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Introduzione

I batteri simbionti degli artropodi vettori di microrganismi patogeni sono stati proposti
come agenti di controllo della trasmissione delle malattie causate da questi (Beard et
al., 1998; Crotti ef al., 2012). Tra i simbionti di Scaphoideus titanus Ball, il vettore del
fitoplasma responsabile della flavescenza dorata (FD) della vite, un microrganismo
dominante ¢ il batterio acetico Asaia sp. (Marzorati et al., 2006). Questo simbionte &
un buon candidato per 1’applicazione di protocolli di biocontrollo in quanto coltivabile,
facilmente manipolabile e associato a diversi vettori di agenti di malattia, tra cui le
zanzare dei generi Anopheles e Aedes, vettori di virus e protozoi patogeni per 1’'uomo
(Favia et al., 2007). Lo studio delle interazioni tra Asaia e S. titanus rappresenta un
passo fondamentale verso lo sviluppo di approcci di lotta alla FD della vite basati
sull’uso di simbionti.

Materiali e metodi

Individui adulti di S. titanus, raccolti in vigneti con presenza di sintomi di FD in
diverse aree del Piemonte, sono stati impiegati per lo studio della colonizzazione
e della trasmissione di Asaia nella cicalina. Un primo gruppo di esemplari ¢ stato
utilizzato per identificare i distretti corporei dell’insetto colonizzati da Asaia, tramite
ibridazione in situ in fluorescenza come descritto da Crotti ez al. (2009).

I rimanenti individui di S. fifanus sono stati sottoposti a prove di trasmissione
orizzontale di Asaia condotte impiegando il ceppo SF2.1(cGfp), trasformato per
la produzione della proteina fluorescente Gfp e strettamente correlato con i ceppi
precedentemente dimostrati colonizzare con successo il corpo della cicalina (Crotti
et al., 2009). Cellule batteriche sono state somministrate insieme a una soluzione
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zuccherina per 48 ore a una prima parte di esemplari, impiegati come donatori.
Successivamente gli stessi esemplari sono stati sottoposti a prove di trasmissione
mediante 1’alimentazione o tramite 1’accoppiamento unitamente a un egual numero
di insetti, non precedentemente colonizzati dal ceppo fluorescente di Asaia, utilizzati
come riceventi, come descritto in Gonella et al. (2012). Al termine delle prove di
trasmissione, tutti gli individui donatori e riceventi e le rispettive diete zuccherine
sono stati sottoposti a estrazione degli acidi nucleici (Raddadi ef al., 2011), seguita da
PCR Real Time quantitativa con primer Gfp-specifici (Gonella et al., 2012).

Risultati e discussione

Le analisi di microscopia confocale condotte sugli organi di S. titanus sottoposti a
ibridazione in situ in fluorescenza con sonde specifiche per Asaia hanno evidenziato la
presenza del batterio acetico in diversi organi della cicalina, incluse le gonadi maschili
e femminili e le ghiandole salivari.

Sulla base di questi risultati, individui di S. titanus sono stati sottoposti a prove di
trasmissione tramite condivisione del substrato alimentare o mediante I’accoppiamento.
I risultati di tali prove hanno confermato in primo luogo la capacita del simbionte
di colonizzare il corpo degli esemplari donatori, in seguito all’assunzione con
I’alimentazione, come emerso dalle analisi di PCR quantitativa svolte su questo
gruppo di esemplari. Le prove di condivisione della dieta hanno evidenziato che
Asaia ¢ regolarmente trasferita da donatore a ricevente, con un picco di frequenza
di trasmissione dopo 72 ore di condivisione della dieta. Inoltre, la concentrazione di
cellule del simbionte negli individui riceventi ¢ crescente nel tempo.

Le prove di trasmissione venerea sono state condotte in primo luogo accoppiando
maschi infettati da Asaia Gfp con femmine non infette. Le femmine riceventi hanno
efficacemente acquisito Asaia, con i piu elevati tassi di infezione riscontrati 72-96 ore
dopo ’accoppiamento con i maschi donatori, e con densita del simbionte crescente
nel tempo. Ulteriori esperimenti sono stati effettuati accoppiando femmine infettate
da Asaia Gfp con maschi non infetti. In questo caso, solo occasionalmente ¢ stata
osservata una trasmissione, probabilmente legata a trasferimenti casuali.

Nel complesso, i risultati ottenuti hanno fornito una delle poche dimostrazioni dirette
di trasmissione orizzontale negli emitteri, riscontrata sia tramite 1’alimentazione sia
mediante 1’accoppiamento. Questo studio fornisce un sostanziale contributo alla
comprensione dell’ecologia microbica in S. titanus, e sottolinea le potenzialita legate
allo sviluppo di protocolli di controllo simbiotico della FD basati sull’uso di Asaia.

Parole chiave: simbionti microbici, giallumi della vite, cicaline, trasmissione
orizzontale, controllo simbiotico

154



PeTRIA 23 (1), 1-180 (2013) - VI Incontro Nazionale sui Fitoplasmi e le Malattie da Fitoplasmi

Colonization and transmission pathways of the acetic acid bacterium Asaia
in Scaphoideus titanus Ball, vector of “flavescence dorée” phytoplasma to
grapevine

The use of bacterial symbionts of vectors of pathogenic agents has been proposed
to contain the transmission of vector-borne diseases. An important symbiont of
Scaphoideus titanus Ball, vector of “flavescence dorée” (FD) phytoplasmato grapevine,
is the acetic acid bacterium Asaia sp., which is considered as a good candidate control
agent against the spread of FD. To study the interaction between Asaia and S. titanus,
fluorescent in situ hybridization essays were carried out on dissected organs of adult
individuals with Asaia-specific probes, to assess the colonization patterns of the acetic
acid bacterium in the body of the leathopper. The symbiont was observed in different
organs of S. fitanus, including male and female gonads and salivary glands. Based on
such evidences, S. fitanus specimens were subjected to horizontal transmission trials
through co-feeding or mating, by using the fluorescent Asaia strain SF2.1(cGfp). The
results of co-feeding experiments underlined that Asaia is transferred from donor S.
titanus (previously fed with the fluorescent Asaia strain) to recipient specimens, with
a peak after 72 hours of diet sharing.

Venereal transmission trials were firstly carried out by mating Gfp Asaia-infected
males with uninfected females. Recipient females were successfully colonized by
the symbiont, with the highest infection rates 72-96 hours after mating. Further
experiments were performed by mating Gfp Asaia—infected females with uninfected
males, but only few samples showed an real transfer. Overall results provide one of
the few direct demonstrations of horizontal transmission occurring in Hemiptera.
Such aspects of the association between Asaia and S. titanus represent an important
requirement to develop 4saia-based symbiotic control programs for FD.

Key words: microbial symbionts, grapevine yellows, leathoppers, horizontal
transmission, symbiotic control
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