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Riassunto

Le perdite di produzione dovute alle malattie causate
da funghi, batteri, virus e fitoplasmi rappresentano una
delle piu importanti sfide in agricoltura. Per ridurre
i danni in campo, alla raccolta o in conservazione, ¢
essenziale avere a disposizione tecniche diagnostiche
mnnovative e ad elevata sensibilita. I metodi molecolari,
basati sull’analisi del DNA e dell’RNA, oltre all’uso dei
nanobiosensori basati sul riconoscimento di biomolecole
dei microrganismi, consentono I’identificazione e la
caratterizzazione degli agenti fitopatogeni in maniera
precoce, sensibile, specifica, rapida e relativamente
economica. La presente rassegna descrive le nuove
tecniche molecolari e i nuovi sensori che stanno
rivoluzionando la diagnostica in patologia vegetale.

Parole chiave: patogeni  vegetali, tecniche
immunologiche, tecniche molecolari, biosensori, next
generation sequencing, diagnostica di campo.

Summary

Use of new molecular techniques for plant disease
diagnostics

Production losses due to diseases caused by fungi,
bacteria, viruses and phytoplasmas are one of the most
important challenges in agriculture. In order to reduce
damage in the field, at harvesting or in storage, it is
essential to have an innovative and highly sensitive
technical functionality. Molecular methods based
on DNA and RNA analysis, in addition to the use of
nanobiosensors on the recognition of biomolecules
of microorganisms, verify the identification and
characterization of phytopathogenic agents in an early,
sensitive, specific, rapid and relative way. economic. The
present review illustrates the new molecular techniques
and the new sensors that address the diagnostics in plant
pathology.

Key words: plant pathogens, immunological techniques,
molecular techniques, biosensors, next generation
sequencing, field diagnostics.

Introduzione

Funghi, oomiceti, batteri, fitoplasmi, virus e viroidi
patogeni sono agenti di malattie in una vasta gamma di
piante ospiti, con importanti perdite di produzione in
termini qualitativi e quantitativi. Una diagnosi specifica
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e precoce degli agenti delle malattie rappresenta uno
strumento essenziale per aumentare 1’efficienza delle
misure preventive e curative. Per realizzare questo
obiettivo, sono in corso di sviluppo nuove tecniche
diagnostiche molecolari che si affiancano alle tecniche
tradizionali basate sull’analisi dei sintomi e della
morfologia e possono sostituire quelle molecolari a
minore specificita e sensibilita. Recentemente sono
state sviluppate varie tecniche molecolari, sierologiche o
analitiche per I’identificazione degli agenti causali delle
malattie sia in laboratorio sia in campo.

I metodi tradizionali di diagnosi delle malattie
solitamente iniziano con [’interpretazione visiva dei
sintomi dei tessuti malati, proseguono con lo studio delle
caratteristiche morfologiche dei patogeni attraverso la
loro crescita su specifici terreni di coltura (se coltivabili),
oppure attraverso 1’osservazione al microscopio ottico
ed elettronico (se non coltivabili in vitro). In alcuni
casi, i metodi tradizionali rimangono ancora piu rapidi,
appropriati ed economici (Ward et al., 2004). Quando
i risultati della diagnosi richiedono elevata specificita e
sensibilita si utilizzano tecniche molecolari basate sul
rivelamento di DNA o RNA del patogeno vegetale.

I metodi basati sugli acidi nucleici permettono la diagno-
si dei patogeni vegetali, inclusi quelli obbligati, in ma-
niera rapida, precoce ed affidabile, con la possibilita di
analizzare un elevato numero di campioni. Essi possono
essere applicati a tutti i tessuti vegetali caratterizzati da
varia sintomatologia, origine ed eta, non necessitano di
un elevato livello di competenza nella morfologia delle
specie patogene ¢ si possono applicare durante tutte le
stagioni annuali € possono essere usati per il rilevamento
contemporaneo di pitl microorganismi, con una concreta
riduzione del costo delle analisi.

Lo sviluppo di tecniche molecolari capaci di produrre
la diagnosi direttamente in campo potrebbe ridurre no-
tevolmente il tempo necessario per prendere decisioni,
evitando la trasmissione dei patogeni ad altre piante o
I’introduzione in nuove aree geografiche. Inoltre, una ri-
duzione dei tempi decisionali comporta potenzialmente
una maggior efficienza delle diagnosi effettuate. In altri
casi, il livelli dei patogeni sono bassi e il materiale vege-
tale risulta asintomatico, per cui la diagnosi con tecniche
molto sensibili puo aiutare a ridurre la diffusione del pa-
togeno.

In questa rassegna sono descritte le nuove tecniche anali-
tiche sviluppate recentemente per la diagnosi di patogeni
vegetali.

Tecniche sierologiche

I primi metodi per la diagnosi del patogeno direttamente
in campo sono stati concepiti negli anni 1980 per alcuni
virus della patata utilizzando saggi di agglutinazione.
Successivamente, sono stati sviluppati numerosi altri
metodi basati sull’'uso di anticorpi, tuttavia questi saggi
sono poco utilizzabili in campo, soprattutto per I’utilizzo
di reagenti che possono degradarsi durante i saggi di
immunoassornimento legati ad enzimi (ELISA).

I dispositivi lateral flow (LFD) sono stati sviluppati
negli anni 1990 per la determinazione di alcuni virus
della patata (Danks and Barker 2000) mediante
I’agglutinazione di una sola banda con una piu facile
lettura. Alcuni LFD disegnati e commercializzati
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riuscivano a rilevare la presenza del genere Phytophtora
spp. in campo, ma erano necessarie ulteriori analisi per
identificare le specie. Inoltre, la presenza di sostanze
nei campioni puod dare origine a falsi positivi o a falsi
negativi, inibendo la reazione ed esiste un’intrinseca
difficolta a generare anticorpi, che possono avere una
bassa sensibilita. Le tecniche sierologiche non possono
essere utilizzate nella diagnosi dei viroidi a causa della
mancata capacita immunogenica (assenza di involucro
proteico — capside). Per superare tutte le problematiche
dovute ai saggi basati sull’agglutinazione e ottenere
un’elevata sensibilita e specificita, i metodi basati
sull’amplificazione del DNA risultano imprescindibili.
Inoltre, ricerche recenti tendono a combinare le tecniche
sierologiche con quelle molecolari, come nel caso della
PCR-ELISA per I’identificazione simultanea di quattro
tospovirus (Charoenvilaisiri et al., 2014), e di LFD-
LAMP per la diagnosi di Rhizoctonia solani (Patel et al.,
2015).

Tecniche molecolari

DNA array

Il DNA array, noto come evoluzione dell’ibridazione
molecolare, puo essere utilizzato per la caratterizzazione
di fitopatogeni gia noti. [l DNA array ¢ basato sull’utilizzo
di migliaia di sequenze di cDNA (sonde), specifiche per
il fitopatogeno di interesse, immobilizzate su un supporto
solido, che vengono ibridizzate con il cDNA bersaglio
marcato proveniente dalle piante infette. La dimensione
necessaria per la reazione di ogni sonda ha un diametro
superiore ai 300 um nel caso dei ‘macroarray’ o inferiore
ai 300 pm nel caso dei ‘microarray’. Il microarray e
il macroarray sono generalmente utilizzati in studi di
espressione genica, perd possono essere applicati anche
nella diagnostica fitopatologica e nell’identificazione di
mutazioni puntiformi (Lievens et al., 2006). I DNA array
possono essere utilizzati per la diagnosi simultanea di piu
di un fitopatogeno (Boonham et al., 2007; Liebe et al.,
2016). Il DNA array brevettato come Multiscan® ¢ stato
sviluppato dalla cooperazione di alcuni istituti di ricerca
in Nord America ed Europa (http://www.dnamultiscan.
com/) e permette la rilevazione simultanea di oltre 100
patogeni vegetali (funghi e batteri). Recentemente, ¢
stata riportata la possibilita di identificare otto generi di
virus (Zhang et al., 2013), e la simultanea identificazione
di un batterio, un virus ed un viroide in pomodoro infetto,
mediante ibridazione molecolare con sonde (Zamora-
Macorra et al., 2017).

Metodiche basate sulla PCR

La PCR rappresenta un metodo essenziale nella
diagnostica molecolare dei patogeni vegetali. La PCR
consiste nell’amplificazione enzimatica esponenziale
di una regione specifica del genoma del patogeno
innescando la reazione attraverso due brevi sequenze
oligonucleotidiche (primer). La porzione genomica
selezionata con i due primer viene amplificata in
quantita tali da poter ottenere un amplificato visibile su
gel d’agarosio. La PCR tradizionale ¢ esclusivamente
qualitativa e permette I’identificazione e Ia
caratterizzazione di fitopatogeni senza necessita del loro
isolamento. Questa tecnica ha contribuito alla riduzione
di alcuni problemi nella diagnosi in patologia vegetale

(Martin et al., 2000). Le tecniche basate sulla PCR sono
state ampiamente descritte in precedenti pubblicazioni
(Martin et al., 2000; Vincelli e Tisserat, 2008; Martinelli
et al., 2015), per cui nella presente rassegna saranno
descritte soltanto nuove tecniche ad elevata sensibilita
molecolari, come la real-time PCR, la droplet digital
PCR, ¢ la LAMP, o biosensoristiche, mediante impiego
di nanotecnologie.

Real-time PCR

La PCR quantitativa ‘in tempo reale’ (QPCR) consente
I’identificazione ¢ la quantificazione accurata di patogeni
vegetali che non possono essere coltivati o estratti
facilmente dal tessuto ospite o sono presenti in bassa
qualita in essi. In effetti, la quantificazione dei batteri
e dei funghi basata su tecniche di coltura ¢ considerata
meno sensibile e piu variabile, mentre la quantificazione
utilizzando la qPCR presenta maggior specificita,
affidabilita e velocita (Li et al., 2008; Palacio-Bielsa et
al., 2011).

I prodotti di PCR possono essere monitorati mediante
coloranti intercalanti del DNA come SYBRGreen ad alta
affinita con il DNA a doppio filamento o sonde TagMan
con sequenze oligonucleotidiche specifiche marcate
con un fluoroforo. La curva di calibrazione della PCR
in tempo reale ¢ basata su diluizioni seriali del DNA
bersaglio (Capote ef al., 2012). Questa tecnica permette
un’elevata efficienza utilizzando sistemi automatizzati
basati su micropiastre che possono analizzare da 48 a 384
campioni contemporaneamente.

Diverse qPCR sono state sviluppate nella diagnosi
singola o multipla dei patogeni vegetali, inclusi quelli
economicamente importanti e anche quelli di quarantena
come per esempio Synchytrium endobioticum, Xylella
fastidiosa, Citrus Tristeza Virus, Plum Pox Virus, e Ca.
Phytoplasma vitis (Schaad e Frederick, 2002; Schnider
et al., 2004; Boonham et al., 2004; Hren et al., 2007,
Saponari et al., 2008; van Gent-Pelzer et al., 2009;
Harper et al., 2010; Mirmajlessi et al., 2015).

Digital PCR

Recentemente sono state sviluppate diverse piattaforme
digitali di PCR (dPCR), basate, come la PCR o la
gPCR, sull’amplificazione specifica dell’acido nucleico
bersaglio. La peculiarita della dPCR consiste nella
separazione della miscela di reazione in migliaia o
milioni di partizioni, seguita da una rilevazione in tempo
reale o end-point dell’amplificazione. La distribuzione
delle sequenze bersaglio nelle partizioni ¢ definita dalla
distribuzione di Poisson e permette in questo modo una
quantificazione accurata e assoluta del DNA bersaglio.
In questo modo non €& necessario utilizzare materiali
di riferimento con le concentrazioni di bersaglio note.
In alcuni casi, la tecnica pud raggiungere livelli di
sensibilita piu elevati rispetto alla qPCR. La tecnica ¢
stata ottimizzata nella diagnosi del Pepper mild mottle
virus (Racki et al., 2014), Erwinia amylovora (Gutiérrez-
Aguirre et al., 2015), Xanthomonas citri subsp. citri
(Zhao et al., 2016) e Spiroplasma citri (Maheshwari et
al.,2017).

LAMP
La LAMP (Loop-mediated isothermal amplification)
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inizialmente messa a punto nel 2000 da Notomi e
collaboratori ¢ stata sviluppata a partire da tecniche
basate sull’amplificazione isotermica come la Nucleic
acid sequence based amplification (NASBA), ¢ la
tecnica self-sustained sequence replication (3SR) che
utilizzano la reazione della transcriptasi inversa per
eliminare il passaggio di riscaldamento della PCR,
mentre la strand displacement amplification (SDA)
utilizza oligonucleotidi modificati assieme a digestione
enzimatica in condizione isotermiche.

Tuttavia queste tecniche presentano problemi di
sensibilita e di costo dei reagenti, mentre la tecnica
LAMP permette la realizzazione di diagnosi di routine
in laboratorio con reagenti piu economici e un’elevata
sensibilita paragonabile ad una real time PCR. Per la
LAMP si utilizza una polimerasi con alta capacita di
strand displacement del DNA (polimerasi Bst) con
temperatura ottimale a 65°C e 6 primer: due esterni (F3
e B3), due interni (FIP e BIP) e due loop (loopF ¢ loopB)
che sono facoltativi ma permettono di incrementare la
sensibilita della tecnica (Notomi et al., 2000termed loop-
mediated isothermal amplification (LAMP).

I due primer interni sono essenziali per il normale
svolgimento della reazione LAMP e la loro progettazione
deve essere ottimale. I primer esterni partecipano ai primi
cicli della reazione, mentre i primer loop accelerano la
reazione e sono aggiunti in minore concentrazione. I
prodotti finali sono una miscela di strutture a forma di
cavolfiore e prodotti di diversa lunghezza a forma di
uncino.

La specificita della tecnica LAMP ¢ potenzialmente
maggiore rispetto ad altre tecniche molecolari per il
riconoscimento di 8 regioni nel genoma, invece delle
due utilizzate per disegnare i primer per PCR, mentre
che la sensibilita ¢ paragonabile alla Real Time potendo
amplificare picogrammi o anche femtogrammi di DNA,
a seconda del saggio (Tomlinson et al., 2007).

E possibile determinare la quantita di DNA amplificato
mediante visualizzazione su gel di agarosio, impiego
di reagenti colorimetrici o fluorescenti, mediante
misurazione della  torbidita dovuta all’elevata
concentrazione di pirofosfato di magnesio, prodotto
bianco insolubile derivante dall’amplificazione del
DNA. Nel caso della visualizzazione su gel di agarosio, il
risultato ¢ caratterizzato da una strisciata a causa del gran
numero di sottoprodotti a struttura secondaria complessa.
Relativamente ai reagenti colorimetrici, diversi prodotti
sono stati utilizzati come il blu di idrossinaftolo
(HNB), che causa un cambiamento colorimetrico dal
viola al blu. L’addizione di calceina ¢ MnCl, produce
invece un cambiamento dall’arancione al verde dopo
I’amplificazione. Un saggio LAMP sviluppato per
Sclerotinia sclerotiorum su colza, utilizzando HNB,
determina dopo 45 minuti un limite di 0,1 fg di DNA
per microlitro, inferiore al limite di rilevamento ottenuto
con la PCR convenzionale (Duan et al., 2014). E stata
inoltre considerata 1’aggiunta di intercalanti del DNA
come SYBR o PicoGreen, che produce un cambiamento
di colore visibile (Tomlinson et al., 2010)loop-mediated
isothermal amplification (LAMP.

Queste procedure dipendono molto dal personale tecnico
e la risposta non ¢ sempre chiara specialmente quando ci
si avvicina al limite di rilevamento della tecnica. Inoltre,
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I’impiego di reagenti comporta I’apertura dei tubi di
reazione, operazione che puod introdurre contaminazioni
di DNA nel laboratorio. L’utilizzo di strumentazione
portatile a batteria, sviluppato da Optigene, permette
di trasferire la LAMP dal laboratorio al campo senza
la necessita di utilizzare centrifughe, pipette, blocco
termico, termociclatori e senza aprire i tubi dopo
I’amplificazione. Optigene ha sviluppato due strumenti,
Genie II e Genie III, che misurano I’amplificazione in
tempo reale mediante una curva di fluorescenza che
proviene dalla miscela di reazione utilizzata, e risultano
di semplice e facile impiego, con I’ottenimento del
risultato in 5-30 minuti a seconda del saggio.

Per la diagnostica di campo, il maggior problema
¢ rappresentato dal numero limitato di strumenti
disponibili: PCR e qPCR non possono essere realizzate
per la mancanza di corrente elettrica. Anche ’estrazione
del DNA diventa problematica nel passaggio dal
laboratorio al campo. Per evitare questo problema,
sono stati sviluppati diversi protocolli di estrazione
semplificati. L’elevata resilienza nei confronti di inibitori
della reazione, caratteristica della LAMP, permette di
utilizzare 1’estrazione del DNA da crudo, mediante un
tampone molto alcalino ed una rottura meccanica delle
cellule con un’agitazione da uno a tre minuti in un tubo
da 5 ml contenente una biglia di tungsteno (Tomlinson
et al., 2010)or conventional DNA extraction followed
by TagMan real-time PCR. L’estrazione da crudo viene
accompagnata sempre da un saggio LAMP in parallelo per
determinare la presenza di DNA vegetale, come nel caso
del saggio LAMP disegnato sul marcatore molecolare
citocromo ossidasi I (COX) (Tomlinson et al, 2010)
loop-mediated isothermal amplification (LAMPloop-
mediated isothermal amplification (LAMP.

La LAMP puo essere utilizzata per determinare formae
speciales e razze fisiologiche in un complesso di specie
come Fusarium oxysporum, sfruttando polimorfismi per
singolo nucleotide (SNP) per disegnare i primer interni.
Ayukawa et al. (2017) ha utilizzato una sonda (QProbe)
universale con una citosina marcata con un fluoroforo,
simile alla reazione TagMan, che permette di determinare
mediante il trasferimento di un elettrone dal fluoroforo
alla guanina utilizzata nella regione bersaglio per
disegnare il primer interno. Questa metodologia permette
potenzialmente di determinare la presenza di SNP
analizzando la curva di melting. Ayukawa et al. (2017)
hanno sfruttato una sonda QProbe universale assieme
al sistema LAMP per determinate SNP in Fusarium
oxysporum f.sp. lycopersicirazza 3 differenziandolo delle
altre due razze. Un’ulteriore applicazione potrebbe essere
il rilevamento di ceppi fungini resistenti a fungicidi:
Duan et al. (2015) hanno sfruttato una mutazione per
singolo nucleotide per rilevare ceppi di Fusarium
graminearum resistenti a carbendazim, utilizzando HNB
per il rilevamento delle reazioni di LAMP positive.

Biosensori

Sono stati sviluppati sensori per l’identificazione dei
patogeni vegetali. I microrganismi possono essere
identificatiutilizzandounsensorebasatosusegnalichimici,
elettrici, elettrochimici, magnetici, e ottici. Il limite di
rilevamento puo essere incrementato impiegando matrici
nanomateriali come trasduttori e la specificita puo essere
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migliorata mediante [’uso di elementi di riconoscimento
biologico come DNA, anticorpi o enzimi (Fang e
Ramasamy, 2015). L’immobilizzazione dell’elemento
di riconoscimento biologico, come il DNA, puo essere
ottenuta utilizzando vari approcci, tra cui 1’adsorbimento
della biomolecola, I’incapsulamento, il legame covalente
o le loro combinazioni. Le nanoparticelle fluorescenti di
silice (ca. 50 nm) sono state utilizzate in combinazione
con anticorpi per la diagnosi di Xanthomonas axonopodis,
batterio patogeno sulle solanacee (Yao et al., 2009).
Immunosensori basati su nanoparticelle d’oro sono stati
sviluppati per I’identificazione di Tilletia indica, patogeno
da quarantena del grano usando la risonanza plasmonica
di superficie (Singh et al., 2010), mentre i virus del riso
Rice Tungro Bacilliform Virus e Rice Tungro Spherical
Virus sono stati rilevati impiegando elettrodi di carbonio
(Uda et al., 2014). Negli ultimi anni sono stati pubblicati
numerosi articoli che hanno applicato nanotecnologie
per I’identificazione di vari patogeni vegetali, tra cui
Candidatus Phytoplasma aurantifolia (Rad et al., 2012),
Cucumber mosaic virus (James, 2013), Aspergillus niger
(Etefagh et al., 2013), Ganoderma boninense (Bakhori
et al., 2013) e Phytophthora spp. (Schwenkbier et al.,
2015).

Sequenziamento di nuova generazione

Il Next Generation Sequencing (NGS) nato come tecnica
di sequenziamento ad alto rendimento ¢ stato ben presto
utilizzato anche per la diagnostica. A differenza della
tecnica di sequenziamento Sanger, le piattaforme NGS
permettono il sequenziamento di milioni di piccoli
frammenti di DNA o di RNA, generando genomi o
trascrittomi completi in pochi giorni. Il costo di questo
tipo di sequenziamento si ¢ notevolmente ridotto
dall’inizio.

L’impiego di NGS ha permesso un incremento
sbalorditivo della disponibilita di genomi sequenziati
e caratterizzati, che permette di disegnare nuovi saggi
molecolari su regioni specie-specifiche. La genomica
comparativa puo servire come metodologia per scoprire
nuove regioni, anche non codificanti, utili per disegnare
nuovi test diagnostici, specialmente tra specie o formae
speciales molto vicine filogeneticamente.

Le tecnologie NGS sono stati ampliamente utilizzate per
la diagnosi di fitovirus aprendo le porte alla scoperta di
nuove popolazioni di virus presenti in diversi campioni
essendo 1’unico strumento che permette di effettuare
filogenesi su tutta la popolazione virale presente in un
tessuto vegetale (Boonham et al., 2014).

Attualmente 1’utilizzo di diversi marcatori molecolari
(multilocus sequencing analysis, MLSA) ¢ molto diffuso
per la caratterizzazione o 1’identificazione di diversi
patogeni, soprattutto quando unsolo marcatore molecolare
non permette I’identificazione fino al livello della specie.
L’utilizzo di piattaforme di NGS potrebbe sostituire
le analisi MLSA, permettendo la -caratterizzazione
mediante tutta ’informazione contenuta nel genoma,
anziché con un numero definito di sequenze geniche (Ma
et al., 2010; Adhikari ef al., 2013). Il progetto “The 1000
Fungal Genomes” (http://1000.fungalgenomes.org/),
finanziato dal Department of Energy degli Stati Uniti
d’ America, ¢ nato con I’obiettivo di ottenere il genoma di
1000 specie fungine appartenenti ad oltre 500 famiglie.
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Questo progetto permette di realizzare studi di genomica
comparativa, per scoprire nuovi geni di interesse per la
diagnostica, per incrementare le conoscenze sui geni
coinvolti nei meccanismi di patogenicita e sui geni che
conferiscono resistenza a diversi fungicidi (Guo et al.,
2014).

Conclusioni

Nuove tecniche molecolari sono state sviluppate,
ottimizzate ¢ validate negli ultimi anni con diverse
applicazioni alla patologia vegetale. La combinazione
di tecniche tradizionali e molecolari per la diagnosi di
patogeni vegetali permette di caratterizzare, rilevare,
identificare e quantificare i diversi patogeni vegetali. Il
limite di rilevamento dei patogeni vegetali, confrontando
varie tecniche molecolari, puo raggiungere le seguenti
quantita del DNA di interesse: nanogrammi nel caso
della PCR, picogrammi nel caso dei biosensori, e
femtogrammi nel caso di real-time PCR e digital PCR.
Dr’altra parte, 1’utilizzo di tecniche di campo, come la
LAMP, e di piattaforme portatili si € rilevato una strategia
utile per una migliore gestione delle malattie. Infine, le
tecnologie NGS hanno permesso la scoperta di nuovi
popolazioni virali e di nuovi marcatori molecolari utili
per la diagnostica molecolare.
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