcune eccezioni
(HODKINSON, 2009; BURCKHARDT et al., 2014).

Nel caso delle psille vettrici di fitoplasmi, vi sono
sia specie prettamente monofaghe, come C. pyrie C.
pyricola che vivono quasi esclusivamente su pero,
dove svolgono 4-5 generazioni all’anno, sia specie
oligofaghe tipicamente monovoltine. Tra queste, C.
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pruni ha come piante ospiti diverse specie del genere
Prunus, ed & in grado di trasmettere il fitoplasma ‘Ca.
Phytoplasma prunorum’ sia a specie coltivate (es.
albicocco, pesco e susino), sia a specie spontanee (es.
P spinosa e P. cerasifera), sulle quali, tra 1’altro,
vengono anche osservate maggiori densita del vettore.
Le piante di Prunus spp. spontanee rappresentano
dunque una forte criticita dal punto di vista epide-
miologico in quanto fungono da serbatoio sia per il
vettore che per il patogeno risultando tra I’altro quasi
sempre asintomatiche (BURCKHARDT, 1994; CARRARO
et al.,2002; SABATE et al., 2016)

Analogamente C. melanoneura, vettore di ‘Ca.
Phytoplasma mali’ si nutre e si sviluppa sia su melo
che su biancospino che a sua volta puo fungere da
serbatoio sia del vettore che del patogeno (TEDESCHI
et al.,2009), anche se si ipotizza I’esistenza di
popolazioni distinte in funzioni della pianta ospite
(MALAGNINI et al., 2013)

Il ciclo biologico di C. pruni, C. melanoneura e C.
picta prevede anche, a fine primavera, la migrazione
su conifere per I’estivazione e lo svernamento (CERMAK
e LAUTERER, 2008; TEDESCHI et al., 2002; THEBAUD
et al.,2009; P1zzINAT et al., 2011; JARAUSCH et al.,
2019) per poi tornare sulle loro piante ospiti a fine
inverno. Le conifere fungono quindi da piante rifugio
in particolari momenti dell’anno in cui le condizioni
sulle piante ospiti non sono piu ottimali. E stata
dimostrata un’attivita trofica delle psille sulle conifere,
mentre gli accoppiamenti avvengono solo dopo il
ritorno sulle piante ospiti a fine inverno, probabilmente
perché le piante rifugio non rappresentano un substrato
idoneo per lo sviluppo degli stadi giovanili (P1zzINAT
etal.,2011; GALLIGER ¢ GROSS, 2018). La differente
composizione chimica della linfa delle piante ospiti
e delle conifere avrebbe un ruolo importante nel
regolare questi eventi. La gran parte delle piante appar-
tenenti alla famiglia delle Rosacee sono ricche di sor-
bitolo, che invece risulta assente nelle conifere; per
contro, le conifere contengono elevate quantita di
acido quinico e pinitolo, assenti nelle Rosacee (GALLIGER
e GRross, 2018). Mentre il pinitolo potrebbe avere un
ruolo importante nella protezione degli adulti contro
il congelamento (BALE, 2002), I’assenza di sorbitolo
o la diversa composizione di acidi organici potrebbero
impedire lo sviluppo di neanidi e ninfe sulle conifere
(GALLIGER e GROSS, 2018).

Analogamente, la linfa elaborata delle conifere non
sembrerebbe un ambiente idoneo per ‘Ca. Phytoplasma
prunorum’ e ‘Ca. Phytoplasma mali’. Infatti, nonostante
I’evidenza di un’attivita trofica sulle conifere e del per-
manere nei rispettivi vettori della carica fitoplasmatica,
che anzi aumenta durante I’estivazione e lo svernamento
(THEBAUD et al., 2009; CANDIAN et al., 2020; OPPEDISANO
etal.,2020), le conifere non sembrerebbero avere alcun
ruolo come sorgente d’inoculo per questi fitoplasmi.

Anche nel caso delle psille vettrici di ‘Ca. Liberibacter
spp.’ le diverse associazioni vettore-pianta ospite
delineano diversi scenari epidemiologici. Per esempio,
per quanto riguarda i vettori di ‘Ca. Liberibacter sola-
nacearum’, B. trigonica, B. nigricornis e T. apicalis
hanno come pianta ospite sia specie coltivate, come la
carota e il sedano, che specie spontanee sempre appar-
tenenti alla famiglia delle Apiacee e migrano allo stadio
di adulto neosfarfallato su conifere per I’estivazione e
lo svernamento. (KRISTOFFERSEN € ANDERBRANT, 2005,
2007; HopbkinsoN 2009), al contrario B. cockerelli ¢
piu strettamente infeudata alle solanacee, nutrendosi
a spese di numerose specie coltivate e spontanee
(MUNYANEZA, 2016), anche se ¢ in grado di riprodursi
e svilupparsi anche su alcune convolvulacee come
Ipomaes batatas L. e Convolvulus arvensis L..

Eventuali preoccupazioni legate a possibili trasmissioni
crociate dovute alla frequente vicinanza dei campi di
patate e di carote e ad occasionale attivita trofica al di
fuori del range delle rispettive piante ospiti sono state
di fatto smentite. Infatti, grazie anche a studi fatti con
elettropenetrografo (EPG), ¢ stato dimostrato come B.
cockerelli faccia difficolta a raggiungere il floema delle
piante di carota e, analogamente, come B. trigonica
non presenti né emissione di saliva, né ingestione di
floema se posta a nutrirsi su piante di patata (MUNYANEZA
etal.,2016; ANTOLINEZ et al., 2017).

Diaphorina citri ¢ sempre stata considerata una
specie oligofaga su numerose piante della famiglia
Rutacee ed in particolare su quelle appartenenti alla
sottofamiglia Aurantioideae, ma piu recentemente ¢
stata dimostrata un’attivita trofica su ospiti alternativi
quali Ficus carica L. e Celtis spp. ma anche su piante
erbacee come Bidens alba (L.) ed Eupatorium capil-
lifolium (Lam.) Small comunemente presenti negli
agrumeti (JOHNSTON et al., 2019).

In generale, anche se alcuni di questi ospiti alternativi
non sono idonei per la riproduzione, possono fungere
da substrato di nutrizione per gli adulti, prolungando
la loro sopravvivenza in assenza degli ospiti per la
riproduzione con ovvie ripercussioni dal punto di
vista epidemiologico (STELINSKY, 2019; COOPER et
al.,2019). In particolare le specie perenni rappresentano
una seria minaccia come serbatoio precoce di B. coc-
kerelli, perché sono presenti in primavera, prima del-
I’emergenza della patata e di altre solanacee annuali
e in autunno dopo la raccolta delle patate (HORTON et
al., 2015)

DISPERSIONE

Un altro fattore cruciale nella trasmissione dei batteri
da parte delle psille ¢ la dispersione dei vettori che
puo avvenire in misura € modalita variabili in funzione
delle diverse specie.
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Alcune psille, come gia visto, presentano, intrinseche
nel loro ciclo biologico, delle migrazioni stagionali
che hanno lo scopo di raggiungere fonti di cibo piu
favorevoli o piante rifugio per il superamento di periodi
particolari, quali I’estivazione o lo svernamento. La
ricerca di conifere per I’estivazione e lo svernamento
porta a compiere distanze anche notevoli e a raggiungere
quote altitudinali elevate (1300 — 1600 m s.1.m), ben
diverse rispetto a quelle delle piante ospiti (CARRARO
etal.,2001,2004; THEBAUD et al., 2009). Questi spo-
stamenti sono favoriti dalle correnti calde ascensionali
che permettono di raggiungere le piante rifugio site
in altura, mentre il ritorno sulle piante ospiti, a con-
clusione del periodo invernale, & favorito dalle correnti
fredde discendenti (CERMAK e LAUTERER, 2008;
PizzINAT et al., 2011).

In altri casi la dispersione ¢ legata a una continua
ricerca di cibo favorevole, come avviene nel caso di
D. citri che si sposta frequentemente tra diverse piante
del genere Citrus alla continua ricerca di giovani
germogli ricchi di linfa necessari anche per I’ovidepo-
sizione. Durante i mesi piu caldi D. citri puo percorrere
almeno 300 m nell’arco di 4 giorni dalle file piu interne
dei frutteti abbandonati alle file pit interne degli agrumeti
in coltivazione (LEWIS-ROSENBLUM et al., 2015). In
assenza di vento la specie puo percorrere fino a 2,4 km
in assenza di vento, ma tali distanze possono incrementare
parecchio in presenza di vento favorevole, con percorrenza
di distanze maggiori su terreni incolti (LEWIS-ROSENBLUM
etal.,2015; BOINA et al., 2009).

Diversi fattori biotici influenzano questi sposta-
menti.

Per alcune psille, come D. citri, ¢ stata osservata
un’attrazione nei confronti di alcune lunghezze d’onda
particolari come ’ultravioletto (390 nm), il verde
(525 nm) e il giallo (590 nm) che si traduce in una
maggiore attivita durante il primo e il tardo pomeriggio
(Paris et al., 2015). Inoltre, sempre per questa specie,
gli spostamenti sono anche regolati da riferimenti
meccanici (come le comunicazioni vibrazionali tra
maschi e femmine) che regolano gli spostamenti su
brevi distanze (WENNINGER et al., 2009).

Maggiormente studiati risultano i riferimenti olfattivi
che derivano sia da volatili emessi dalle piante che
da volatili emessi da individui conspecifici.

Per quanto riguarda I’influenza delle sostanze volatili
emesse dalle piante, nel caso di C. picta ¢ stato
dimostrato che gli individui della nuova generazione,
sia maschi che femmine, sono particolarmente attratti
dal B-carioffilene, sostanza prodotta prevalentemente
dalle piante infette da ‘Ca. Phytoplasma mali’, come
strategia per incrementare le probabilita di acquisizione
del fitoplasma e quindi di diffusione dello stesso,
mentre le femmine reimmigranti, ossia quelle che
tornano su melo a fine inverno, prediligono le piante
sane come substrato per 1’ovideposizione, perché

queste garantiscono un miglior sviluppo degli stadi
giovanili (MAYER et al., 2011).

Anche D. citri ¢ attratta da diverse sostanze volatili
emesse dagli agrumi (STELINSKI, 2015). Di particolare
interesse ¢ I’attrattivita esercitata nei confronti delle
femmine da parte dell’acido metil salicilico che viene
emesso dalle piante danneggiate dall’attivita trofica
di altri individui conspecifici (MANN ez al., 2012). Si
ipotizza che il beneficio ecologico derivante dall’at-
trazione verso tali piante possa essere legato alla
necessita di accoppiamenti multipli per mantenere
una fertilita e una fecondita ottimale (WENNINGER €
Hall, 2008).

La dispersione puo essere perd anche influenzata
da sostanze volatili emesse da individui conspecifici,
come osservato, sempre in D. citri, le cui femmine
sono in grado di percepire e quindi evitare foglie o
germogli precedentemente infestati da altre femmine
della stessa specie, attuando una sorta di strategia per
evitare il sovraffollamento (MARTINI et al., 2014).

L’ecologia della trasmissione di fitopatogeni da
parte dei vettori puo infine essere influenzata da
fenomeni di dispersione legati ad azioni antropiche.
Un esempio molto significativo ¢ dato dalla psilla
della ginestra 4. spartiofila, che era stata introdotta
in Nuova Zelanda nel 1993 come agente di biocontrollo
della ginestra dei carbonai (C. scoparius), specie
invasiva originaria dell’Europa occidentale. Alla
fine del 2011 pero vennero osservati, sulle piante di
C. scoparius fortemente infestate dalla psilla, anche
sintomi quali crescita stentata dei germogli, internodi
raccorciati, foglie piccole e punte delle foglie ingiallite
che vennero associati alla presenza del batterio ‘Ca.
Liberibacter europaeus’., rilevato sia nelle piante
sintomatiche sia nelle psille (THOMPSON et al., 2013).
L’introduzione, quindi, di A. spartiofila in Nuova
Zelanda ha dato origine a una nuova associazione,
sconosciuta prima del 1993, tra il batterio e la psilla,
€ a un nuovo patosistema, in quanto ‘Ca. Liberibacter
europaeus’ in Europa veniva considerato pit come
un endofita che come un patogeno (RADDADI et al.,
2009).

Infine, la dispersione puo anche essere fortemente
influenzata da fattori abiotici quali la temperatura, la
pressione barometrica e il vento. Temperature piu
elevate tendono a favorire maggiori movimenti degli
insetti e quindi maggiori spostamenti delle psille,
mentre cali di pressione atmosferica di solito ne
rallentano i movimenti (MARTINI € STELINKY, 2017).

EFFICIENZA DI TRASMISSIONE E PATOGENICITA
L’epidemiologia delle malattie causate dai batteri

trasmessi dalle psille ¢ strettamente legata all’efficienza
di trasmissione che le diverse specie o i diversi stadi
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di sviluppo possono avere. Solitamente neanidi e
ninfe sono considerati gli stadi cruciali per I’acqui-
sizione sia dei fitoplasmi sia delle diverse specie di
Liberibacter; al contrario gli adulti sono i maggiori
responsabili della trasmissione vera e propria, avendo
completato appieno il periodo di latenza, e della dif-
fusione delle malattie, grazie anche alla loro maggiore
dispersione.

Nella realta pero le interazioni vettore-pianta-
patogeno che regolano 1’efficienza di trasmissione
sono ben pit complesse. Ci possono essere, infatti,
notevoli differenze sia su base geografica che in
funzione delle piante ospiti. Numerose ricerche hanno
messo in luce la possibile esistenza di pit popolazioni
di una stessa specie di vettore o di vari ceppi/aplotipi
del patogeno, o ancora differenti combinazioni tra
popolazioni di vettori e ceppi/aplotipi del patogeno
che si traducono in diverse efficienze di trasmissione.

Per esempio, C. melanoneura & considerata I’'unica
psilla vettrice di ‘Ca. Phytoplasma mali’ presente
nell’Italia nord-occidentale e in Norvegia (TEDESCHI
etal.,2002; BREDE, 2017). In queste aree, dove I’insetto
¢ equamente presente sulle due piante ospiti riconosciute,
ovvero melo e biancospino, C. melanoneura ¢ un
vettore efficiente. Al contrario, nell’Italia nord orientale
e in Germania, dove ¢ generalmente presente simpa-
tricamente con la congenere C. picta, C. melanoneura
vive prevalentemente su biancospino e, soprattutto,
risulta un vettore poco o per niente efficiente (JARAUSCH
etal.,2003,2004,2007,2019; MAYER et al., 2009).
C’¢ pero da dire che, sia in Norvegia che nell’Italia
nord occidentale, vi ¢ una predominanza del ceppo
AT-1 del fitoplasma, mentre nell’[talia nord-orientale
e in Germania predominano i ceppi AT-2 e AP (CAINELLI
etal.,2004; JARAUSCH et al., 2000, 2004; MARTINI et
al.,2008; CasATtl et al.,2010; BArIC et al., 2011). Si
presume dunque che queste differenze possano essere
dovute a diverse “razze” del vettore o pit probabilmente
a diverse combinazioni vettore-ceppo del fitoplasma
(JARAUSCH et al., 2019).

Nel caso invece del patosistema A. spartiofila —
‘Ca. Libebacter europaeus’ - C. scoparius presente
in Nuova Zelanda, nel 2014 ¢ stato descritto, per il
batterio, un aplotipo (Aplotipo B) che si differenzia
da quello presente in Europa (Aplotipo A) su pero e
C. pyri, non solo su base geografica e in funzione
delle piante/psille ospiti, ma anche su base genetica
(NELSON et al., 2015). Recentemente pero ‘Ca.
Liberibacter europaeus’ ¢ stato segnalato in A. spar-
tiophila e C. scoparius nel Regno Unito, paese di
origine delle psille introdotte in Nuova Zelanda come
agente di biocontrollo della ginestra dei carbonai. La
similarita delle sequenze nucleotidiche del batterio
del Regno Unito con quelle della Nuova Zelanda con-
ferma la teoria di una introduzione accidentale di ‘Ca.
Liberibacter europaeus’ in Nuova Zelanda in occasione

dell’introduzione programmata di A. spartiophila
(TANNIERES et al., 2020).

Piu articolata invece ¢ la situazione relativa ‘Ca.
Liberibacter solanacearum’ per il quale sono stati
descritti diversi aplotipi con diverse distribuzioni geo-
grafiche e diverse piante ospiti che rispecchiano la
distribuzione e le specializzazioni trofiche dei rispettivi
vettori. B. cockerelli ¢ stata riconosciuta come vettore
dell’aplotipo A in America e Nuova Zelanda e dell’a-
plotipo B in America a solanacee (WEN et al., 2009).
T apicalis ¢ invece risultata essere vettrice dell’aplotipo
C ad Apiacee in Nord Europa (MUNYANEZA ef al.,
2010), mentre B. trigonica trasmette I’aplotipo D a
carota (NELSON et al.,2013) e I’aplotipo E a carota e
sedano nell’Europa meridionale e nel sud del
Mediterraneo (TERESANI et al., 2014). Infine T urticae
¢ stata recentemente descritta come possibile vettore
dell’aplotipo U a Urtica dioica L. in Finlandia
(HAAPALAINEN, 2017). Queste diverse combinazioni
tra patogeno, vettore e pianta ospite permettono di
identificare dei patosistemi ben definiti e separati, ma
la possibilita di punture di suzione, anche occasionali,
su piante ospiti alternative potrebbero diffondere il
patogeno o alcuni aplotipi a nuove colture con gravi
ripercussioni dal punto di vista fitosanitario.

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

Considerata la capacita delle psille di trasmettere
numerosi batteri di interesse economico per molte
colture, la comprensione delle interazioni che regolano
questi fenomeni ¢ di importanza fondamentale per
una corretta ed efficace gestione delle malattie connesse.
Il ciclo biologico a volte complesso di alcune specie
e ’ampio host range di altre non sempre rendono
facile lo studio dettagliato dei vari patosistemi. Una
spontanee, ospiti sia del patogeno che del vettore, che
possono fungere da sorgente d’inoculo.

Questi ospiti, spesso presenti nei bordi degli appez-
zamenti o tra le file delle colture, richiedono una par-
ticolare attenzione per il forte impatto che possono
avere dal punto di vista epidemiologico anche su base
stagionale.

RIASSUNTO

Le psille (Hemiptera: Psylloidea) sono insetti floe-
momizi noti come vettori di diversi batteri fitopatogeni
della Classe Mollicutes (fitoplasmi) e Alpha-
proteobacteria (‘Ca. Liberibacter spp.”) che causano
gravi malattie alle colture. La trasmissione ¢ di tipo
persistente propagativo ed € regolata da complesse
interazioni che intercorrono tra pianta, vettore e
patogeno. Numerosi fattori regolano queste interazioni
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andando a delineare diversi scenari riguardo 1’epide-
miologia delle relative fitopatie.

Tra tutti, il range delle piante ospiti, sulle quali il
vettore si sviluppa o puo anche solo nutrirsi sporadi-
camente, ¢ un fattore cruciale, soprattutto quando
sono coinvolte anche piante spontanee che fungono
da serbatoio non solo per il vettore, ma anche per il
patogeno.

La dispersione del vettore, su distanze pit 0 meno
ampie, ha un ruolo fondamentale nella diffusione
delle malattie ed ¢ a sua volta regolata da diversi fattori
biotici e abiotici.

Infine la presenza di pit popolazioni del medesimo
vettore o di pit ceppi/aplotipi del patogeno, o ancora,
di diverse combinazioni tra ceppi/aplotipi del patogeno
e popolazioni del vettore determinano efficienze di
trasmissione variabili anche su base geografica.

La conoscenza di tutte queste variabili ha importanti
implicazioni per quanto riguarda la gestione fitosanitaria
perché permette di intervenite in modo piu mirato e
tempestivo riducendo I’impatto delle malattie causate
da fitoplasmi e ‘Ca. Liberibacter spp.” dove queste
sono gia presenti e ridurre il rischio della loro diffusione
in altri areali al momento ancora indenni.
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Insect vectors of Xylella fastidiosa in Europe: an ecological perpective on trasmission and epidemiology

The exotic bacterium Xylella fastidiosa (Xf) — the causal agent of the Olive Quick Decline Syndrome (OQDS) in Apulia — is
transmitted in Europe by spittlebugs belonging to the Aphrophoridae family (Hemiptera: Cercopoidea). In American Xf pathosys-
tems the key vector species are instead sharpshooters (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinae). Several aspects of the ecology and
behaviour of European vectors are poorly known, in spite of their epidemiological importance. Characteristics of vector insects
in European agroecosystems such as biogeography, phenology, responses to environmental variables at the ecosystem level and
nutritional preferences are discussed. The ecology of insect vectors strongly influences the pattern of Xf spread, as well as the
development of environmentally-sound integrated control strategies against the spittlebug-Xylella association. The influence of
vector phenology, host plant association and shifting, feeding behaviour and landscape pattern on the spread of X. fastidiosa is

examined and discussed with particular regard to the olive grove agroecosystem.

KEY WoRDS: Xylella fastidiosa, spittlebugs, insect vectors, ecological epidemiology

INTRODUZIONE

Gli insetti fitomizi sono responsabili della trasmis-
sione di batteri vascolari fitopatogeni e dunque pro-
tagonisti fondamentali della loro diffusione. Gli
agenti patogeni e i loro vettori costituiscono patosistemi
spesso complessi, caratterizzati da interazioni con
altri componenti ecosistemici, quali piante ospiti e
ambiente.

Il crescente aumento di introduzioni di patogeni
ed insetti potenziali vettori esotici in tutto il mondo
sta contribuendo alla formazione di nuovi patosistemi,
generati dall’incontro tra organismi alieni e agroe-
cosistemi differenti da quelli di origine, spesso con-
traddistinti da dinamiche di trasmissione e diffusione
diverse rispetto agli areali di origine (MEENTEMEYER
etal.,2012; DAUGHERTY & ALMEIDA, 2019). L’im-
prevedibilita dei nuovi cicli epidemiologici e le carat-
teristiche ecologiche di patosistemi di recente
formazione e in veloce evoluzione sono di difficile
interpretazione, nonostante le interazioni tra le diverse
componenti siano elementi fondamentali nel determinare
diffusione ed epidemiologia dell’agente patogeno
(SicarDp et al., 2018). Una conoscenza approfondita
delle dinamiche e interazioni che caratterizzano un
patosistema ¢ condizione necessaria per elaborare
predizioni affidabili su sviluppi futuri delle malattie
trasmesse da artropodi ed elaborare modalita di
controllo efficaci e utili in diverse contesti.

— Pubblicato marzo 2021

IL BATTERIO ESOTICO XYLELLA FASTIDIOSA

Xylella fastidiosa Wells (Xanthomonadales: Xan-
thomonadaceae) ¢ un batterio fitopatogeno di origine
americana, riconosciuto come agente causale di gravi
fitopatie epidemiche, sia in America settentrionale e
meridionale, sia in aree di recente introduzione, dove
si sono originati patosistemi con piante ospiti e insetti
vettori differenti rispetto agli areali di origine (SICARD
etal.,2018; LaNDA et al., 2019). Xylella fastidiosa &
un batterio gram negativo, associato esclusivamente
ai vasi xilematici delle piante ospiti. Unica specie
ascritta al genere Xylella, ¢ caratterizzata da un’ampia
diversita genetica. Sono ufficialmente riconosciute
tre sottospecie (X. fastidiosa subspp. fastidiosa,
multiplex, e pauca), e altre sono state proposte (X.
fastidiosa subspp. sandyi e morus) (VANHOVE et al.,
2019; LANDA et al., 2019). Le differenti sottospecie
del batterio hanno tutte avuto origine allopatrica nel
continente americano, con differenti espansioni e
introduzioni nel corso del tempo sia intra- e intercon-
tinentali (VANHOVE et al., 2019). La grande diversita
genetica e la conseguente plasticita di questo batterio
concorrono a determinare una gamma eccezionalmente
ampia di piante ospiti, sia arboree ed erbacee (= 600
specie) (EFSA, 2020). Tuttavia, le sottospecie e ancor
piu le varianti genetiche definite sulla base di multilocus
sequence typing (ST) sono caratterizzate da un numero
di piante ospiti molto variabile (NUNNEY et al., 2019).



— 138 —

Xylella fastidiosa si comporta da commensale nella
maggior parte degli ospiti vegetali, non provocando
danni rilevanti all’ospite grazie a processi di auto-
limitazione della colonizzazione dei vasi xilematici.
11 batterio tuttavia puo esprimere fenotipi virulenti
in alcune specie vegetali, colonizzando estensivamente
i vasi xilematici e portando a interruzioni del flusso
di xilema. Inoltre, la presenza di determinati fenotipi
del batterio induce meccanismi di difesa da parte
della pianta ospite che occludono ulteriormente i
vasi xilematici, esacerbando i sintomi legati a stress
idrico, arrecando estesi disseccamenti alla chioma
ed eventualmente provocando la morte della pianta
ospite (ROPER et al., 2019). L’espressione di fenotipi
virulenti e i conseguenti disequilibri batterio-pianta
si verificano con ospiti vegetali che non hanno
processi coevolutivi in comune con il batterio
(CAsTILLO et al., 2020). Alcune delle malattie eco-
nomicamente piu rilevanti associate a X. fastidiosa
sono la malattia di Pierce (Pierce’s Disease) su vite
in Nord America e la clorosi variegata degli agrumi
(Citrus Variegated Chlorosis) in Brasile, responsabili
di gravissime perdite nelle industrie vinicola e agru-

maria del Nuovo Mondo (ALMEIDA ef al., 2005;
COLETTA-FILHO et al., 2020).

La presenza di X. fastidiosa in Europa ¢ stata con-
fermata per la prima volta nel 2013 su olivo in Puglia,
a seguito di indagini volte a individuare le cause della
patologia denominata ‘Disseccamento rapido dell’olivo”
(OQDS — Olive Quick Decline Syndrome), emersa
sul finire del primo decennio del XXI secolo (SAPONARI
etal.,2019). L’identificazione di X. fastidiosa subsp.
pauca (ST53) come agente causale della grave emer-
genza fitosanitaria che interessa gli olivi pugliesi ha
contribuito in modo fondamentale a far assurgere
questo patogeno ad importanza globale (EFSA 2018).
Le campagne di monitoraggio promosse dall’Unione
Europea nei paesi comunitari hanno condotto all’i-
dentificazione di tutte e tre le sottospecie di X. fastidiosa
ufficialmente riconosciute e la subsp. sandyi in diversi
focolai e aree infette (Fig. 1), risultato di differenti
introduzioni sia recenti (Spagna, Italia) sia passate
inosservate anche per decenni (Corsica) (SOUBEYRAND
etal.,2018; LANDA et al., 2019). Italia, Spagna, Francia,
Portogallo sono al momento le nazioni europee con
focolai attivi di X fastidiosa, attualmente in eradicazione

Sottospecie X. fastidiosa
B multiplex + fastidiosa

fastidiosa
multiplex
pauca
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Fig. 1 — Aree infette da Xylella fastidiosa in Europa (2020). La subsp. sandyi non ¢ mostrata in quanto non identificata in pieno campo.




- 139 -

o in contenimento (Fig. 1). Il genotipo X. fastidiosa
subsp. pauca ST53 ¢ stato al momento identificato
solamente in Puglia e, limitatamente a poche piante
ornamentali, a Menton, in Costa Azzurra. La sottospecie
maggiormente diffusa nel bacino mediterraneo ¢
invece X. fastidiosa subsp. multiplex, il cui ceppo
ST6 ¢ responsabile della patologia Almond Leaf
Scorch (ALF) su mandorli in Spagna (EFSA 2019).

INSETTI VETTORI E LORO RUOLO EPIDEMIOLOGICO
IN EUROPA

Xylella fastidiosa, colonizzando esclusivamente i
vasi xilematici delle piante ospiti, ¢ trasmessa da
insetti xilemomizi, ovvero Emitteri Cicadomorpha
appartenenti alle superfamiglie Membracoidea e
Cercopoidea (REDAK et al., 2004). Tra i Membracoidea
solamente le specie appartenenti alla sottofamiglia
Cicadellinae (Hemiptera: Cicadellidae) sono xile-
momize. Al contrario, le specie appartenenti alle
superfamiglie Cercopoidea, cosi come quelle dei
Cicadoidea, hanno tutte comportamento nutrizionale
xilemomizo (Bosco, 2015).

Le caratteristiche della trasmissione di X. fastidiosa
ad opera degli insetti vettori presentano aspetti intermedi
rispetto alla classica definizione di trasmissione per-
sistente/non persistente. Il batterio ¢ infatti in grado
di moltiplicarsi all’interno dell’ospite, e dunque
I’insetto vettore allo stadio adulto rimane infettivo
per tutta la vita (trasmissione persistente), il batterio
rimane pero confinato nello stomodeo (precibario)
dell’insetto ospite ed ¢ quindi perso durante le mute
(assenza di trasmissione trans-stadiale), inoltre il
vettore ¢ in grado di trasmette il patogeno immedia-
tamente dopo I’acquisizione senza la necessita di una
fase di latenza (trasmissione non persistente). La spe-
cificita di trasmissione da parte di insetti vettori ¢ stata
a lungo considerata limitata al comportamento nutri-
zionale xilemomizo, date le caratteristiche di trasmissione
non persistente e 1’assenza di adattamenti specifici
per diffondersi nel corpo del vettore (ALMEIDA et al.,
2005). Tuttavia, le relazioni batterio-insetto sono pro-
babilmente piu complesse di quanto precedentemente
immaginato. Per esempio, la cuticola dell’insetto
ospite rappresenta un substrato non solo di ancoraggio
ma anche nutritizio per il batterio, fornendo energia
necessaria per la moltiplicazione e persistenza del
batterio nell’apparato boccale del vettore (KILLINY
& ALMEIDA, 2009; LABROUSSAA et al., 2017). Anche
la morfologia di alcuni parti dell’apparato boccale
influisce fortemente sulle dinamiche dei fluidi acquisiti
e rilasciati, determinando differenti entita di popolazioni
batteriche e probabilita di distacco di cellule infettive
durante la nutrizione (RANIERI ef al., 2019). Simili
interazioni batterio-vettore possono quindi differire
fortemente tra specie diverse di insetti xilemomizi,
influenzando capacita ed efficienza di trasmissione

del patogeno. Il ruolo delle cicale, sospettate di tra-
smettere X. fastidiosa (KRELL et al., 2007), non ¢ stato
ad oggi confermato e, in particolare, Cicada orni (L.)
(Hemiptera: Cicadidae) non ¢ risultata in grado di tra-
smettere X. fastidiosa subsp. pauca ST53 a olivo
(COrRNARA et al., 2020).

Il ruolo epidemiologico degli insetti vettori tuttavia
non si limita esclusivamente alla capacita di acquisire
e trasmettere il batterio. La trasmissione e la diffusione
di un agente patogeno in un agroecosistema sono
infatti eventi che necessitano che il vettore sia presente
nell’agroecosistema, si nutra su piante infette e si
sposti su piante sane in una finestra temporale adatta
ad una efficiente inoculazione del batterio. Numerosi
fattori bioecologici concorrono quindi a influenzare
le probabilita di incontro tra il patogeno, il vettore e
la pianta ospite, determinando I’epidemiologia di X.

fastidiosa negli agroecosistemi europei.

BIODIVERSITA E BIOGEOGRAFIA

Le sputacchine (Hemiptera: Cercopoidea: Aphro-
phoridae) sono il gruppo principale di xilemomizi in
Europa e i principali, se non unici, vettori di X. fastidiosa
in Europa (CORNARA et al., 2019). I cicadellini, principali
vettori del batterio nel continente americano, sono
infatti un gruppo tassonomico relativamente poco
rappresentato nel vecchio continente, essendo note
circa 8 specie, contro le 1450 note nelle Americhe
(REDAK et al., 2004; DE JONG et al., 2014). Cicadella
viridis (L.) (Hemiptera: Cicadellidae) ¢ I’unica specie
europea piuttosto diffusa e localmente abbondante,
tuttavia non € presente in ambienti mediterranei secchi
dove si trovano i focolai noti di X. fastidiosa in Europa
(CorNARA et al., 2019; MARKHEISER et al., 2020). Sia
C. viridis e il cicadellidae esotico Graphocephala

fennahi Young sono comunque localmente abbondanti
in Europa continentale e potrebbero rappresentare
dei possibili vettori di X. fastidiosa in tali zone, anche
se C. viridis non sembra un vettore efficiente del
batterio (MARKHEISER ef al. 2020; BODINO et al., in
preparazione). Gli Aphrophoridae sono presenti in
tutta Europa con circa 36 specie, anche se le specie
molto diffuse e abbondanti sono relativamente poche
(CorNARA et al., 2019). Sono note tre specie di spu-
tacchine in grado di trasmettere sperimentalmente X.
fastidiosa ssp. pauca ST53: Philaenus spumarius (L.)
(Fig. 2), Philaenus italosignus Drosopolous & Remane
¢ Neophilaenus campestris (Fallén) (CAVALIERI et al.,
2019). L’abbondanza e distribuzione delle sputacchine
non ¢ costante in area mediterranea, in oliveti italiani
e greci la specie piu abbondante ¢ P. spumarius
(TSAGKARAKIS et al.,2018; BopiNnO et al., 2019),
mentre in Spagna la specie dominante € N. campestris
(MORENTE et al., 2018). Philaenus spumarius ¢ la
sputacchina piu diffusa e abbondante nel continente
europeo, ed ¢ caratterizzata da un elevata polifagia
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Fig. 2 — Adulto di Philaenus spumarius.

sia durante gli stadi giovanili che allo stadio adulto.
Puo essere inoltre abbondante su chiome di olivo ed
¢ considerato il principale vettore di X. fastidiosa in
Puglia (COrRNARA et al., 2018). Neophilaenus campestris
¢ invece una sputacchina associata a monocotiledoni
durante gli stadi giovanili e durante lo stadio adulto
si trova principalmente su Poaceae e conifere, nonostante
possa occasionalmente visitare gli olivi, di solito con
basse densita (MORENTE et al., 2018). Philaenus ita-
losignus ¢ una specie endemica italiana, distribuita
nel centro-sud della penisola, caratterizzata da stadi
ninfali associati esclusivamente ad Asphodelus ramosus
L. Gli adulti tuttavia possono visitare le chiome degli
olivi e, in oliveti caratterizzati da una copertura erbacea
con molti asfodeli, questa specie puo diventare la
specie xilemomiza dominante nell’agroecosistema
oliveto (PANZAVOLTA et al., 2019).

COMPOSIZIONE AGROECOSISTEMA E PAESAGGIO

La diversita tassonomica e densita dei cercopoidei
varia spesso in modo significativo, non solo a livello
biogeografico, ma anche a scale spaziali pit piccole,
in funzione della composizione e della struttura del
paesaggio. Ad esempio, le popolazioni di P. spumarius
tendono a essere pit abbondanti in oliveti inseriti in
un contesto paesaggistico dominato da oliveti, mentre
le densita del vettore diminuiscono quando gli oliveti
sono circondati da agroecosistemi con gestione piu
intensiva, quali i vigneti (SANTOIEMMA et al., 2019).
Tuttavia, vigneti a gestione biologica e integrata
possono presentare popolazioni di vettori abbondanti
(BODINO et al., in preparazione). In generale, agroe-
cosistemi diversificati e con componenti erbacee ed
arboree sembrano favorire alte densita di sputacchine,
grazie alla presenza sia di coperture erbacee poco dis-
turbate utili allo sviluppo degli stadi giovanili, sia di
essenze selvatiche legnose che rappresentano utili
rifugi per gli adulti durante i mesi estivi (BoDINO et
al.,2020a). Le zone rifugio costituite da alberi e arbusti

selvatici aumentano il rischio di diffusione del batterio,
fornendo un riparo spesso fondamentale per il com-
pletamento del ciclo degli insetti vettori e rappresentando
dei rifugi (reservoirs) per X. fastidiosa, dato che diverse
piante tipiche della macchia mediterranea possono
essere ospiti del batterio esotico (SOUBEYRAND et al.,
2018; EFSA, 2020; WHITE et al., 2020). Tali consi-
derazioni sottolineano I’importanza delle caratteristiche
alivello paesaggistico e di agroecosistema nel deter-
minare I’abbondanza degli insetti vettori e conse-
guentemente del batterio patogeno. Un’attenta
valutazione dell’agroecosistema e del paesaggio
agricolo € quindi un passo fondamentale nella stima
del rischio associato all’introduzione di X. fastidiosa
e nell’elaborazione di strategie di gestione delle com-
ponenti vegetazionali adatte a contenere efficacemente
le popolazioni dei vettori e I’espansione dei focolai
di infezione.

FENOLOGIA E CICLO BIOLOGICO

II ciclo biologico e la fenologia degli insetti xilemomizi
sono in una certa misura variabili tra specie, aree ed
ecosistemi diversi, dando luogo a differenze significative
nei momenti e nell’intensita dei picchi di popolazione
dei vettori di X. fastidiosa sulle colture di interesse
(MORENTE et al., 2018; BoDINO et al., 2019). Tali
aspetti biologici possono essere influenzati sia da
variabili ambientali (e.g. temperatura), sia da pratiche
agricole quali sfalcio e aratura. Le lavorazioni del
terreno durante il periodo primaverile possono ridurre
in modo drastico le popolazioni giovanili di sputacchine
e rappresentano il piu efficace metodo di lotta contro
1 vettori, purché effettuate durante una finestra temporale
adatta, in cui tutte le uova si siano schiuse € non siano
ancora presenti gli adulti (EU 2015/789, 2015; BoDINO
etal.,2019). Gli effetti di simili lavorazioni del terreno
durante il periodo di vita adulta degli insetti sono
ancora poco chiari, infatti le densita di sputacchine
adulte nell’agroecosistema non sono ridotte da questi
interventi, anzi essi possono potenzialmente spostarsi
dallo strato erbaceo alla coltura, portando quindi a un
aumento della trasmissione del batterio (BODINO et
al.,2020a). In Puglia, in assenza di disturbi antropici,
P, spumarius si sposta sulle chiome di olivo poco dopo
lo sfarfallamento degli adulti, in maggio, e rimane
sulla coltura in alte densita fino inizio estate (fine
giugno — inizio luglio), diminuendo drasticamente
durante il periodo estivo (Fig. 3). In aree olivicole piu
temperate, e.g. Liguria, le sputacchine tendono a
rimanere sulle chiome degli olivi piu a lungo, anche
fino alla fine del periodo estivo (BODINO et al., 2019).
E evidente inoltre che la permanenza degli adulti sugli
ospiti erbacei durante i mesi estivi ¢ impedita dal dis-
seccamento generalizzato della copertura erbacea che
si verifica in ambiente mediterraneo, ma non in ambienti
temperati con estati sufficientemente piovose.
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Fig. 3 — Ciclo biologico di Philaenus spumarius in oliveto in Puglia. Le barre rappresentano la presenza di uova deposte in campo nel
periodo invernale. La linea continua nera rappresenta 1’abbondanza degli stadi ninfali, mentre le linee colorate rappresentano le densita

dello stadio adulto su diversi compartimenti vegetazionali presenti in oliveto. Dati non in scala tratti da BopiNo et al. 2019.

I momenti e le durate dei periodi di picco di densita
dei vettori sulle colture sono momenti chiave per la
trasmissione e diffusione del batterio, pertanto differenze
nella durata e intensita di tali picchi popolazionali
possono fortemente influenzare le dinamiche epide-
miologiche delle patologie legate a X. fastidiosa.
Differenze marcate nella fenologia delle sputacchine
in aree diverse sono pertanto da valutarsi attentamente
nello sviluppo di modelli predittivi e strategie di
gestione del batterio.

CAPACITA MOVIMENTO

Le capacita di movimento e dispersione dello stadio
adulto dei vettori sono caratteristiche fondamentali
nel determinare la diffusione di X. fastidiosa su scala
agroecosistemica e influenzano fortemente le misure
di controllo da adottare in caso di nuovi focolai. Tali

caratteristiche sono state poco studiate per quanto
riguarda gli Aphrophoridae prima dell’introduzione
di X fastidiosa in Europa. Un recente studio stima la
capacita di dispersione mediana giornaliera di P, spu-
marius in poche decine di metri al giorno e alcune
centinaia metri nel corso dell’intera vita adulta (stimata
in circa 210 giorni) (BobmNo et al, 2020b). Tuttavia,
le capacita di spostamento di questi insetti possono
variare tra ambienti e periodi dell’anno differenti. La
capacita di dispersione di P, spumarius ¢ infatti maggiore
in ambiente prativo rispetto all’agroecosistema oliveto
(Bobpmo et al, 2020b), inoltre le sputacchine potrebbero
essere in grado di movimenti di entita maggiori durante
fasi di migrazione su ospiti alternativi, come la possibile
estivazione su piante selvatiche fanerofite (DROSOPOULOS,
2003; Bobmo et al., 2019). Ad esempio, N. campestris
¢ in grado di muoversi per oltre 2 km in 20 giorni per
raggiungere aree con presenza di conifere (LAGO et
al.,2020). L’importanza epidemiologica di simili
movimenti nella diffusione di X. fastidiosa e nella
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creazione ¢ mantenimento di reservoirs del batterio
¢ comunque ancora poco conosciuta. Spostamenti a
lungo raggio, sia di natura antropica che causati da
movimenti naturali potrebbero avere un grande impatto
sulla diffusione di X. fastidiosa, creando nuovi focolai
a grande distanza e determinando un rapido ampliamento
dell’area infetta o a rischio di infezione, con pesanti
ricadute sulle possibilita e costi di gestione delle
epidemie (STRONA et al, 2020).

COMPORTAMENTO NUTRIZIONALE

Il comportamento nutrizionale degli insetti vettori
ha un ruolo fondamentale sia direttamente, determinando
le modalita e I’efficienza di trasmissione del batterio
dall’apparato boccale del vettore ai vasi xilematici
della pianta ospite, sia indirettamente, contribuendo
a determinare le preferenze di piante ospiti e di specifiche
parti delle piante (e.g. gemme, piccioli). Specie
differenti di xilemomizi possono avere comportamenti
nutrizionali differenti, ad esempio P. spumarius sugge
linfa grezza meno frequentemente e a velocita piu
basse rispetto al vettore americano Graphocephala
atropunctata (Signoret). Tali caratteristiche sono pro-
babilmente legate a un’efficienza di trasmissione
minore da parte della sputacchina rispetto alla cicalina,
infatti questi aspetti influiscono sulle probabilita di
distacco di cellule di X. fastidiosa dalle pareti del-
I’apparato boccale del vettore e quindi sull’efficacia
della trasmissione alla pianta ospite.

La scelta di specifiche piante ospiti o comparti vege-
tazionali da parte dei vettori di X. fastidiosa ¢ mediata
da fattori ambientali (temperatura) e fisiologici (stress
idrico, quantita e composizione degli aminoacidi presenti
nello xilema, sintomi patologici visibili su piante ospiti)
(BRODBECK et al., 1990; DAUGHERTY et al., 2009; BODINO
etal.,2020a). Una preferenza di nutrizione a spese dei
piccioli fogliari, osservata in P. spumarius e forse dovuta
alla maggior concentrazione di vasi xilematici e al
minor spessore dell’epidermide rispetto ai rami, con-
tribuisce a una efficiente trasmissione e alla successiva
colonizzazione della pianta ospite da parte di X. fastidiosa,
essendo i piccioli siti ottimali per la crescita del batterio
(HopPkiNs, 1981; CARDINALE et al., 2018). Differenze
nelle preferenze di siti di nutrizione potrebbero anche
spiegare I’inefficienza nella trasmissione di X. fastidiosa
delle cicale (CORNARA et al., 2020).

CONCLUSIONI

Le caratteristiche ecologiche e comportamentali dei
vettori di X. fastidiosa hanno un ruolo molto rilevante
nel determinare le probabilita di acquisizione e inocu-
lazione del batterio su una coltura, determinando quindi
la diffusione del fitopatogeno nell’ecosistema. Tali
aspetti ecologici variano tra specie vettrici, ecosistemi

ed aree diverse, risultando spesso specifici per ciascun
patosistema. Nonostante le conoscenze acquisite su X.
fastidiosa e vettori in Nord e Sud America non siano
quindi direttamente utilizzabili in Europa, le ricerche
svolte in questi paesi possono indirizzare studi futuri
verso i percorsi di ricerca piu interessanti ai fini di un
controllo dei vettori e delle malattie associate il pit
possibile efficace ed integrato con preesistenti metodi
di lotta e con il sistema colturale di interesse. In particolare,
un approccio integrato con strategie di lotta a diverse
scale spaziali (e.g. paesaggio, agroecosistema, pianta)
puo agire allo stesso tempo per i) ridurre le popolazioni
di vettori negli ecosistemi agricoli di interesse, tramite
ad esempio tecniche di gestione del paesaggio (lavorazioni
del terreno, rimozione di piante ospiti alternative) e
metodi di controllo biologico (parassitoidi, funghi ento-
mopatogeni) (EFSA 2018; D1 SErIO et al., 2019;
MOLINATTO et al., 2020), ii) limitare la colonizzazione
degli oliveti e degli olivi da parte dei vettori, utilizzando
piante trappola/reti anti-insetto trattate o riducendo
I’attrattivita della coltura (e.g. kaolino) (BLuA et al.,
2005; DONGIOVANNI & FUMAROLA, 2018) € iii) manipolare
le interazioni dei vettori con le piante ospiti, utilizzando
ad esempio insetticidi che non vadano a disturbare il
controllo di altri organismi dannosi e considerando
anche i loro effetti non letali su acquisizione, trasmissione
e movimento dei vettori (OKANO et al., 2002; BACKUS
& SHIH, 2020).

Strategie di lotta integrate a differenti livelli possono
sommare i loro effetti, ottenendo risultati efficaci nel
controllo dei vettori. Tali strategie richiedono tuttavia
un livello di conoscenza molto approfondito del patosistema
e spesso del singolo agroecosistema, al fine di adattare
le tecniche alle specifiche condizioni ambientali.
L’elaborazione di strategie di controllo e la valutazione
del rischio in caso di introduzione del batterio in nuove
aree non possono quindi basarsi esclusivamente su
monitoraggi volti a valutare la presenza di specie poten-
zialmente vettrici, ma necessitano studi pit approfonditi
sui fattori ecologici che influenzano I’efficienza di tra-
smissione di X. fastidiosa da parte delle comunita di
xilemomizi presenti in una determinata area.
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RIASSUNTO
Il batterio esotico Xylella fastidiosa (Xf), agente

causale del Disseccamento rapido dell’olivo (OQDS
- Olive Quick Decline Syndrome) in Puglia, ¢ trasmesso
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in Europa da insetti vettori appartenenti alla famiglia
Aphrophoridae (sputacchine) (Hemiptera: Cercopoidea).
Poiché negli areali di origine del batterio la diffusione
di Xf'¢ stata sempre associata al ruolo di vettore degli
“sharpshooters” (Hemiptera: Cicadellidae: Cicadellinae),
numerosi aspetti dell’ecologia e del comportamento
delle sputacchine, seppur rilevanti per la diffusione
di X7, sono ancora poco conosciuti. In questo contributo
le caratteristiche degli insetti vettori in agroecosistemi
europei quali la biogeografia, fenologia, le risposte
avariabili ambientali a livello ecosistemico ¢ le pre-
ferenze nutrizionali sono esaminate in relazione alla
loro importanza a livello di diffusione e trasmissione
di X7, alla luce delle conoscenze ottenute recentemente
in Europa e precedentemente in America. Sono discusse
inoltre le linee di ricerca piu promettenti e utili ad ela-
borare strategie di controllo integrato degli insetti
vettori del batterio volte a limitare I’incidenza e la
diffusione delle malattie causate da X, con particolare
riguardo all’agroecosistema oliveto.
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Behavioural aspects influencing plant pathogen transmission by hemipteran insects

Insects are efficient vectors of many plant viruses, plant-pathogenic bacteria and phytoplasma that cause severe diseases reducing
the yield and quality of several crops worldwide. Aphids are known to transmit more than 400 virus species, many of them after a
very fast process while probing the superficial plant tissues when searching for a suitable host (non-circulative transmission). Some
other viruses are transmitted during long feeding periods after they reach the phloem and require the circulation through the vector
to reach the salivary glands before they can be inoculated to a healthy plant (circulative transmission). Other relevant virus vectors
are whiteflies, thrips, mealybugs and leathoppers. Most vectors of plant pathogens other than viruses belong to the family Psyllidae
(psyllids) and to the suborder Cicadomorpha (sharpshooters and spittlebugs). Psyllids transmit phloem-restricted bacteria and
phytoplasmas, while spittlebugs and sharpshooters transmit xylem-limited bacteria. Plant pathogens tend to interact with their
vectors manipulating their behavior in a way that often favor disease spread. Plant pathogens may directly affect vector behaviour
but more frequently cause indirect plant-mediated metabolic changes in their host plant that can alter the behaviour and fitness of
insect vectors. There is increasing evidence that plant pathogens influence insect vectors enhancing disease spread by changing their

behaviour and facilitating mutualistic relationships. However, some examples of antagonistic interactions also exist.

KEeY WoRDS: virus, bacteria, transmission, vector-pathogen-vector interactions, insect behaviour

INSECTS AS VECTORS OF PLANT PATHOGENS

Insects are well known vectors of numerous plant
pathogens. Most vectors belong to the orders Hemi-
ptera and Thysanoptera. Thus, aphids (Aphididae)
whiteflies (Aleyrodidae) and thrips (Thysanoptera)
are the most important vectors of plant viruses.
Psyllids (Psyllidae) are vectors of phloem-restricted
bacteria and phytoplasmas. Furthermore, sharp-
shooters (Cicadellinae) and spittlebugs (Cerco-
pidae) are the main vectors of xylem-restricted
bacteria. Insects have very well specialized
mouthparts to penetrate the plant tissues. Many
plant pathogens such as viruses need a living cell to
replicate and survive. Viruses have evolved together
with aphids and adapted to move from plant to
plant by taking advantage of a very particular
feeding behaviour strategy during the process of
host plant recognition. In such process aphids make
brief intracellular punctures and incidentally
transmit many plant viruses without killing the cell.
The transmission process consists of 3 essential
steps that need to be completed -acquisition,
retention and inoculation-. First, an insect vector
needs to locate, land, and settle on an infected plant.
Immediately after it probes or feeds on a particular
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plant tissue to ingest plant sap that often contains
virus particles or other plant pathogens. That uptake
process of the pathogen by its vector is called
acquisition. However, the pathogen cannot be
transmitted after acquisition unless retained by the
vector in the proper site. After retention of the
pathogen in the insect’s body, inoculation occurs
when the vector reaches a healthy plant and delivers
the pathogen to the plant while probing or feeding.
Insects that acquire and retain the pathogen are
often called viruliferous, while insects never
exposed to an infected source-plant are called non-
viruliferous. Another important concept is that not
all insects able to acquire the pathogen are able to
transmit. Detection of the pathogen in the vector’s
body does not necessarily mean that the vector is
infective. Transmission efficacy is the ability of a
given vector to transmit a pathogen and is often
calculated as the ratio between the number of plants
that become infected divided by the total number of
inoculated plants. Non-circulative transmission
(NCT) occurs when the pathogen is retained on the
vector’s cuticle, either on the stylet’s or the foregut
but do not need to circulate through the vector to be
transmitted. Circulative transmission (CT) occurs
when the plant pathogen crosses the gut and
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salivary gland membranes and then is secreted by
the saliva to a healthy plant. In some cases, both
NCT and CT plant pathogens can replicate in the
insect’s vector, and are called propagative. The
transmission of NCT pathogens occurs in seconds
or few minutes after insects start probing. However,
some NCT pathogens are restricted to the phloem
or xylem and the process of acquisition and ino-
culation may require longer access times. The
pathogen is lost after molting and persists for few
hours in the vector, with the only exception of
xylem-limited bacteria that are propagative and can
persist in their vectors during their whole life cycle.
NCT is also characterized by a very low level of
plant pathogen-vector specificity (many insect
species can transmit the same pathogen). Con-
versely, CT is a much slower process because
insects need to feed for longer periods of time,
often hours, and the pathogen needs to circulate
through the insect’s body to reach the salivary
glands. CT pathogens persist many days in their
vectors and have a high level of specificity (few
insect species transmit the same pathogen).

FEEDING BEHAVIOUR AND PLANT
PATHOGEN TRANSMISSION

Plant pathogens are not transmitted after fixed
periods of time by their vectors, but depend on
specific feeding behavioural events or particular
stylet activities that occur in the depth of the plant
tissues. The feeding behaviour of pierce-sucking
insects can be studied by the electrical penetration
graph (EPG) technique that was developed in the
60’ by MCLEAN & KINSEY (1964). Such technique
is based on making an insect part of an electric
circuit and monitoring the probing and feeding
activities as well as the stylet tip position within the
plant tissues. Each type of activity is recorded as
characteristic waveforms that change depending on
the insect species. A complete description of the
technique and its principles can be found in
TIALLINGII (1988) and WALKER (2000).

One distinct EPG pattern associated to the
transmission of some NCT viruses is the potential
drops (pd). This particular pattern is repeatedly
observed during the first minutes of plant
penetration by aphids. Potential drops represent
differences in the trans-membrane potential
between the apoplast and symplast that occur when
a plant cell membrane is punctured for about 5-10
seconds by the aphid’s maxillary stylets.
Transmission of nonpersistent viruses such as
potyviruses and cucumoviruses occurs during this
brief intracellular punctures in superficial leaf

tissues (POWELL, 1991; MARTIN et al., 1997). More
recently, a new type of distinct potential drop of
lower magnitude that represent intracellular pun-
ctures in deeper tissues -phloem sieve elements-
have been described. Such phloem-pds are involved
in the transmission of phloem-limited viruses. Two
examples are Beet yellows virus, a NCT clo-
sterovirus transmitted by Myzus persicae (JIMENEZ
et al, 2018) and Barley yellow dwarf virus, a CT
luteovirus transmitted by Rhopalosiphum padi
(JIMENEZ et al., 2020) (Fig. 1). The EPG technique
has been used to understand the transmission of
several NCT and CT viruses, but also phloem and
xylem-limited bacteria (SANDANAYAKA et al., 2014;
BACKUS et al., 2016).

MANIPULATION OF INSECT BEHAVIOUR
BY PLANT PATHOGENS

Some parasites are known to manipulate their
hosts in their own benefit, some of these changes
induce atypical behaviours of the insect host to
enhance its transmission and spread. This is the case
of the horsehair worm, Paragordius spp. that
induces suicide behaviour in its host, the cricket
Nemobius sylvestris. Infected hosts harbouring
mature hairworms commit suicide by jumping into
water to facilitate nematode survivorship and further
spread. Plant pathogens frequently manipulate their
insect vectors, many of them facilitating disease
spread. They can induce changes in the behaviour of
their insect vectors in two different ways:

a. Indirect plant-mediated effects by altering the
biochemistry and physiology of their shared host
plant

b. Direct effects when the vector acquires the pa-
thogen, by inducing physiological or metabolic
changes directly in their vectors
Two case studies will be provided on how plant

viruses can manipulate their insect vectors in a way

that enhances their own spread.

Plant-mediated effects of NCT virus infection on
aphid vectors

Cucumber plants infected with Cucumber mosaic
virus modified the attractiveness, settlement and
feeding behaviour of its aphid vector, Aphis
gossypii. Free-choice preference assays showed that
A. gossypii alates preferred CMV-infected over
mock-inoculated plants at an early stage (30 min),
but this behaviour was reverted at a later stage and
aphids preferred to settle and reproduce on mock-
inoculated plants. Furthermore, a sharp change in
aphid probing behaviour over time when exposed to
CMV-infected plants was observed. At the be-
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DC & AC - EPGs of Sitobion avenae on wheat plants

Jimenez, Moreno & Fereres, 2019

AC-EPG

Transmission of phloem-limited viruses occurs just before the phloem ingestion phase
that can be visualized as a Phloem-PD (DC-EPGs) or as an X-waveform (AC-EPG)

Phloem-PD

X-waveform

Fig. 1 — Transmission of
phloem-limited viruses oc- =
curs just before the phloem B
phase during brief stylet
intracellular punctures of
phloem cells (phloem - pd).
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Scheller & Shukle, 1986

ginning (first 15 min) aphid vectors dramatically
increased the number of short superficial probes
and intracellular punctures when exposed to CM V-
infected plants. At a later stage (second hour of
recording) aphids diminished their feeding on
CM V-infected plants as indicated by much less time
spent in phloem salivation and ingestion (E1 and
E2). This particular probing behaviour including an
early increase in the number of short superficial
probes and intracellular punctures followed by a
phloem feeding deterrence is known to enhance the
transmission efficiency of viruses transmitted in a
nonpersistent manner. Therefore, CMV induces a
pull-push strategy in its aphid vector by promoting
specific changes in a plant host that modify the
alighting, settling and probing behaviour of its main
vector 4. gossypii. Such changes lead to optimum
transmission and spread of the virus (CARMO-
Sousa, 2014; Fig. 2).

Direct effects of a CT virus on its whitefly vector

Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) alters the
locomotion, settling and feeding behaviour of its
vector Bemisia tabaci.

A series of bioassays were used to assess the direct
effects of TYLCV on vector behaviour. Eggplant
were used because is an excellent host for the vector
but a non-host for the virus. Thus changes in vector

behaviour after virus acquisition are directly induced
by the virus and are not mediated by changes in the
host plant. Bioassays using video-tracking of
settling behaviour of viruliferous and non-viru-
liferous whiteflies showed that TYLCV induced an
arrestant behaviour of B. tabaci, as viruliferous
whitefly adults remained motionless for more time
and moved slower than non-viruliferous whiteflies
after their first contact with eggplant leaf discs. In
fact, EPGs showed that TYLCV-viruliferous B.
tabaci fed more often from phloem sieve elements
and made a larger number of phloem contacts in
eggplants than non-viruliferous whiteflies. Fur-
thermore, the duration of the salivation phase in
phloem sieve elements preceding sustained sap
ingestion was longer in viruliferous than in non-
viruliferous whiteflies. This particular behaviour is
known to significantly enhance the inoculation
efficiency of TYLCV by B. fabaci. TYLCV directly
manipulates the settling, probing and feeding
behaviour of its vector B. tabaci in a way that
enhances virus transmission efficiency and spread.
TYLCV-B.tabaci interaction is mutualistic, as it is
also beneficial to the whitefly vector because it
increases its ability to find and feed from the
phloem. Overall, TYLCV directly induces a pull-
arrest strategy in its whitefly vector, B. tabaci.
(MORENO-DELAFUENTE et al., 2013, Fig. 2).
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Fig. 2 — Plant-mediated and direct effects of viruses on vector behaviour: CMV and TYLCV manipulate vector behavior using a pull-push

strategy and a pull-arrest strategy, respectively.

DIRECT AND INDIRECT EFFECTS
OF A NON-CIRCULATIVE PROPAGATIVE BACTERIA
ON ITS INSECT VECTORS

It is common that plants infected with plant
pathogens promote changes in their physiology
and biochemistry that influence insect vector
behaviour during the process of host plant
selection and feeding. But also the pathogen can
directly alter vector behaviour when insects feed
from the infected plant (post-acquistion effects).
It is important to highlight that not always vectors
prefer to feed on infected plants, and they can
even reject plants with severe symptoms of in-
fection. Such is the case of the xylem-limited
bacteria, Xylella fastidiosa, that disrupted the
feeding behaviour of its vector Bucephalogonia
xanthopis on citrus plants showing clear symp-
toms of Citrus variegated chlorosis (CVC) (Fig. 3).
However, the vector preferred non-infected or
infected plants with no symptoms, suggesting that
infected citrus trees maybe more important as
sources for CVC spread than severely diseased
ones (MIRANDA et al., 2013). Another vector of X.
fastidiosa, the spittlebug Philaenus spumarius
showed difficulties to feed on olive plants after

acquisition of the bacteria. Infective spittlebugs
compared to non-infective ones exhibited: (i)
longer non-probing and shorter xylem ingestion;
(i1) longer duration of single non-probing events;
(i11) fewer sustained ingestions (ingestion longer
than 10 min) and interruptions of xylem activity
(N); and (iv) longer time required to perform the
first probe. All these feeding difficulties are
probably related to the presence of X. fastidiosa
within the foregut of P. spumarius. Such atypical
feeding behaviour of infective insects could also
facilitate the inoculation of the bacteria to healthy
plants. However, further experiments are needed
to confirm or discard such hypothesis (CORNARA
et al., 2020).

CONCLUSIONS

1. Plant pathogen transmission does not occur at
fixed access periods to the source/test plant, but
it depends on specific and mandatory vector
feeding activities

2. Plant pathogens influence their insect vectors
altering the efficiency of transmission by chan-
ging their behaviour and often facilitating
mutualistic relationships
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Fig. 3 — Bucephalogonia
xanthophis, a vector of
Xylella fastidiosa, .the
causal agent of CVC in
Brasil.

Symptoms of CVC in citrus trees

Bucephalogonia xanthopis sharpshooter
Cicadellidae: Cicadellinae

3. In few cases some plant pathogen-vector interac-
tions do not favor transmission (there is no
apparent change in vector behaviour that benefits
disease spread)

4. Some plant pathogens may disrupt vector
settlement and feeding behaviour but not neces-
sarily have negative implications for disease
spread. Vectors of X. fastidiosa prefer to feed on
infected asymptomatic than on symptomatic
plants, suggesting that infected plants can act as
better inoculum sources than plants showing
clear symptoms. This particular behaviour may
speed up disease spread.
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