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Abstract: Experimental use of a native isolate of Phlebiopsis gigantea: efficacy and eco-sustainability. Heterobasidion
annosum is an important pathogen, causing conifer root and butt rot. In Italy it attacks Pinus species both in
mountain and in coastal plantations. Its diffusion is greatly enhanced during thinning, as its aerial inoculum
germinates on new wounds or freshly cut butts. During thinning in the Castel Fusano Pinus pinea forest
(Rome, Italy), in 2002-2005, a biological control trial was carried out for preventing new disease centres of a
North American population of H. annosum, whose airborne spores were abundantly present. In particular, in
February 2003 a suspension prepared with a native isolate of Phlebiopsis gigantea, previously studied in con-
trolled environment, was applied on 23 butts. Observations on efficacy and persistence of the isolate in the
treated stumps were carried out thirty months later. The pathogen was never detected in the stumps treated.
Moreover, it was impossible to re-isolate from the upper part of the butts the P. gigantea individual isolate
which had been profusely applied. These results confirm that the used isolate is an efficient biological con-
trol agent on P. pinea against the exotic isolates of H. annosum, and it is safe from an ecological point of view,

as it does not trouble the natural succession of micro-organisms in butts.
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Introduzione

Heterobasidion annosum s. I. € un ben noto basidio-
micete della famiglia delle Bondarzewiaceae. Attual-
mente, all'interno della specie originariamente de-
scritta sono state riconosciute tre diverse specie (in
precedenza indicate come gruppi intersterili), che
mostrano specificita nella patogenesi verso generi di
conifere diversi. In particolare, Heterobasidion anno-
sum (Fr.) Bref. (H. annosum s.s.), che corrisponde al
patogeno indicato in precedenza come gruppo P
(dall’inglese pine - Niemeld & Korhonen 1998), in Ita-
lia attacca sia le specie del genere Pinus che vegetano
in ambiente alpino ed appenninico, sia quelle di am-
biente costiero (Capretti 1998). Il ruolo decisivo delle
attivita selvicolturali, e in particolare del diradamen-
to, nella diffusione di H. annosum e ben noto: le spore
trasportate dal vento germinano rapidamente sulle
ferite fresche e sulla superficie di alberi appena ta-
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gliati, permettendo al patogeno da una parte di colo-
nizzare la ceppaia e successivamente di formare car-
pofori in grado di produrre nuovo inoculo aereo,
dall’altra di infettare eventualmente le piante circo-
stanti attraverso i contatti radicali (Morrison & Red-
fern 1994, Morrison et al. 1994).

Phlebiopsis gigantea (Fr.) Jiilich, invece, € una specie
saprotrofa della famiglia delle Phanerochaetaceae, nota
per la capacita di causare nelle ceppaie di conifere
una veloce crescita superficiale ed intensa carie bian-
ca, disgiunta da qualsiasi patogenicita, e di impedire
cosi I'ingresso di H. annosum (Holdenrieder & Grieg
1998). Tale organismo ¢, quindi, utilizzabile per la
lotta biologica al patogeno e in diversi paesi europei
sono presenti formulati commerciali a base di fram-
menti di micelio ed oidi, cioe i propaguli naturali del
fungo, predisposti in vario modo per un periodo pit
o meno prolungato di conservazione prima dell'uso
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Fig. 1 - Propaguli di Phlebiopsis gigantea, agente di
lotta biologica contro Heterobasidion annosum (colora-
zione con fucsina acida). La sospensione di propagu-
li del fungo da applicare per il trattamento delle cep-
paie contiene in prevalenza oidi, ma anche frammen-
ti di micelio (50000 propaguli/ml). Essi sono in grado
di colonizzare rapidamente la superficie delle ceppa-
ie trattate, contrastando cosi I'ingresso del patogeno.

(Korhonen et al. 1994).

La pineta di Castel Fusano, impiantata nel XVIII se-
colo a scapito della vegetazione originaria di mac-
chia mediterranea, costituisce attualmente un’area di
grande valore paesaggistico e naturalistico all’inter-
no della Riserva Naturale Statale del Litorale Roma-
no. In tale popolamento, Amorini et al. (2000) verifi-
carono che H. annosum causava morie a macchia d’o-
lio, con schianti e sradicamenti, soprattutto a carico
di soggetti di Pinus pinea L. di 120-160 anni. Nella
stessa area, I'inoculo aereo di H. annosum era abbon-
dante e costantemente presente, come fu verificato
con un accurato e prolungato monitoraggio che evi-
denzio, in particolare, che si trattava esclusivamente
di spore riferibili ad una popolazione alloctona del
patogeno introdotta dal Nord America (D’ Amico et
al. 2008). Nel 2002-2005, poiché si doveva effettuare
il diradamento della parte di pineta piu “giovane” -
circa 500 ettari con soggetti seminati 60-70 anni pri-
ma e mai sottoposti a diradamento - si penso di pro-
teggere le ceppaie nel corso dell'intervento selvicol-
turale: a titolo sperimentale e con l’autorizzazione
della Commissione di Riserva, fu prevista la lotta
biologica con l'uso di un isolato di P. gigantea autoc-
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tono, reperito cioe proprio all’interno della stessa pi-
neta. Dopo alcune prove preparatorie, sia in ambien-
te controllato (Puddu et al. 2002) che in bosco (Anne-
si et al. 2005), il trattamento fu saggiato in una par-
cella in cui le osservazioni furono effettuate nei tre
anni successivi.

La sperimentazione nella pineta di Castel
Fusano (Roma)

L’area sperimentale era gia stata definita dal C.R.A.
- Centro di Ricerca per la Selvicoltura di Arezzo, per
indagini ecologiche e strutturali in vista dei dirada-
menti da effettuare nella pineta (Amorini et al. 2003).
Il transetto sperimentale su una superficie di 1.400
m’ comprendeva 67 pini, con diametro compreso tra
17 € 50 cm.

Nel febbraio 2003, nel corso del diradamento, su 23
ceppaie si applico il trattamento di difesa biologica.
Fu utilizzata una sospensione acquosa di oidi (circa
50.000 conidi/ml; Fig. 1) dell'isolato di P. gigantea
scelto (ISPaVe PF 52), preparata il giorno stesso. Il
trattamento fu effettuato entro un’ora dal taglio,
spruzzando 0.1 ml/cm® e applicando quindi 5.000
propaguli/cm’.

Nel novembre 2003, a 9 mesi dal trattamento, fu ef-

Fig. 2 - Ceppaia di Pinus pinea 9 mesi dopo il tratta-
mento con Phlebiopsis gigantea. 11 preparato biologico
e stato spruzzato sulla ceppaia subito dopo il taglio
(5000 propaguli/cm®) e durante I'inverno il fungo ha
colonizzato la ceppaia ed i residui circostanti, produ-
cendo il basidioma, visibile sotto forma di crosta gri-
gia e soffice che copre tutto il materiale legnoso.
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Fig. 3 - Sezione di basidioma di Phlebiopsis gigantea
(colorazione con fucsina acida). Sono visibili molto
chiaramente i cistidi caratteristici della specie, inclusi
nell’imenio o sporgenti sino a 40 um al di sopra dei
basidi, con la porzione distale incrostata da cristalli
ialini.

fettuato un primo rilievo in bosco, con la semplice
osservazione sulla presenza e caratteristiche di even-
tuali basidiomi di P. gigantea sulle 23 delle ceppaie
trattate, segno di un’efficace affermazione del sapro-
fita, o di H. annosum, in caso di mancata protezione
delle ceppaie stesse.

In seguito, nel novembre 2005, 33 mesi dopo il trat-
tamento, furono effettuate osservazioni sulle ceppaie
rintracciabili nel transetto, per valutare in via defini-
tiva l'efficacia del trattamento e verificare la soprav-
vivenza dell’organismo utilizzato per la lotta biologi-
ca. Dopo aver valutato visivamente le ceppaie, si ef-
fettuo un campionamento su ogni ceppaia, prelevan-
do la meta della superficie esposta, per uno spessore
di 3-4 cm, e lo strato seguente, per altri 3-4 cm di
profondita. I campioni raccolti dallo strato pil1 ester-
no furono incubati in camera umida, adagiandoli su
carta bibula inumidita e chiudendoli singolarmente
in un sacco di polietilene, senza ulteriori manipola-
zioni. Da ciascun campione delle sezioni pitt profon-
de, invece, furono prelevati a caso con una sgorbia
sterile 20 trucioli di legno; i frammenti furono posti
in piastre Petri con PDA, mentre il materiale residuo
dopo tali prelievi fu incubato in camera umida. A
piu riprese, per 15 giorni, tutta la superficie del le-
gno incubato fu esaminata allo stereomicroscopio,

Forest@ 6: 148-153 (2009)

mentre i miceli fungini che colonizzavano la superfi-
cie dei campioni legnosi e quelli prodotti dagli isola-
menti su PDA furono esaminati al microscopio otti-
co. Gli isolati di P. gigantea reperiti nelle diverse fasi
dello studio furono caratterizzati con I'analisi RAMS
(randomly amplified microsatellites - Hantula et al.
1996).

Sulla base dei controlli in bosco nel novembre
2003, le ceppaie trattate mostravano la presenza di
una crosta soffice ed umida, di colore grigio, che, ol-
tre a ricoprire almeno in parte la superficie di taglio,
scendeva talvolta sino ai residui vegetali che circon-
davano la ceppaia, inglobandoli (Fig. 2). I carpofori
di H. annosum non furono mai osservati. Piccoli cam-
pioni raccolti a caso mostravano che la crosta era co-
stituita da basidiomi di P. gigantea (Fig. 3) da cui fu
sempre possibile isolare il fungo. Il micelio cosi otte-
nuto, sottoposto ad analisi RAMS, risultd sempre es-
sere 'isolato ISPaVe PF 52.

Le osservazioni in bosco effettuate nel novembre
2005 evidenziarono che, delle 23 ceppaie trattate 33
mesi prima, 20 presentavano un residuo dei basidio-
mi osservati due anni prima, sotto forma di una cro-
sta superficiale, ben visibile anche se ormai secca e
molto sottile (Fig. 4); in due casi la crosta non era piu
apprezzabile, mentre una ceppaia aveva subito una
degradazione cosi intensa da risultare completamen-

Fig. 4 - Ceppaia di Pinus pinea 33 mesi dopo il tratta-
mento con Phlebiopsis gigantea. 1 basidiomi maturati
due anni prima sono ridotti ad una sottile crosta
asciutta che, alle indagini in laboratorio, risulta or-
mai sterile.
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Fig. 5 - Campione di legno prelevato da ceppaia 33 mesi dopo il trattamento
con Phlebiopsis gigantea. Sulla sezione (diametro di 25 cm circa) sono visibili
le aree piu chiare, quasi grigie, profondamente alterate dall’agente di lotta
biologica, e quelle piu scure, corrispondenti al duramen, che in Pinus pinea
risulta sempre scarsamente colonizzabile sia da parte di P. gigantea che di
Heterobasidion annosum. In entrambi i tipi di tessuto sono visibili alcuni pre-
lievi, effettuati a caso con sgorbia sterile, per isolare gli organismi fungini
presenti, ed e evidente il foro prodotto da un insetto lignivoro, I'unico pun-
to in cui é stata rilevata la presenza dell’isolato di P. gigantea ISPaVe PF 52,

a suo tempo inoculato.

te distrutta e non pitt campionabile. Dalle analisi ef-
fettuate sui campioni di legno asportati in tale perio-
do dalla superficie delle ceppaie, risulto che i residui
dei basidiomi non erano pil vitali: infatti, i numerosi
tentativi effettuati per reisolare da essi P. gigantea fal-
lirono. Le ulteriori analisi condotte su tutti i campio-
ni di legno prelevati a profondita variabili da 3 a 8
cm mostrarono che in nessun caso H. annosum aveva
colonizzato le ceppaie, evidenziando cosi I'efficacia
del trattamento, ed esclusero anche la persistenza di
P. gigantea. L'unica eccezione a tale riguardo e stata
evidenziata su una ceppaia colonizzata da insetti,
probabilmente Coleotteri Buprestidi (Fig. 5): all’in-
terno di una galleria con sezione ovoidale e di circa
1.5 cm di massima larghezza, nella sezione di ceppa-
ia pit1 profonda fu possibile rinvenire il micelio vita-
le di P. gigantea, che fu anch’esso identificato come
appartenente all’isolato ISPaVe PF 52. Piu1 in genera-
le, fu notato che nei campioni raccolti a profondita di
3-8 cm dalle ceppaie trattate era evidente un’intensa
alterazione del legno, che interessava gran parte del-
I’alburno.

Discussione
La lotta biologica con P. gigantea e praticata di rou-
tine nei paesi scandinavi, dove e disponibile un for-
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mulato commerciale a base di
un isolato reperito in Finlan-
dia su abete rosso (Rotstop®):
tale prodotto, pero, non é re-
gistrato in Italia. In effetti,
qualche perplessita puo sor-
gere nell’applicare la lotta
biologica utilizzando organi-
smi non autoctoni, soprattutto
quando questi vengono intro-
dotti in ambienti sottoposti a
vincoli, quali Parchi e Riserve
Naturali. Inoltre, I'efficacia di
un intervento di lotta biologi-
ca e fortemente influenzata
dalla prontezza con cui l'or-
ganismo utile si afferma nel
substrato da proteggere. Per
ottimizzare tale aspetto puo
essere, quindi, fondamentale
l'utilizzo di un organismo au-
toctono del sito in cui si effet-
tua il trattamento, che, in li-
nea di principio, dovrebbe es-
sere il pit1 adatto ed efficiente
per le specifiche caratteristi-
che microclimatiche ed ecologiche. Il trattamento
biologico con l'isolato ISPaVe PF 52, reperito ed ap-
plicato nella pineta di Castel Fusano nel corso della
sperimentazione descritta, ha sempre impedito effi-
cacemente la penetrazione di H. annosum.

Un’alternativa ampiamente sperimentata e di effi-
cacia comparabile agli interventi di lotta biologica &
I'uso di urea. La sostanziale differenza tra i due tipi
di trattamento riguarda I'evoluzione del materiale le-
gnoso che rimane in bosco: I'urea interferisce nella
successione dei funghi degradatori del legno, ritar-
dando I'azione di quelli piu attivi e favorendone altri
poco efficienti, come gia evidenziato su altre specie
di conifere [Picea abies (L.) Karsten, P. sitchensis (Bon-
gard) Carriere, Pinus sylvestris L., P. elliottii Engel-
mann, P. resinosa Aiton] (Pratt et al. 1998). Sulle cep-
paie trattate con P. gigantea, invece, si evidenziano i
vari livelli di degradazione, con colorazioni e consi-
stenze del legno diverse, con il completo sviluppo
della catena trofica, costituita da una serie di altri
funghi e da insetti lignivori, che a loro volta sosten-
gono in foresta la presenza di uccelli e mammiferi in-
settivori.

Lo studio svolto ha dimostrato che il rispetto del-
I’ambiente risulta salvaguardato anche perché, nono-
stante la massiccia dose con cui il fungo & stato ini-
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zialmente introdotto sulle ceppaie, secondo i dosaggi
indicati in bibliografia (Holdenrieder & Greig 1998),
I'isolato utilizzato per la difesa da H. annosum non
solo non ha precluso lattivita di altri isolati della
stessa specie, ma dopo tre anni non e pil risultato
isolabile. Infatti, la presenza in bosco di altri isolati
nativi era gia stata verificata a suo tempo nella prova
preliminare (Annesi et al. 2005) ed e stata ripetuta-
mente confermata nel corso di monitoraggi dell’ino-
culo aereo di H. annosum effettuato nella stessa pine-
ta (D"Amico et al. 2008), in quanto dalle rotelle-trap-
pola veniva catturato, anche dopo il trattamento bio-
logico, inoculo di P. gigantea con caratteristiche gene-
tiche diverse dall’isolato ISPaVe PF 52 (dati non pub-
blicati). In precedenti sperimentazioni la “non persi-
stenza” di un isolato utilizzato per il controllo biolo-
gico era stata dimostrata su P. sylvestris (Vainio et al.
2001), ma non su P. abies, dove era reperibile sino a
sei anni dopo (Vainio 2008). Questa non persistenza
e stata qui verificata anche su P. pinea, evidenziando
un ulteriore argomento a favore dell’utilizzo di que-
sto organismo per la lotta biologica a H. annosum in
ambiente mediterraneo.

I risultati positivi ottenuti nella sperimentazione
descritta hanno incoraggiato a proseguire la raccolta
di isolati di P. gigantea, ponendo particolare attenzio-
ne ai parchi urbani e alle aree protette. Diversi isola-
ti, saggiati con prove in ambiente controllato, sono
conservati nella collezione CRA-PAV (ex ISPaVe), in
vista di possibili utilizzi sperimentali nelle pinete di
provenienza.

Ringraziamenti

Lo studio e stato svolto con il contributo economi-
co del Comune di Roma (Assessorato alle Politiche
Ambientali ed Agricole - Dipartimento X) e della Re-
gione Lazio (Assessorato all’Ambiente e Cooperazio-
ne tra i Popoli). Si ringraziano per la collaborazione
i colleghi del C.R.A. - Centro di Ricerca per la Selvi-
coltura di Arezzo e il personale del Comune di
Roma.

Bibliografia

Amorini E, Annesi T, Cutini A, Farina A, Manetti MC,
Motta E, Puddu AL (2000). La Pineta di Castel Fusano.
Problematiche gestionali e patologiche del pino domesti-
co. In: Atti del II Congresso S.I.S.E.F. (Bucci G, Minotta G,
Borghetti M eds). Avenue Media, Bologna, Italia, pp. 45-
49.

Amorini E, Cutini A, Manetti MC (2003). La pineta di Ca-
stel Fusano dopo l'incendio del 4 luglio 2000. Indagini
ecologiche, strutturali e proposte di gestione selvicoltura-

Forest@ 6: 148-153 (2009)

li. Atti del III congresso S.I.S.E.F. Viterbo, Italia, 119-126.

Annesi T, Curcio G, D’Amico L, Motta E (2005). Biological
control of Heterobasidion annosum on Pinus pinea by Phle-
biopsis gigantea. Forest Pathology 35: 127-134. - doi:
10.1111/j.1439-0329.2004.00394.x

Capretti P (1998). Italy. In: “Heterobasidion annosum: biolo-
gy, ecology, impact and control” (Woodward S, Stenlid J,
Karjalainen R, Hiittermann A eds). CAB International,
Wallingford, UK, pp. 377-385.

D’Amico L, Annesi T, Scire M, Curcio G, Motta E (2008).
Importanza e caratteristiche di Heterobasidion annosum in
alcune pinete del Lazio. Micologia Italiana (in corso di
stampa).

Hantula ], Dusabenyagasani M, Hamelin RC (1996). Ran-
dom amplified microsatellites (RAMS) - a novel method
for characterizing genetic variation within fungi. Euro-
pean Journal of Forest Pathology 26: 159-166. - doi:
10.1111/j.1439-0329.1996.tb00720.x

Holdenrieder O, Greig BJW (1998). Biological methods of
control. In: “Heterobasidion annosum: biology, ecology, im-
pact and control” (Woodward S, Stenlid ], Karjalainen R,
Hiittermann A eds). CAB International, Wallingford, UK,
pp- 235-258.

Korhonen K, Lipponen K, Bendz M, Ryen I, Venn K, Sei-
skari P, Niemi M (1994). Control of Heterobasidion anno-
sum by stump treatment with Rotstop, a new commercial
formulation of Phlebiopsis gigantea. In: “Proceedings of the
8" International Conference on Root and Butt Rots” (Jo-
hansson M & Stenlid ] eds). Swedish University of Agri-
cultural Sciences, Uppsala, Sweden, pp. 675-683.

Morrison DJ, MacAskill GA, Gregory SC, Redfern DB
(1994). Number of Heterobasidion annosum vegetative com-
patibility groups in roots of basidiospore-infected stumps.
Plant Pathology 43: 907-912. - doi: 10.1111/j.1365-
3059.1994.tb01635.x

Morrison DJ, Redfern DB (1994). Long-term development
of Heterobasidion annosum in basidiospore-infected Sitka
spruce stumps. Plant Pathology 43: 897-906. - doi:
10.1111/j.1365-3059.1994.tb01634.x

Niemeld T, Korhonen K (1998). Taxonomy of the genus
Heterobasidion. In: “Heterobasidion annosum: biology, ecolo-
gy, impact and control” (Woodward S, Stenlid ], Karjalai-
nen R, Hiittermann A eds). CAB International, Walling-
ford, UK, pp. 27-33.

Pratt JE, Johansson M, Hiittermann A (1998). Chemical
control of Heterobasidion annosum. In: “Heterobasidion an-
nosum: biology, ecology, impact and control” (Woodward
S, Stenlid J, Karjalainen R, Hiittermann A eds). CAB In-
ternational, Wallingford, UK, pp. 258-282.

Puddu AL, Annesi T, Motta E, Della Rovere F (2002). Pos-
sibilita di lotta biologica a Heterobasidion annosum nella pi-
neta di Castel Fusano. Monti e Boschi 53 (1): 32-34.

152


file:///C:/Webs/cforest@/xml/Motta_578_proof.odt/10.1111/j.1365-3059.1994.tb01634.x
file:///C:/Webs/cforest@/xml/Motta_578_proof.odt/10.1111/j.1365-3059.1994.tb01635.x
file:///C:/Webs/cforest@/xml/Motta_578_proof.odt/10.1111/j.1365-3059.1994.tb01635.x
file:///C:/Webs/cforest@/xml/Motta_578_proof.odt/10.1111/j.1439-0329.1996.tb00720.x
file:///C:/Webs/cforest@/xml/Motta_578_proof.odt/10.1111/j.1439-0329.2004.00394.x

Motta E et al. - Forest@ 6: 148-153

Vainio EJ (2008). Ecological impacts of Phlebiopsis gigantea ~ Vainio E]J, Lipponen K, Hantula J (2001). Persistence of a

biocontrol treatment against Heterobasidion spp. as revea-  biocontrol strain of Phlebiopsis gigantea in conifer stumps
led by fungal community profiling and population analy-  and its effects on within-species genetic diversity. Forest
ses. University of Helsinki, Faculty of Biosciences. Disser- ~ Pathology  31:  285-295. - doi:  10.1046/j.1439-

tationes Forestales 63, pp. 80. [online] URL: http://www.-  0329.2001.00249.x
metla.fi/dissertationes/df63.htm

153 Forest@ 6: 148-153 (2009)


file:///C:/Webs/cforest@/xml/Motta_578_proof.odt/10.1046/j.1439-0329.2001.00249.x
file:///C:/Webs/cforest@/xml/Motta_578_proof.odt/10.1046/j.1439-0329.2001.00249.x

	Uso sperimentale di un isolato autoctono di Phlebiopsis gigantea: efficacia ed ecosostenibilità
	Introduzione
	La sperimentazione nella pineta di Castel Fusano (Roma)
	Discussione
	Ringraziamenti
	Bibliografia


