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RIASSUNTO 

 

Il presente studio ha avuto come scopo quello di sperimentare l'effetto di acqua attivata al 

plasma (PAW) in ambito agronomico. In particolare, valutate le caratteristiche chimiche di 

suddetta soluzione, rappresentate principalmente dalla presenza di specie reattive 

dell'ossigeno e dell’azoto (RONs), se ne è verificata la capacità di indurre resistenza a stress 

biotici ed abiotici. L'ipotesi alla base di questa sperimentazione è che le forme reattive quali 

H202, NO3
-, NO2

-, contenute in PAW in ambiente acido (pH 2,5), entrando in contatto con la 

pianta possano fungere da elicitori attivando la produzione di fitoalessine ed altri composti in 

grado di indurre resistenza. PAW è prodotto mediante trattamento di acqua sterile 

deionizzata con plasma atmosferico pressurizzato ottenuto attraverso l'impiego di un 

generatore a barriera dielettrica. PAW è stato sperimentato nell'ottica di fornire un metodo 

innovativo ed ecosostenibile per il controllo delle fitoplasmosi (giallumi della vite); a questo 

scopo è stato saggiato in pieno campo, in viti sane e infette da fitoplasmi, ed in ambiente 

controllato (laboratorio-serra) in piante di vinca infette da fitoplasmi ed in vinche e viti sane.  

Nel primo esperimento sono state utilizzati germogli micropropagati di Catharanthus roseus 

mantenuti in collezione presso il laboratorio di Fitobatteriologia (DISTAL) dal 1992. 84 

germogli clonati sani e 102 infetti con il ceppo di fitoplasma hydrangea 35 (16SrI-B) sono 

stati dapprima trattati per immersione in PAW, H20 distillata e fosetyl di alluminio e 

successivamente campionati a 0, 7, 24, 48 ,96, 120 ore post-trattamento avendo l'accortezza 

di porre immediatamente i campioni a -80°C. I campioni fogliari sono stati sottoposti ad 

analisi per verificare l’attività trascrizionale dei principali geni coinvolti nei meccanismi di 

risposta a RONs implicati nella biosintesi di alcune fitoalessine quali fenilalanina ammonio 

liasi, calcone sintasi, strictosidina-ẞ-glucosidasi, deacetilvindolina-O-acetiltransferasi e 

callosio sintasi. I risultati hanno evidenziato in entrambe le tesi sottoposte a trattamento con 

PAW, una sovra-espressione dei geni callosio sintasi, fenilalanina ammonio liasi e 

strictosidina-ẞ-glucosidasi. Allo scopo di confermare i risultati ottenuti in vitro, l'effetto del 

trattamento con PAW è stato sperimentato su viti sane (cv. Chardonnay) in vivo. Lo studio di 

espressione genica in vite ha coinvolto la via metabolica sovra-espressa nella prova eseguita 

in vinca previo disegno di specifiche coppie di “primers” per l'amplificazione dei geni 

selezionati ossia: calcone sintasi 1, calcone sintasi 2, calcone sintasi 3, fenilalanina ammonio 
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liasi e stilbene sintasi. Dodici viti di due anni di età sono state suddivise in quattro tesi: i) 

PAW, ii) PAW2 (prodotto mediante l'impiego di un generatore e una sorgente diversa), iii) 

FoAl (controllo positivo), ddH2O (controllo negativo). Il trattamento è stato eseguito 

mediante bagno radicale nelle diverse soluzioni per 25 minuti, successivamente campioni 

fogliari sono stati prelevati a 16, 26, 36 ore post-trattamento ed immeditamente posti a -

80°C. Per ogni tempo di analisi sono stati analizzati 3 germogli clonati per tesi. I risultati 

ottenuti mediante analisi qRT-PCR hanno evidenziato una sovra-espressione dei geni 

fenilalanina ammonio liasi, calcone sintasi 2 e stilbene sintasi nelle piante trattate con PAW 

rispetto a quelle trattate con PAW2, FoAl e ddH2O, confermando i risultati ottenuti 

nell'esperimento in vitro su vinca.  

Allo scopo di approfondire le dinamiche di interazione PAW-pianta e pianta-fitoplasma, 

presso l'istituto NAIK a Gödöllő, Ungheria, sono state effettuate analisi NGS (''next 

generation sequencing'') dei miRNAs in piante di C. roseus. Sono state valutate le differenze 

in termini di librerie di miRNAs tra piante di vinca sane trattate con PAW e H2O. Le librerie 

di miRNAs ottenute sono state analizzate mediante sequenziatore Illumina Hiseq ed hanno 

messo in luce differenze in termini di popolazioni e concentrazioni di miRNA tra le tesi in 

esame. Nelle piante sottoposte a trattamento con PAW, sono stati rinvenuti maggiormente 

espressi miR159a, miR319a, miR395a, miR399b, miR398b, miR396 e miR165a, mentre 

sono risultati sotto-regolati miR172a/172c, miR157a/157d-3p, miR393a, miR166d, miR8016 

and miR5368. I principali miRNAs maggiormente presenti nella tesi PAW sono stati 

individuati come sovra-espressi a seguito di esposizione ad H2O2 ed hanno portato a 

supportare l'ipotesi che PAW induca fenomeni correlati a stress ossidativo. Sono state inoltre 

analizzate le librerie di miRNAs di piante di vinca sane ed infette: i) piante positive alla 

presenza di fitoplasmi manifestanti sintomi da scopazzi, ii) piante positive alla presenza di 

fitoplasmi manifestanti fillodia e iii) piante sane. I risultati hanno permesso di individuare 

differenze in termini di popolazioni e concentrazioni di miRNA tra i gruppi in esame 

evidenziando in entrambe le tesi infette la sovra-espressione di miR172c, miR156g-5p, 

miR166d, miR398b e miR397a e nelle piante sane miR159a, miR396a, miR168a e 

miR8016. I miRNAs maggiormente espressi nelle piante infette, in accordo con la 

bibliografia disponibile e lo studio di predizione dei loro siti “target”, sono risultati coinvolti 
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in processi quali differenziazione cellulare, sviluppo dei fiori, morfogenesi fogliare, 

metabolismo secondario e risposte a fattori di stress. 

Infine, con l'obiettivo di verificare un possibile impiego di PAW nella gestione dei giallumi 

della vite, è stata condotta una prova in pieno campo su 131 viti in 17 vigneti ubicati 

nell'areale di produzione del Conegliano Valdobbiadene D.O.C.G. Le viti selezionate erano 

state precedentemente analizzate per verificare la presenza di fitoplasmi. Il trattamento, 

eseguito mediante endoterapia con apposito puntale, ha previsto la somministrazione di 

PAW o ddH2O in tre momenti della stagione (aprile-giugno-luglio) e per due anni 

consecutivi; come controllo sono state utilizzate piante non trattate. Al termine di ogni 

annata le piante sono state sottoposte ad analisi molecolari di “nested”-PCR/RFLP per 

verificare la presenza di fitoplasmi. Parallelamente nell’annata 2018 è stata inoltre condotta, 

su 4 dei 17 vigneti sopra citati, una prova agronomica per valutare modificazioni quanti-

qualitative a seguito dei trattamenti con PAW. Per ciascuna tesi in oggetto sono stati valutati 

il numero di grappoli/pianta ed il peso di 100 acini. Infine, del mosto ottenuto dai cento acini 

di ogni tesi sono state analizzate acidità reale, acidità totale e grado Babo allo scopo di 

verificare anche alcuni parametri qualitativi. I risultati hanno evidenziato una riduzione, a 

seguito di trattatmento con PAW, del 34,3% ± 1,25 delle piante positive per fitoplasmi 

rispetto al 15,5% ± 3 ottenuto nella tesi di controllo trattata ddH2O. Per quanto riguarda 

invece la prova agronomica le piante trattate con PAW presentavano un numero di grappoli 

statisticamente superiore ai controlli ed anche un maggior peso a parità di numero di acini, 

mentre le analisi chimiche sul mosto non hanno evidenziato differenze in termini qualitativi. 

I risultati evidenziano la capacità di PAW di stimolare in pianta l'attivazione di vie 

biosintetiche coinvolte nelle risposte a stress di origine biotica ed abiotica e nella produzione 

di fitoalessine (alcaloidi in C. roseus - stilbeni in V. vinifera). Nella prova di campo questa 

attività si è evidenziata in un maggior numero di piante risanate da fitoplasmi ed in un 

miglioramento della “fitness” dimostrato dall'incremento della produzione. 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study was to test the plasma activated water's (PAW) effect in agriculture. 

Based on the chemical characteristics of this solution, mainly represented by the presence of 

reactive oxygen and nitrogen species (RONs), the purpose was to verify PAW ability to 

enhance some of the resistance-induced responses in plants. The hypothesis behind this 

experiment was that the reactive species such as H202, NO3-, NO2
- contained in the PAW 

acid solution (pH 2.5), once in contact with the plant tissues, can act as elicitors activating 

plant secondary metabolism with a production of phytoalexins and other compounds 

involved in biotic or abiotic stress responses. PAW is produced treating sterile distilled 

deionized water with atmospheric pressured plasmas by nanopulsed dielectric barrier 

discharge. The study was aimed to verify PAW’s elicitation ability on defensive responses in 

plants, in grapevines in the field and in periwinkle healthy and phytoplasma infected model 

plants and grapevines under laboratory and greenhouse conditions.  

Micropropagated phytoplasma infected periwinkle shoots, maintained in collection since 

1992 at the Phytobacteriology laboratories (DISTAL), were employed. For this purpose, 102 

periwinkle shoots infected by phytoplasma hydrangea 35 belonging to ribosomal subgroup 

16SrI-B and 84 non-infected shoots were treated by dipping them in PAW, sterile deionized 

distilled water (ddH2O) and phosetyl-Al (FoAl). Leaves were then collected at 0, 7, 24, 48, 

96 and 120 hours after the treatment and immediately stored at -80°C. Transcriptional 

analyses were carried out to verify the expression of selected genes involved in reactive 

oxygen species responses and in the phytoalexin pathways. The results showed over-

expression of phenylalanine ammonia lyase, strictosidine-ẞ-glucosidase and 

deacetylvindoline-O-acetyltransferase genes in plants treated with PAW when compared 

with those treated with FoAl and ddH2O.  

To confirm the gene overexpression registered in the micropropagated periwinkles shoots 

after PAW treatment, similar experiments were carried out on healthy grapevines (cv. 

Chardonnay) maintained under greenhouse conditions. For the gene expression analyses on 

grapevines, the same metabolic pathway found to be overexpressed in periwinkles shoots 

was investigated and specific primer pairs were then designed to amplify selected genes: 

phenylalanine ammonia lyase, chalcone synthase 1, chalcone synthase 2, chalcone synthase 
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3 and stilbene synthase. Twelve 2-years old grapevines maintained in greenhouse were 

divided into four thesis treated with i) PAW, ii) PAW2 (produced with a different generator 

and from different source), iii) FoAl (positive control) and iv) ddH2O (negative control). 

Treatments were carried out soaking grapevine’s roots for 25 minutes in the different 

solutions; leaves were collected from each plant at 16, 26, and 36 hours after treatment and 

immediately stored at -80°C. At each time point 3 plants per thesis were analyzed. Results 

obtained by quantitative RT-PCR analyses showed an overexpression of phenylalanine 

ammonia lyase, chalcone synthase 2 and stilbene synthase genes in the plants  treated with 

PAW when compared with the those treated with PAW2, FoAl and ddH2O. This confirms 

the results obtained in the micropropagated periwinkles shoots. In order to improve the 

knowledge about both, the plant responses to PAW treatment and the phytoplasma-plant 

interaction, during the period spent at NAIK in Gödöllő, Hungary, a small RNA next-

generation sequencing analysis was carried out on periwinkle plants. The differences among 

miRNA libraries from healthy periwinkles treated with PAW in comparison with plants 

treated with ddH2O were evaluated. Three plants for each thesis (PAW, ddH2O) were treated 

by submersion for 25 minutes before RNA extraction from their leaves. Subsequently for 

each sample a miRNA library was prepared and analyzed with an Illumina Hiseq machine. 

Results showed that plants treated with PAW had an overexpression of miR159, miR319a, 

miR395a, miR399b, miR398b, miR396 and miR165a, while periwinkle treated with distilled 

water overexpressed miRNAs were miR172a/172c, miR157a/157d-3p, miR393a, miR166d, 

miR8016 and miR5368. The miRNAs families found overexpressed in PAW treated plants 

are already reported to be upregulated after H2O2 exposition, supporting the idea that PAW 

stimulates different gene target involved in the oxidative stress responses. Furthermore 

miRNAs libraries from infected and healthy periwinkle plants were also compared. In 

particular three plants for each thesis were analyzed, i) phytoplasma positive periwinkles 

showing witches’ broom symptoms ii) phytoplasma positive periwinkles showing phyllody 

and iii) healthy periwinkles. The results showed differences in miRNAs reads highlighting 

an overexpression of miR172c, miR156g-5p, miR166d, miR398b and miR397a in both 

infected thesis, while in the healthy plants the main miRNAs overexpressed were miR159a, 

miR396a, miR168a and miR8016. The miRNAs more expressed in infected plants are 

involved in cell differentiation, flower development, leaf morphogenesis, secondary 
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metabolism and stress responses, according to the gene onthology analysis and the available 

literature. 

Finally, in order to test PAW’s efficacy under field conditions, 131 grapevine plants, located 

in 17 vineyards different for geographical location and variety located in the Conegliano 

Valdobbiadene DOCG production area, were selected. Based on molecular analyses carried 

out on previous years, phytoplasma positive and negative grapevine plants were selected 

within each vineyard. Experiments were performed by injecting, using specially adapted 

syringes, for two consecutive years at three different times of the season (April, June and 

July) 10-30 ml either of PAW or ddH2O (as control) on each selected phytoplasma-infected 

and phytoplasma-free plants; the remaining untreated plants were used as control. Moreover, 

in 2018 an agronomic test was performed on 4 out of the 17 vineyard mentioned above to 

evaluate the effect of PAW treatments on quantitative and qualitative production parameters. 

At the harvesting time the number of bunches and the weight of 100 barries per plant were 

measured. Real acidity, total acidity and Babo degree chemical analyses were then 

determined on the grape must obtained from the 100 barries collected from each thesis 

(PAW-ddH2O). After 2 year-treatments the molecular analyses (nested-PCR/RFLP) have 

shown a decrease of phytoplasma infected plants when treated with PAW (34% ± 1,25) 

compared with the ddH2O treated ones (15,5 % ± 3). Moreover PAW treated plants showed 

both, an higher number of bunches and a higher berry weight per plant, while the chemical 

analyses on the grape must didn't show differences. 

Overall, the results obtained show the PAW’s ability to stimulate the activation of 

biosynthetic pathways involved in plant- stress responses resulting mainly in a increased 

production of phytoalexins (alkaloids in C. roseus - stilbenes in V. vinifera ). In the field test 

this activity was shown by a higher number of plants freed from phytoplasmas with 

improved fitness.  
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INTRODUZIONE 

 

1. INTERAZIONE PIANTA-PATOGENO 
 

1.1. Concetti generali 

Le piante possiedono due diverse modalità di difesa: a) difese passive o costitutive, ossia 

barriere strutturali e chimiche precostituite che hanno effetto di esclusione per la maggior 

parte dei patogeni; b) difese attive o inducibili, in grado di individuare cellule o molecole 

estranee innescando una risposta rapida di difesa. Le difese si distinguono inoltre in 

strutturali e chimiche. Le difese passive strutturali comprendono i tessuti e le strutture 

cellulari che si frappongono fisicamente al patogeno, mentre le difese attive strutturali 

includono tutte le neo-apposizioni di materiale di varia natura (callosio, lignina, minerali), 

dirette a rafforzare le barriere strutturali precostituite. Le difese chimiche passive sono 

caratterizzate da composti ad attività antibiotica costitutivamente prodotti e presenti 

(fitoanticipine, proteine di difesa) nei tessuti dell'ospite, a differenza dei composti sintetizzati 

ex novo, quali le fitoalessine, e facenti parte delle difese chimiche attive. Qualsiasi forma di 

difesa attiva viene stimolata solo a seguito del riconoscimento del patogeno da parte della 

pianta ospite; nel caso in cui tale risposta sia in grado di bloccare il patogeno, l'interazione 

viene definita omologa incompatibile (Hutcheson, 1998), quando invece la pianta si ammala 

si parla di interazione omologa compatibile. 

Nodo cruciale dell'interazione pianta-patogeno è rappresentato dalla fase di riconoscimento 

che determinerà, nel caso avvenga tempestivamente, l'instaurarsi di un'interazione omologa 

incompatibile oppure al contrario, un'interazione omologa compatibile contraddistinta da una 

risposta ritardata nel tempo che porterà quindi all'incapacità dell'ospite nell'attuare 

velocemente tutto il potenziale di cui dispone (Lusso & Kuc, 1999). 

Le piante possono mettere in atto 3 classi di risposte attive di difesa: primarie, secondarie e 

terziarie. La risposta primaria denominata HR (“hypersensitive reaction”) è localizzata nelle 

cellule a contatto con il patogeno e si manifesta mediante necrosi localizzata dei tessuti 

adiacenti l’area di infezione. Le risposte secondarie avvengono nelle cellule limitrofe a 

quelle interessate dalle risposte primarie e sono indotte da segnali generati da queste ultime 

(“local acquired resistance”, LAR). Le molecole segnale sono principalmente forme reattive 
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dell'ossigeno e dell'azoto (RONs), tali composti fungono anche da elicitori per la morte 

cellulare programmata. Conseguentemente all' attivazione delle prime due forme di difesa si 

verifica un accumulo di acido salicilico che, diffondendo nei vari organi funge da segnale di 

attivazione per la resistenza sistemica acquisita (“systemic acquired resistance”, SAR). 

Infine, in seguito ad interazioni tra pianta e batteri non patogeni colonizzatori delle radici o 

tra pianta e insetti fitofagi si genera una risposta assimilabile a SAR denominata resistenza 

sistemica indotta (“Induced Systemic Resistance”, ISR) e mediata principalmente da acido 

jasmonico (JA) ed etilene (ET). Le piante possono dunque attivare diverse vie di difesa in 

funzione al tipo di patogeno presente (Garcia et al., 2006).  

La produzione di acido jasmonico e di etilene viene prevalentemente stimolata da agenti 

necrotrofici mentre quella dell'acido salicilico da patogeni biotrofici. L'attivazione di questi 

diverse vie metaboliche di difesa è vincolata al riconoscimento da parte della pianta di 

specifici composti denominati elicitori (Hammond-Kosack et al., 2000). Inizialmente il 

termine elicitore veniva utilizzato solamente per descrivere molecole in grado di indurre la 

produzione di fitoalessine ad oggi comprende tutti quei composti in grado di stimolare una 

qualsiasi forma di difesa in pianta (Ebel et al., 1994; Hahn et al., 1996; Nüernberger et al., 

1999). Nel corso degli anni sono state caratterizzate diverse classi di elicitori includendo 

carboidrati, polimeri (come ad esempio i chitosani, polimeri del N-acetil-glucosammina), 

lipidi, glicopeptidi e glicoproteine. Questi composti possono derivare sia dal patogeno 

(elicitori esogeni) sia dalla pianta stessa (elicitori endogeni). 

 

1.2. Ruolo dei ROS nell'interazione pianta-patogeno 

La produzione di forme reattive dell'ossigeno (ROS) e prevalentemente del perossido di 

idrogeno (H2O2) avvengono a seguito di interazione con diversi patogeni (Mellersh et al., 

2002; Unger et al., 2005). Patogeni avirulenti inducono solitamente un accumulo bifasico di 

ROS caratterizzato da una fase iniziale di transizione seguita da una fase di accumulo 

correlata all'instaurarsi della resistenza (Lamb & Dixon, 1997; Torres et al., 2006). I ROS 

sono implicati in diversi processi correlati all'interazione pianta-patogeno; inizialmente 

giocano un ruolo fondamentale nell'attivazione delle risposte di difesa da parte dell'ospite, 

mentre durante la fase di colonizzazione del patogeno il loro ruolo rimane ancora poco 

chiaro. Il perossido di idrogeno (H2O2), probabilmente la forma reattiva più importante, 
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agisce da composto antimicrobico durante la risposta di difesa (Apostol et al., 1989; Custer et 

al., 2004), tuttavia, il suo effetto nell'interazione pianta-patogeno dipende prevalentemente 

dalla sensibilità del patogeno alle concentrazioni di ROS presenti (Levine et al., 1994). La 

quantità di H2O2 prodotta a livello extracellulare è influenzata da una serie di fattori tra cui la 

natura dell'elicitore, la specie di pianta, l'età e lo stadio di sviluppo delle cellule vegetali 

(Legendre et al., 1993; Malolepsza, 2005).  

Prove svolte da Shetty et al. 2007 sul patosistema grano-Septoria tritici hanno evidenziato 

come piante suscettibili, inoculate con concentrazioni 4 mM di H2O2, appaiano più resistenti 

manifestando la sintomatologia 6 giorni dopo i controlli non trattati. Gli autori non sono stati 

in grado però di definire se il risultato ottenuto dipenda dall'effetto diretto del perossido di 

idrogeno sul patogeno o dalla sua azione indiretta di trasduzione del segnale per l'espressione 

dei geni di difesa. Ad oggi, non è comunque ancora possibile stabilire quali siano le 

concentrazioni di H2O2 necessarie a generare una risposta di tipo diretto o indiretto. Tuttavia, 

queste forme reattive risultano tossiche anche per i tessuti vegetali e pertanto la pianta ne 

regola costantemente la concentrazione (Torres et al., 2006). 

 

1.3. Ruolo dei ROS nella trasduzione del segnale 

I ROS sono coinvolti in diversi processi quali la risposta di ipersensibilità, l'accumulo di 

fitoalessine e l'attivazione dei geni di difesa. Sono riconosciuti dalle piante attraverso tre 

meccanismi (Mittler et al., 2004): i) proteine recettrici non ancora identificate, ii) fattori di 

trascrizione sensibili alle forme redox come NPR1 (“natriuretic peptide receptor 1”) o 

sensibili agli sbalzi termici come HSFs (“heat-shock transcription factors”) e iii) inibizione 

diretta della fosfatasi (Apel & Hirt, 2004; Mittler et al., 2004; Neill et al., 2002).  

La fosforilazione proteica cambia il flusso ionico all'interno della cellula vegetale e genera il 

cosiddetto scoppio ossidativo promuovendo la risposta ipersensibile e/o l'attivazione dei geni 

coinvolti nei meccanismi di difesa, processi fondamentali nei momenti successivi 

all'infezione da parte del patogeno (Chandra et al., 1996; Sasabe et al., 2000). Le prime 

reazioni nella cellula sono rappresentate dalla modificazione della permeabilità della 

membrana plasmatica che genera un afflusso di Ca2+ e protoni ed un efflusso di ioni K+ e Cl- 

(McDowell & Dangl, 2000). Il flusso ionico generato induce la produzione extracellulare di 

ROS mediante l'azione di enzimi specifici che agiscono come messaggeri secondari per la 
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risposta ipersensibile e l'attivazione genica (Lamb & Dixon, 1997). Il calcio si è dimostrato 

essere una molecola fondamentale nei meccanismi di segnalazione: variazioni dei suoi livelli 

di concentrazione vengono registrati dai recettori dei canali calcio i quali, mediante 

attivazione di guanosintrifosfato (GTP) e di reazioni di fosforilazione/defosforilazione 

proteica, attivano ulteriori reazioni a valle (Legendre et al., 1992).  

I processi di fosforilazione/defosforilazione proteica, attivati dalla presenza di H2O2, e 

mediati dalla cascata delle MAPK (“mitogen-activated protein kinase”) portano 

all'attivazione dello scoppio ossidativo (Zwerger & Hirt, 2001). H2O2 media la trascrizione di 

specifici geni probabilmente attraverso ossidazione dei residui di cisteina presenti nei fattori 

di trascrizione (Neill et al., 2002). L'attivazione delle MAPK è una reazione comune in tutte 

le cellule vegetali durante la trasduzione del segnale per l'attivazione dei meccanismi di 

difesa (Neill et al., 2002); la percezione di un segnale extracellulare attiva le MAPK che a 

loro volta facilitano la traslocazione del segnale nel nucleo il quale può fosforilare ed attivare 

diversi fattori di trascrizione modulando l'espressione genica (Apel & Hirt, 2004; Hirt, 1997; 

Zhou et al., 2004). L'attivazione della trasduzione del segnale può generare accumulo di 

ROS, attivazione di geni codificanti le proteine PR, attivazione di enzimi coinvolti nella 

sintesi di fitoalessine, attivazione di enzimi coinvolti in risposta a stress ossidativo, processi 

di lignificazione ed altre risposte di difesa (Alvarez et al., 1998; Apel & Hirt, 2004).  

Somministrazioni di ROS a basse concentrazioni determinano nelle piante l'attivazione di 

diversi meccanismi detossificanti come quelli innescati dagli enzimi superossido dismutasi 

(SOD) e glutatione-S-transferasi che provvedono ad innescare meccanismi di difesa anche 

nelle cellule limitrofe (Levine et al., 1994).   

 

1.4. Ruolo dei ROS nelle modificazioni della parete cellulare 

Le barriere presenti nella zona periferica della cellula vegetale rappresentano la prima linea 

di difesa contro i patogeni a penetrazione attiva (Schulze-Lefert, 2004). Queste forme di 

difesa possono, per esempio, dipendere dallo spessore e dalla natura dello strato di cera 

epicuticolare e della cuticola o dalla composizione e dalle proprietà fisiche della parete 

cellulare stessa. In aggiunta, a seguito di interazioni con i patogeni, si possono verificare 

deposizioni di callosio e lignina nelle zone limitrofe ai siti di penetrazione (Heitefuss, 1997). 

La produzione di ROS all'interno della cellula vegetale è associata alla formazione di barriere 
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fisiche (Hückelhoven & Kogel, 2003); è stata dimostrata in diversi sistemi la correlazione tra 

produzione di H2O2 e lignificazione durante tutto il ciclo di sviluppo delle piante (Olson & 

Varner, 1993). Il perossido di idrogeno risulta inoltre accumulato in vescicole che vengono 

mobilitate nelle zone di interesse ove ci sarà la deposizione di materiale (Collins et al., 2003). 

An et al., 2006 hanno dimostrato la correlazione tra accumulo di H2O2 e movimentazione di 

corpi multivescicolari, vescicole ed altri composti coinvolti nell'ispessimento della parete 

cellulare. La deposizione di materiale a livello di parete cellulare, oltre a rappresentare una 

forma di difesa verso i patogeni, svolge un ruolo chiave nel contenimento della risposta 

ipersensibile, isolando i plasmodesmi che mettono in comunicazione le cellule sane da quelle 

sottoposte ad HR. Il perossido di idrogeno svolge quindi un ruolo chiave nei meccanismi di 

difesa attuati dalla pianta guidando le vie di segnalazione atte ad irrobustire la parete 

cellulare e partecipando nella risposta ipersensibile. 

 

1.5. Ruolo dei ROS nella risposta ipersensibile (HR) 

La risposta ipersensibile viene innescata nella cellula vegetale a seguito di interazione con un 

patogeno (Lam et al., 2001; Lam, 2004). Le cellule coinvolte muoiono rapidamente dopo la 

penetrazione coinvolgendo spesso anche alcune cellule limitrofe; tale fenomeno limita la 

crescita dell'agente patogeno e ne impedisce l'approvvigionamento risultando altamente 

efficace nelle interazioni biotrofiche (Greenberg & Yao, 2004). In aggiunta, nelle medesime 

cellule, vengono prodotti composti tossici quali ROS e fitoalessine atti a contrastare 

l'infezione (Lamb & Dixon, 1997; Li et al., 2006). La risposta ipersensibile risulta invece 

poco efficace nei confronti dei patogeni necrotrofici i quali, uccidendo la cellula vegetale 

prima di nutrirsene, evitano le risposte operate dalla pianta ed anzi ne traggono vantaggio per 

una colonizzazione più rapida dei tessuti (Govrin & Levine, 2000). 

Il coinvolgimento dei ROS nella risposta di ipersensibilità è stato dimostrato mediante 

l'utilizzo di composti antiossidanti o di loro inibitori (Li et al., 2006) e mediante l'ausilio di 

specifici elicitori (Greenberg & Yao, 2004). Fondamentale per innescare la risposta di 

ipersensibilità è lo stress ossidativo che può essere funzionalmente definito come un eccesso 

di molecole perossidanti nella cellula, a seguito della riduzione dell'ossigeno O2 ad acqua. 

Tra queste molecole reattive, vengono annoverati l’anione o radicale superossido O2
 •, il 

perossido di idrogeno H2O2, i radicali idrossili OH• ed il radicale idroperossile HOO• 
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prodotto a seguito di protonazione del radicale superossido (Farr & Kogoma, 1991). La 

produzione di questi intermedi reattivi o specie reattive dell'ossigeno è uno dei primi eventi 

della risposta di ipersensibilità (Dixon et al, 1994). La proprietà chimica dell'ossigeno di 

ridursi rende la produzione di ROS costante e spesso eccessiva e di conseguenza tutti gli 

organismi viventi devono continuamente intervenire per limitarne la produzione mediante 

l'attivazione di sistemi antiossidanti. Si ha stress ossidativo quando la concentrazione delle 

molecole ossidanti supera la naturale capacità della cellula di rimuoverle.  

 

 
Figura 1. Networks di segnalazione nella risposta di ipersensibilità (da Lamb & Dixon, 1997). 

 

Nelle piante i principali enzimi coinvolti nella detossificazione dei ROS sono la superossido 

dismutasi (SOD), che catalizza la dismutazione di O2• in H2O, la catalasi (CAT), che 

catalizza la trasformazione di H202 in H2O e O2 e la ascorbato perossidasi, avente la 

medesima funzione, con l'ascorbato quale specifico donatore di elettroni.  

Questi processi ossidativi pochi minuti dopo l'infezione, provvedono all'accumulo di H202 

generando i primi segnali intermolecolari tra le proteine della parete cellulare. 

Successivamente l'aumento del contenuto di H2O2 funge da messaggero secondario 

stimolando ulteriori meccanismi difensivi che, al raggiungimento di concentrazioni superiori 

alle soglie critiche, portano alla morte cellulare programmata quale risposta di ipersensibilità 

(Levine, 1999). 
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Sebbene il ruolo dei ROS nella HR sia stato ampiamente studiato l'intero processo 

metabolico risulta ancora molto complesso e di difficile interpretazione (Van Breusegem & 

Dat, 2006); svariate ricerche dimostrano comunque l'esistenza di una correlazione tra 

l'accumulo dei ROS (H2O2, O2, O2-), NO e HR (Dat et al., 2003; Montillet et al., 2005) 

evidenziando inoltre un ruolo centrale della NADPH ossidasi nella loro biosintesi (Lamb & 

Dixon, 1997; Li et al., 2006) (Figura 1). I molteplici fattori che influenzano il ruolo dei ROS 

nell'attivazione di HR possono avere ruoli differenti a seconda della loro concentrazione, 

localizzazione e della durata del loro processo produttivo (Levine et al., 1994). 

 

1.6. Ruolo dei ROS nella resistenza sistemica acquisita (SAR) 

L'accumulo di specie reattive dell'ossigeno, ed in particolare di H2O2, oltre ad attivare la 

risposta di ipersensibilità gioca un ruolo chiave nell'induzione della risposta sistemica.  

Elevate concentrazioni di ROS generano un meccanismo a "feedback" positivo con 

conseguente produzione di acido salicilico (SA) il quale, inibendo gli enzimi antiossidanti 

della pianta (catalasi e ascorbato perossidasi) evita la degradazione di H2O2 facilitandone 

l'accumulo (Chen et al., 1993). Questo processo, come visto in precedenza, aumenta i legami 

intermolecolari tra le proteine della parete cellulare fungendo da messaggero allo stimolo di 

ulteriori risposte di difesa localizzate (Bi et al., 1995). Il segnale a lunga distanza, vero 

responsabile dell'attivazione di SAR, viene mediato dall'acido salicilico ed induce la 

produzione di proteine di patogenesi (PRs) (Leon et al., 1993; Park et al., 2007), così 

denominate in quanto prodotte dalla pianta in maniera specifica durante lo sviluppo di SAR. 

Le PRs sono state raggruppate in 17 famiglie in base alla loro sequenza aminoacidica e alla 

loro funzione biologica (Sticher et al., 1997; Van Loon, 2006).  

 

1.7. I metaboliti secondari nella difesa delle piante 

Le piante producono svariati composti organici, la maggior parte dei quali è coinvolta nei 

processi vitali di crescita e sviluppo. Possono essere divisi in due grandi categorie: i 

metaboliti primari, indispensabili per le piante, la cui distribuzione è ubiquitaria nel regno 

vegetale, rappresentati essenzialmente da zuccheri, proteine, lipidi e acidi nucleici, e i 

metaboliti secondari, i quali non sono coinvolti nei processi metabolici basali delle cellule 

ma intervengono come mediatori nelle interazioni delle piante con il loro ambiente (Verport 
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& Memelink, 2000). La produzione di tali composti è quasi sempre molto bassa (meno 

dell'1% di peso secco) e dipende dallo stadio fisiologico e di sviluppo della pianta (Oksman-

Caldentey & Inzè, 2004). I metaboliti secondari sono chimicamente molto diversi e 

caratteristici di ogni specie vegetale. Basandosi sulla loro origine biosintetica, questi 

composti possono essere strutturalmente divisi in cinque grandi gruppi: polichetidi, 

isoprenoidi, alcaloidi, fenilpropanoidi e flavonoidi (Oksman-Caldentey & Inzè, 2004). 

Il ruolo principale di molti metaboliti secondari è di difesa e di molecole segnale, questi 

composti infatti sono stati acquisiti in conseguenza della pressione di selezione che le piante 

hanno subito durante l’evoluzione (Wink, 2003). Sino ad oggi decine di migliaia di 

metaboliti secondari delle piante sono stati identificati ed è stato stimato che esistino 

centinaia di migliaia di questi composti, ancora non identificati, molti dei quali coinvolti nei 

meccanismi di difesa contro insetti, microorganismi, virus e piante competitrici.  

I principali metaboliti secondari prodotti dalle piante in risposta all'infezione da parte di un 

patogeno vengono definiti fitoalessine. Le prime osservazioni concernenti questo fenomeno 

risalgono al 1911, quando il botanico francese Noel Bemard scoprì che i tuberi di due specie 

di orchidee, Orchis morio e Loroglossum Hircinum, diventavano resistenti ad infezioni 

fungine dopo essere stati inoculati con il fungo Rhizoctonia repens (Grayer & Kokunun, 

2000). Comportamento analogo venne riscontrato da Muller e Borger in tuberi di patata 

infetti con un ceppo incompatibile di Phytophtora infestans ottenendo resistenza nei 

confronti della successiva inoculazione con un ceppo compatibile dello stesso patogeno 

(Muller & Borger, 1940). A seguito di questi lavori si ipotizzò che, in risposta ad 

un’interazione incompatibile, le piante fossero in grado di produrre sostanze aspecifiche 

inibenti la crescita del patogeno ed atte a limitare l'infezione da parte di altri patogeni 

compatibili. Queste molecole vennero definite fitoalessine e sono rappresentate dai composti 

chimici prodotti in seguito all'invasione della cellula da parte di parassiti (Grayer & 

Kokubun, 2000). Nel 1963 Cruickshank riuscì ad isolare e caratterizzare da Pisum sativum la 

prima fitoalessina a cui venne dato il nome di pisatina (Cruickshank, 1963). Studi successivi 

evidenziarono che questi composti antimicrobici non venivano prodotti dalle piante solo in 

risposta ad interazioni con patogeni ma anche a seguito di stress abiotici quali radiazioni UV, 

trattamenti con metalli pesanti, siccità e squilibri osmotici. Nel corso degli anni sono state 
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identificate svariate fitoalessine chimicamente molto diverse tra loro quali fenilpropanoidi, 

flavonidi, isoflavonidi, sesquiterpeni e alcaloidi. 

 

1.8. Elicitori e produzione di metaboliti secondari 

Gli elicitori possono essere fisici o chimici, biotici o abiotici oppure differenziati in funzione 

della loro origine e struttura molecolare (Radman et al., 2003). Gli elicitori abiotici sono 

suddvisi in elicitori di origine chimica, fisica e ormonale e nella pianta determinano il 

manifestarsi di svariate reazioni quali la produzione di metaboliti secondari. Tra gli elicitori 

fisici sono importanti la luce, la salinità, lo stress osmotico, lo stress idrico e termico. Piante 

di Catharanthus roseus esposte ai raggi UV-B, ad esempio, evidenziano un significativo 

aumento nella produzione degli alcaloidi vinblastina e vincristina (Binder et al., 2009).  

I metalli pesanti rappresentano uno dei principali agenti abiotici di stress di tipo chimico per 

gli organismi viventi a causa della loro elavata predisposizione ad accumularsi nei terreni e 

alla loro tossicità (Cai et al., 2013). Queste sostanze modificano il metabolismo vegetale 

influenzando la produzione di pigmenti fotosintetici, zuccheri ed altri composti organici 

(Nasim et al., 2010). 

Gli elicitori ormonali sono da sempre molto utilizzati nelle prove di elicitazione, con 

particolare attenzione all’acido jasmonico (JA) e l'acido salicilico (SA), composti chiave 

nell'interazione pianta-patogeno come molecole segnale. JA è generato dalla pianta in 

risposta ad una ferita o ad un attacco patogeno, insieme al suo derivato più attivo MeJa 

induce la produzione di acido rosmarinico, alcaloidi, terpeni e plumbagina in diverse culture 

cellulari (Krzyzanowska et al., 2012; Silja et al., 2014). L'acido salicilico, prevalentemente 

conosciuto come induttore di resistenza sistemica acquisita in risposta ad un patogeno, può 

elicitare la produzione di diversi metaboliti secondari (Hayat et al., 2010; Pieterse et al., 

1999). SA stimola la produzione di stilbene in sospensioni cellulari di Vitis vinifera (Xu et 

al., 2015), di alcaloidi quali vincristina e vinblastina in C. roseus (Idrees et al., 2010) e 

dell'alcaloide scopolamina in colture radicali di Brugmansia candida (Pitta et al., 2000). 

Fra gli elicitori biotici sono annoverati anche oligosaccaridi, lipidi, proteine, polichetidi che, 

quando presenti in bassa concentrazione (nM), causano induzione di resistenza (Shibuya & 

Minami, 2001).  
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L'applicazione di elicitori biotici di origine fungina, allo scopo di stimolare le risposte di 

difesa nelle piante, è una tecnica utilizzata sin dal passato quando venivano preparate 

miscele di estratti fungini senza però conoscerne effettivamente la composizione e le 

molecole realmente attive. L'utilizzo di preparati derivati da funghi patogeni e non patogeni 

come elicitori divenne una delle strategie più diffuse per stimolare la produzione di 

fenilpropanoidi e flavonoidi nelle cellule vegetali (Dixon et al., 2002; Lattanzio et al., 2006). 

Patogeni necrotrofici come ad esempio Botrytis sp. agiscono dapprima uccidendo le cellule 

ospiti, mediante secrezione di tossine, e successivamente alimentandosene (Glazebrook et 

al., 2005). D'altro canto, patogeni biotrofici come Fusarium sp. e Phoma sp. evitano di 

uccidere le cellule ospiti e agiscono alterandone i processi metabolici e secrezionali 

(Leonard et al., 2004; Boerema et al., 2004).  

Le cellule vegetali possiedono un complesso sistema antiossidante che interviene a loro 

protezione dagli effetti dannosi dei ROS (Gill & Tuteja, 2010). E' dimostrato come l'enzima 

fenilalanina ammonio liasi (PAL) catalizzi l'ingresso della L-fenilalanina nella via 

metabolica dei fenilpropanoidi e svolga un ruolo determinante nella sintesi dei composti 

antiossidanti correlati ai meccanismi di difesa (Dixon et al., 2002). Essendo questi fenomeni 

di resistenza indotta correlati alla produzione di svariati metaboliti secondari non sorprende 

il fatto che un elevato numero di elicitori risulti capace di stimolare la produzione, in piante 

medicinali, di importanti composti utilizzati in ambito farmaceutico. Elicitori esogeni sono 

rappresentati anche da componenti specifiche di virus e batteri fitopatogeni (Culver & 

Dawson, 1991). Uno di questi è l'arpina, un polipeptide ricco di glicina, secreto da Erwinia 

amylovora, agente del colpo di fuoco batterico delle rosacee; se infiltrata in foglie di tabacco 

è in grado infatti di indurre risposta di ipersensibilità, rappresentata da una rapida necrosi 

localizzata del tessuto vegetale.  

Le numerose ricerche svolte sul fenomeno dell'elicitazione testimoniano il grande interesse 

della ricerca verso questo argomento; favorire la sintesi ex novo di importanti metaboliti 

secondari risulta di fondamentale importanza sia in ambito agrario, allo scopo di favorire la 

resistenza delle piante a diversi fattori di stress, sia in ambito medico promuovendo la 

produzione di sostanze farmaceutiche. Esempio concreto è rappresentato dagli alcaloidi 

vincristina e vinblastina presenti in C. roseus; questi composti, sintetizzati prevalentemente 
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in situazioni di stress, oltre ad aiutare la pianta risultano sostanze efficaci in campo medico 

nel trattamento di linfomi e leucemia (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Rappresentazione schematica della via biosintetica degli alcaloidi in Catharanthus roseus; DXS: 1-
deossi-D-xilulosio-5-fosfato sintasi; G10H: geraniolo-10-idrossilasi; SLS: secolaganina sintasi; AS: antranilato 
sintasi; TDC: triptofano decarbosillasi; STR: strictosidine sintasi; SGD: strictosidine ẞ glucosidasi; T16H: 
tabersonina 16-idrossilasi; D4H: desacetoxivindolina-4-idrossilasi; DAT: deacetelvindoline-4-O-
acetiltransferasi (da Mujib et al., 2012).  
 
Quando si vuole influenzare, mediante l'utilizzo di un elicitore, la produzione dei metaboliti 

secondari in pianta bisogna valutare attentamente diversi parametri come ad esempio la 
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concentrazione e selettività del composto, la durata dell'esposizione, l'età della coltura, la 

composizione nutrizionale e la qualità del materiale cellulare (Ganapathi & Kangi, 1990).   

La concentrazione dell'elicitore gioca un ruolo determinante nel verificarsi della trasduzione 

del segnale; alti dosaggi provocano, nella maggior parte dei casi, fenomeni di ipersensibilità 

con conseguente morte cellulare mentre livelli ottimali consentono di indurre modificazioni 

del metabolismo secondario (Collinge & Susarenka, 1987; Roewer et al., 1992). Secondo 

parametro fondamentale è rappresentato dalla durata dell'esposizione della coltura o della 

pianta all'elicitore; elicitori diversi necessitano di archi temporali differenti per elicitare la 

stessa reazione (Chodisetti et al., 2013). 

 

 

2. I microRNA 
 

2.1. Identificazione e biogenesi 

L' identificazione dei microRNA (miRNA) avvenuta negli anni novanta ha dato inizio ad una 

nuova era in termini di comprensione dei processi regolatori post-trascrizionali 

dell'espressione genica. I miRNA sono un'ampia classe di piccoli RNA non codificanti 

formati da 19-25 nucleotidi che operano regolando negativamente l'espressione genica a 

livello post-trascrizionale, inducendo la degradazione di specifici RNA messaggeri (mRNA) 

o impedendone la traduzione in proteina. Nelle piante, negli animali e nei lieviti i miRNA 

sono in grado di indurre silenziamento trascrizionale mediante modificazioni del DNA e/o 

della cromatina (Noma et al., 2004).  

Le prime osservazioni sull'esistenza e sul ruolo dei miRNA nella regolazione traduzionale 

furono effettuate nel nematode Caenorhabditis elegans ove vennero identificati piccoli RNA 

in grado di ridurre la sintesi proteica senza modificare i livelli di accumulo di specifici 

mRNA. Il primo gene decritto codificante uno di questi piccoli RNA, lin-4, è un regolatore 

essenziale della divisione cellulare durante lo stadio larvale. Esso origina un corto RNA di 22 

nucleotidi perfettamente complementare ad un tratto della regione 3' non tradotta (3'-UTR) 

dell'mRNA codificante la proteina LIN-14 controllata dal gene lin-4 (Lee et al., 1993). Sette 

anni dopo fu scoperto il secondo miRNA denominato let-7 anch'esso determinante nel 

controllo dello sviluppo larvale nei nematodi (Reinhart et al., 2000). Negli anni successivi 
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sono stati identificati, mediante colonaggio e sequenziamento di queste piccole porzioni di 

RNA, decine di miRNA negli esseri umani, nelle mosche e nei vermi; i miRNA sono ora 

definiti piccoli RNA silenziatori (“small silencing RNAs”) (Ghildiyal & Zamore, 2009). 

Dalla loro scoperta l'interesse per il ruolo dei miRNA nella regolazione genica è cresciuto 

esponenzialmente. Numerosi dati sperimentali hanno dimostrato come i miRNA siano 

coinvolti in svariati processi cellulari quali proliferazione, apoptosi, differenziamento, 

trasduzione del segnale ed in processi fisiologici quali il metabolismo, l'embriogenesi e 

l'organogenesi (Kloosterman & Plasterk, 2006; Alvarez-Garcia & Miska, 2005).  

La biogenesi dei miRNA ha inizio mediante la trascrizione di una breve sequenza genomica 

autocomplementare denominata microRNA primario (pri-miRNA) generalmente trascritto 

dalla RNA polimerasi II (RNAPol II) e processato nel nucleo, mediante l'enzima Drosha, in 

un precursore di 60-70 nucleotidi (pre-miRNA) caratterizzato da una peculiare estremità di 2 

nucleotidi a singolo filamento alle terminazioni 3' (Lee et al., 2003). Questa estremità 

asimmetrica al 3' è legata dalla proteina esportina-5, che permette la traslocazione nel 

citoplasma del pre-miRNA (Lund et al., 2004; Zeng, 2006). In Drosophila e nei mammiferi 

esistono anche vie differenti di processamento dei miRNA, che consentono la formazione di 

un pre-miRNA mediante meccanismi indipendenti da Drosha. Generalmente questi 

meccanismi riguardano miRNA localizzati in brevi introni (miRtrons), veicolati nel 

citoplasma direttamente dopo lo “splicing” (Berezikov et al., 2007). Il pre-miRNA nel 

citoplasma viene riconosciuto a livello della estremità 3' da un complesso multienzimatico 

con attività endonucleasica chiamato Dicer; quest'ultimo completa la maturazione del 

miRNA tagliandolo nella sua forma finale a doppio filamento con 2 nucleotidi sporgenti 

all'estremità 3' (Meister & Tuschl, 2004). Successivamente i miRNA vengono incorporati nel 

complesso ribonucleoproteico dei miRNA (miRNP), noto anche come complesso silenziatore 

indotto da RNA (RISC). Il filamento selezionato e caricato nel RISC è solitamente quello che 

presenta energia libera minore al 5', mentre l'altro viene allontanato e degradato (Schwarz et 

al., 2003). La biogenesi e le modalità d'azione dei miRNA presentano tratti distintivi tra il 

regno animale e quello vegetale (Figura 3); le piante non posseggono l'enzima Drosha e 

DCL1 (DICER-LIKE 1) è l'unico enzima responsabile sia della conversione da pri-miRNA a 

pre-miRNA sia del processamento del miRNA maturo, inoltre l'intero processo viene 

completato nel nucleo. In aggiunta, i nucleotidi al 3' del doppio filamento iniziale 
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miRNA/miRNA* sono metilati dalla proteina HEN1, non presente negli animali. Infine, nel 

regno vegetale la maggior parte dei loci codificanti i miRNA sono rappresentati 

prevalentemente da miRNA intronici situati in geni non codificanti mentre nel regno animale 

da miRNA intronici in geni codificanti proteine. I miRNA evidenziano nelle piante 

complementarità di sequenza molto elevata, spesso perfetta, con i loro “target”; solitamente i 

siti bersaglio sono posizionati nelle UTRs ("untraslated regions") e ORFs ("open reading 

frame") al 5' e nelle UTRs al 3' oltre che in porzioni non codificanti le proteine evidenziando 

come il sistema RNA sia predisposto ad una regolazione diretta da parte dei miRNA. Il 

controllo dell'espressione genica avviene dunque a livello post-trascrizionale inducendo la 

degradazione di specifici mRNA oppure impedendo la traduzione della proteina. Come visto 

precedentemente, il meccanismo d'azione dipende dal grado di complementarità tra il 

miRNA e il suo mRNA bersaglio; l'appaiamento si verifica solitamente in una regione di 6-8 

nucleotidi all'estremita 5' del miRNA detta ''seed''. Una ridotta omologia di sequenza, 

situazione predominante nel regno animale, porta generalmente alla repressione traduzionale 

senza degradazione dell'mRNA bersaglio; viceversa, se l'appaiamento alla regione 3'UTR 

degli mRNA bersaglio è perfetta, come nel regno vegetale, si verifica il taglio del 

messaggero e la sua successiva degradazione (Ambros, 2004). 

 

2.2. I microRNA nelle piante 

La maggior parte dei geni codificanti miRNA è presente nel genoma come unità indipendenti 

(miRNA intergenici) o è localizzata all'interno di introni di altri geni, definiti ospiti, nello 

stesso orientamento o nell'orientamento opposto (Rodriguez et al., 2004). I geni dei miRNA, 

nel regno vegetale, sono trascritti in un miRNA primario (pri-miRNA) mediante la RNA 

polimerasi II; la lunghezza del pri-miRNA può variare da settanta a poche centinaia di basi. 

Solitamente contengono una regione con imperfetta auto-complementarietà e prima di essere 

processati nella caratteristica struttura secondaria a “stem-loop” i pri-miRNA vengono 

stabilizzati attraverso la proteina nucleare Dawdle (DDL). Il pri-miRNA viene incapsulato 

all'estremità 5' e poliadenilato all'estremità 3' mentre le regioni introniche contenenti il pri-

miRNA vengono unite (Xie et al., 2005; Stepien et al., 2016). A questo punto il pri-miRNA 

viene processato mediante il “dicing complex” composto dal DCL1, dal HYL1 (“hyponastic 
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leaves”) e da SE (“C2H2 zinc finger protein serrate”) composti chiave per l'ottenimento della 

doppia sequenza matura miRNA/miRNA* (Park et al., 2002; Fukudome & Fukuhara, 2017). 

In Arabidopsis sono state scoperte quattro diverse famiglie di endonucleasi DCL RNase III 

ma DCL1 risulta essere quello predominante per il processamento dei miRNA (Park et al., 

2002). DCL2, DCL3 e DCL4 producono diversi tipi di piccoli RNA interferenti (siRNA), 

inclusi siRNA endogeni e siRNA virali e transgenici (Gasciolli et al., 2005). Eccezione è 

rappresentata da alcuni miRNA come ad esempio miR822 e miR839 i quali sono generati dal 

DCL4 invece che dal DCL1 (Rajagopalan et al., 2006).  

 

 
Figura 3. Biogenesi dei miRNA e loro assemblaggio nel complesso miRISC in piante e animali. 
Nelle piante il pri-miRNA viene processato in successione da DCL1; inizialmente vengono asportati 
l'anello di ripiegamento ed i segmenti laterali dando origine al pre-miRNA, poi, sempre ad opera di 
DCL1, viene prodotto il miRNA maturo che, una volta metilato, viene esportato nel citoplasma e 
caricato nel complesso RISC. Negli animali il pri-miRNA è processato ad opera di Drosha e della 
subunità DGCR8 per l'ottenimento del pre-miRNA. A questo punto il doppio filamento viene 
esportato dal nucleo ed elaborato dal “dicer” generando il miRNA maturo che successivamente 
viene assemblato nel complesso RISC (da Carthew & Sontheimer, 2009). 
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DCL1 processa il pri-miRNA nella classica conformazione a forcina in due step: il primo 

taglio viene eseguito a 15-17 nucleotidi di distanza dalla base del doppio filamento, 

successivamente il pre-miRNA ottenuto viene ulteriormente tagliato ottenendo il doppio 

filamento miRNA/miRNA* di 21 nucleotidi (Song et al., 2010). 

Delle cinque famiglie di proteine con attività di legame verso i doppi filamenti a RNA 

(“double-stranded RNA-binding proteins”, DRBs) HYL1/DRB1 è sicuramente la più 

importante nella fase di biogenesi dei miRNA mentre DRB2 è riscontrato influenzarne 

l'accumulo di diverse specie (Eamens et al., 2012). HYL1 interagisce con DCL1 

migliorandone l'efficienza e la precisione durante le fasi di elaborazione del precursore del 

miRNA (Yang et al., 2014). Oltre a DCL1 e HYL1 anche la proteina SE è considerata 

componente chiave per la formazione del complesso denominato ''dicing bodies'' (D-bodies) 

responsabile del processamento dei miRNA in Arabidopsis. Mutazioni della proteina SE 

determinano una riduzione dei livelli di miRNA maturi, un incremento dei livelli dei pri-

miRNA ed una riduzione dell'attività di ''splicing'' a loro carico (Grigg et al., 2005). 

Il doppio filamento miRNA/miRNA* viene a queso punto metilato all'estremità 3' dalla 

metiltransferasi HEN1 (“Hua Enhancer1”) la quale aggiunge un gruppo metile all'estremità 

2'-OH del tratto terminale 3' di entrambi i filamenti (Figura 4). La metilazione è un processo 

fondamentale nell'evitare uridilazione e degradazione dei miRNA ad opera delle esonucleasi. 

Il doppio filamento metilato viene trasportato dal nucleo al citoplasma mediante la proteina 

HASTY, omologa dell'esportina-5 degli animali (Papp et al., 2003). Una volta arrivato nel 

citoplasma uno dei due filamenti viene selezionato dalla proteina AGO1 e successivamente 

incorporato nel complesso RISC mentre l'altro viene degradato (Eldem et al., 2013). La 

formazione del complesso RISC in Arabidopsis avviene mediante i seguenti processi: i) 

AGO1 ed una porzione della proteina da shock termico (“heat shock protein”, HSP) HSP90 

formano un dimero. ii) Il legame di HSP90 con adenosina trifosfato (ATP) causa una 

modificazione della conformazione di AGO1 che permette al miRNA a doppio filamento di 

essere incorporato nel complesso proteico AGO1-HSP90. iii) L'idrolisi dell'ATP induce la 

dissociazione tra AGO1 e HSP90. iv) AGO1 a causa della dissociazione di HSP90 cambia la 

propria conformazione, uno dei due filamenti viene rimosso e si ottiene il complesso RISC 

maturo (Iki et al., 2010). 
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Figura 4. Biogenesi dei microRNA (miRNA) nelle piante (da Yu et al., 2017). 

 

Il filamento incorporato nel RISC viene selezionato in funzione di diversi fattori; prima 

peculiarità è rappresentata dalla predisposizione della proteina AGO1 di incorporare 

filamenti aventi residui di uridina al terminale 5'. Altro fattore influente è la stabilità 

termodinamica dell'estremità 5', livelli minori di stabilità rispecchiano generalmente 

maggiori probabilità di selezione. Il miRNA funzionale guida a questo punto il RISC 

nell'attività di silenziamento mentre il filamento complementare viene velocemente 

degradato; la concentrazione dei filamenti miRNA* complementari è generalmente molto 
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bassa nelle piante proprio a causa della loro rapida degradazione. Studi recenti hanno 

dimostrato come, al verificarsi di particolari condizioni, sia possibile rinvenire nelle piante 

elevate concentrazioni di miRNA* complementari che possono intervenire nel medesimo 

"pathway" (Sunkar et al., 2012). 

 

2.3. Modalità d'azione dei miRNA  

I miRNA nelle piante regolano i propri geni “target” a livello post trascrizionale mediante 

due modalità: taglio del trascritto oppure blocco della sua traduzione (Roger & Chen, 2013). 

Come visto in precedenza, l'omologia di sequenza tra il miRNA e il suo “target” influenza la 

modalità d'azione con cui verrà svolto il silenziamento; il taglio del trascritto avviene 

solamente nel caso in cui si verifichi una complementarità quasi perfetta (Hurtvagner & 

Zamore, 2002). Nel regno vegetale i miRNA ed i loro mRNA “target” presentano 

complementarietà molto elevata, proprio per questo la modalità d'azione più comune è 

rappresentata dal taglio dell'RNA messaggero (Chen, 2009).  

 

2.3.1. Taglio del trascritto  

Il taglio del trascritto guidato dai miRNA avviene in precise posizioni (Llave et al., 2002) e 

ad opera del dominio PIWI presente nella proteina AGO1, il quale mediante ripiegamento 

esibisce attività endonucleasica; questo tipo di attività è stata dimostrata sia per AGO1, 

principale effettore in Arabidopsis, sia per AGO2, AGO4, AGO7 e AGO10 (Zhu et al., 

2011). Subito dopo il taglio i frammenti all'estremità 5' e 3' vengono degradati dalle 

esonucleasi; contrariamente ai frammenti posti all'estremità 3', i quali sono spesso rilevati 

nelle piante, i frammenti al 5' vengono individuati molto raramente probabilmente a causa 

della loro rapida degradazione. In Chlamydomonas reinhardtii, i frammenti al 5' sono 

poliadenilati dalla nucleotidil transferasi MUT68 e successivamente degradati dagli esosomi 

citoplasmatici (Ibrahim et al., 2006). Il soppressore HEN1 (HESO1), omologo in 

Arabidopsis della transferasi MUT68, insieme al suo paralogo URT1 (UTP:RNA 

uridiltransferasi) sono responsabili della poliuridilazione dei frammenti al 5' in vivo ed in 

vitro (Wang et al., 2015).  
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2.3.2. Inibizione della traduzione 

Nelle piante l'inibizione della traduzione dell'mRNA avviene molto meno frequentemente 

rispetto alla modalità di taglio descritta precedentemente. I primi esempi di soppressione 

della traduzione mediata da miRNA sono stati riscontrati in AP2 (APETALA 2) e SPL3 

(SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE 3) regolati rispettivamente da 

miR172 e miR156/7 (Aukerman & Sakai, 2003). In presenza di concentrazioni anomale di 

questi miRNA i livelli di trascritti di AP2 e SPL3 erano comparabili a quelli dei controlli ma 

venivano registrate variazioni di concentrazione delle rispettive proteine (Chen, 2004). 

Fattori chiave necessari affinchè avvenga l'inibizione della traduzione dell'mRNA sono 

l'enzima KATANIN1 (KTN1) (Brodersen et al., 2008), il complesso di elaborazione ("P 

body") e la sua componente denominata VARICOSE (VCS) (Brodersen et al., 2008), la 

proteina SUO (“GW-repeat protein”) (Yang et al., 2012) e la proteina AMP1 (ALTERED 

MERISTEM PROGRAM1) localizzata nella membrana del reticolo endoplasmatico (Li et 

al., 2013). L’assemblaggio di tutti questi fattori consente di generare un'associazione stabile 

tra il complesso RISC ed mRNA bersaglio impedendone la traduzione. 

 

2.4. Ruolo dei miRNA nello sviluppo 

Le prime segnalazioni inerenti il ruolo degli “small RNAs” nello sviluppo delle piante sono 

riferite ad individui mutanti che presentavano delle deficienze nella loro biogenesi o nelle 

loro funzioni. Svariati geni determinanti per la biogenesi e la funzionalità dei miRNA come 

ad esempio DCL1, AGO1, HEN1, SE, DDL e HYL1 sono stati riscontrati essere 

fondamentali nei processi di sviluppo delle piante, esaminando le conseguenze delle loro 

mutazioni in alcune piante test, ancor prima di conoscere il loro ruolo nella biogenesi dei 

miRNA (Jones-Rhoades et al., 2006, Chen, 2009). Il ruolo dei miRNA è ritenuto 

fondamentale in diversi programmi di sviluppo nelle piante come ad esempio nell'emissione 

e nella successiva crescita delle radici, nello sviluppo dei tessuti vascolari, nella morfogenesi 

e polarità delle foglie, nella differenziazione dei fiori e nella regolazione della loro fase 

transitoria tra crescita vegetativa e crescita riproduttiva (Chen, 2009). 
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2.5. Regolazione delle fasi transitorie 

In Arabidopsis thaliana e Zea Mais è stato dimostrato che le fasi di transizione del loro 

sviluppo sono coordinate dall'attività antagonistica tra miR156 e miR172; durante lo sviluppo 

delle foglie, ad esempio, si assiste ad una diminuizione dei livelli di miR156 ed ad un 

aumento di miR172 (Schwab et al., 2005; Chuck et al., 2007). Anche i loro “target”, ossia i 

fattori di trascrizione “Squamosa Promoter Binding ProteinLike” (SPL) e APETALA2 (AP2) 

rispettivamente, sono espressi attraverso patterns complementari. Concentrazioni crescenti di 

miR156, in concomitanza a ridotta attività di miR172, limitano le transizioni da una fase 

evolutiva all'altra, prolungano la fase giovanile e ritardano la fioritura (Chuck et al., 2007). 

Contrariamente, bassi livelli di miR156 velocizzano il raggiungimento della fase adulta nelle 

foglie ed inducono precocemente la fioritura; effetti simili sono riscontrati in piante con 

ridotta attività di AP2, “target” di miR172. Concentrazioni maggiori di miR172 inibiscono 

l'attività di alcuni repressori della fioritura come SMZ, SNZ, TOE1 e TOE2 (Aukerman & 

Sakai, 2003). Anche miR390 risulta essere coinvolto in questi processi di traniszione 

promuovendo la produzione di ta-siRNA, trascritto da TAS3, il quale inibisce i fattori di 

risposta dell'auxina 3 e 4 (ARF3-ARF4). Rubio-Somoza e Weigel (2011) ipotizzano che 

ARF3 possa promuovere l'espressione di SPLs i quali risulterebbero però repressi dall'attività 

di AP2; viene dunque proposto un modello in cui miR172 agendo su AP2 diminuirebbe i 

livelli di SPL mediante la sotto regolazione del suo attivatore ARF3 (Rubio & Weigel, 2011).  

 

2.6. Regolazione della crescita fogliare 

Il complesso miR390-TAS3-ARF3/4 è coinvolto anche nella regolazione della crescita 

abassiale e adassiale delle foglie durante il loro sviluppo. Durante questo processo suddetto 

complesso è aiutato nell'esplicare la propria azione anche da fattori di trascrizione HD-ZIP 

III denominati PHABULOSA (PHB), PHAVOLUTA (PHV) e REVOLUTA (REV) regolati 

a loro volta da miR165 e miR166 (Emery et al., 2003). Questi due miRNA regolano 

l'accumulo di queste proteine nella pagina superiore ed inferiore della foglia controllandone 

lo sviluppo. Anche PHB e REV giocano un ruolo importante nella crescita delle foglie 

regolando l'accrescimento dei tessuti vascolari; malformazioni e defezioni sono state 

riscontrate in piante in cui PHB e REV sfuggivano al controllo di miR165 e miR166. 

Defezioni nello sviluppo sono state riscontrate anche in piante ove miR159 risultava non 
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esplicare la sua azione inibitoria sui propri “target” MYB TF (in particolare MYB33 e 

MYB65), azione necessaria per un corretto sviluppo dei tessuti vascolari delle foglie.  

Fattori di trascrizione come CUC1 e CUC2 (CUP-SHAPER COTYLEDON) regolati da 

miR164 ricoprono un ruolo importante nel definire le zone di confine dei vari organi vegetali 

durante il loro sviluppo, nel regolare la crescita dei fiori e la morfologia fogliare (Baker et 

al., 2005; Sieber et al., 2007). Piante in cui l'azione di questi miRNA è compromessa 

evidenziano sviluppi anomali come cotiledoni fusi tra loro, stami non separati ed un numero 

anomalo di petali e sepali (Jones-Rhoades et al., 2006). L'azione di miR164 è influenzata a 

sua volta dal fattore di trascrizione TCPs regolato da miR319, il quale può legarsi alla 

sequenza regolatrice di miR164 modulandone i livelli di espressione. Questi due miRNA 

agiscono in sinergia e la mancata attività di uno dei due porta alla comparsa di fenotipi 

aberranti (Jones-Rhoades et al., 2006). L'azione congiunta dei fattori di trascrizione regolati 

da miR164 e miR319 influisce anche sulla formazione del margine fogliare; piante in cui tale 

“network” non era normalmente regolato evidenziavano margini fogliari seghettati ed 

anormali. L'abilità di miR319 sulla regolazione della proliferazione cellulare è, a sua volta, 

parzialmente influenzata da miR396 il quale, avendo come “target” i fattori di trascrizione 

GRF (“Growth-Regulating Factor”), regola la proliferazione dei tessuti (Eldem et al., 2013). 

Sebbene ci siano diverse testimonianze del ruolo di questi miRNA nel controllo dello 

sviluppo fogliare non risulta ancora chiaro come queste diverse vie metaboliche, regolate da 

miR164, miR319 e miR396, interagiscano tra loro (Rubio-Somoza & Weigel, 2011). 

 

2.7. Regolazione del processo riproduttivo 

Svariati sono i geni codificanti miRNA che esplicano un'azione di regolazione sui vari 

processi riproduttivi come ad esempio l'architettura fiorale, l'organogenesi e la maturazione 

degli organi riproduttivi. Ruolo predominante nella loro regolazione è svolto da miR156 e 

miR172; nelle infiorescenze di mais tali miRNA regolano sia i tesssuti meristematici della 

spiga sia l'organogenesi (Chuck et al., 2007). Comportamento analogo è stato riscontrato 

anche in Arabidopsis dove il binomio miR156-miR172, agendo sul fattore di trascrizione 

AP2, determina l'identità degli organi fiorali come calice, corolla, petali e sepali (Chen, 

2009). Livelli di espressione molto bassi di miR159 possono generare sterilità maschile e 

ritardata fioritura in Arabidopsis (Chen et al., 2009). Sempre in Arabidopsis miR167, agendo 



 

- 22 - 
 

su ARF6 e ARF8, regola lo sviluppo di ovulo ed antere (Chen, 2009); ruoli determinanti nel 

processo riproduttivo sono stati inoltre proposti per miR169 in Petunia hybrida e 

Antirrhinum majus e per miR5200 in Brachypodium distachyon (Chen, 2009; Wu et al., 

2013). 

 

2.8. Regolazione dello sviluppo radicale 

Lo sviluppo radicale si basa prevalentemente sul controllo della crescita delle radici 

secondarie e dei peli radicali; le auxine hanno un ruolo determinante in questi processi e 

vengono regolate da diversi miRNA. Lo sviluppo iniziale delle radici è mediato da NAC1 

“target” di miR164 e miR160 il quale a sua volta regola diversi fattori di risposta all'auxina 

come ARF10, ARF16 e ARF17 (Guo et al., 2005). In un secondo momento entra in gioco 

anche miR390 innescando la produzione di ta-siRNA trascritto a sua volta da TAS3 e avente 

come “target” altri due fattori di risposta all'auxina ossia ARF3 e ARF4 (Adenot et al., 

2006). Successivamente, durante l'emissione e l'allungamento delle radici secondarie entrano 

in gioco anche miR167 e miR393 aventi come “target”s rispettivamente ARF8 e AFB3 

("Auxin-signaling F-box"). 

 

2.9. Regolazione della senescenza 

La senescenza nelle piante è un processo regolato principalmente da due miRNA ossia 

miR164 e miR319. In Arabidopsis è stato dimostrato come il primo tenda a dimuire con 

l'avanzare dell'età determinando un conseguente accumulo dei suoi “target” quali NAC1, 

ORE1 e At5g61430 (Kim et al., 2009); contrariamente, la sua sovraespressione, o la riduzone 

dell'attività di ORE1, promuove la longevità dei tessuti. Comportamento opposto è invece 

quello di miR319 il quale agisce inibendo i processi di senescenza; il suo “target” (TCP) 

influisce i processi di invecchiamento cellulare mediante attivazione della lipossigenasi2 

(LOX2), uno dei principali enzimi coinvolti nella via metabolica dell'acido jasmonico 

(Schommer et al., 2008). Oltre ad etilene ed acido jasmonico anche le auxine giocano un 

ruolo chiave nel regolare questi processi metabolici; proprio a tale proposito interviene nella 

regolazione della senescenza anche il miR390 che avendo come “target” ARF2 esplica un 

ruolo fondamentale nel determinare l'inizio del processo di senescenza e nel regolare 

l'abscissione degli organi fiorali (Rubio-Somoza & Weigel, 2011). 
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2.10. Ruolo in risposta a stress abiotici 

Le risposte delle piante agli stress sono mediate da meccanismi multipli e i miRNA sono 

spesso considerati composti chiave nella regolazione dell'omeostasi cellulare (Leung & 

Sharp, 2010). Durante lo stress, la crescita e lo sviluppo vengono bloccati e tutte le risorse 

vengono utilizzate per adattarsi alla nuova condizione. I principali e più conservati miRNA 

nel regno vegetale hanno come “target” mRNA codificanti diverse famiglie di fattori di 

trascrizione; i livelli di questi miRNA e dei loro geni “target” sono dimostrati essere regolati 

durante l'esposizione allo stress, suggerendo un controllo attivo anche dello sviluppo e della 

crescita (Khraiwesh et al., 2012). Sovraespressioni di miR393, miR160 e miR167 sono state 

osservate durante fenomeni di siccità e di salinità oltre che dopo l'esposizione ad altri stress 

abiotici quali sale, acido abscissico, raggi UV-B, calore e freddo (Sunkar et al., 2012). Come 

accennato precedentemente questi tre miRNA sono implicati nella regolazione dell'auxina 

avendo come “target” TIR1/AFB ed i fattori di trascrizione auxina dipendenti ARF. Durante 

lo stress la sovraespressione di miR393 contribuisce a sopprimere la segnalazione della via di 

produzione dell'auxina riducendo i livelli di espressione di TIR1 e conseguentemente 

incrementando l'etero-dimerizzazione del complesso AUX/IAA-ARF liberando ARF. In 

aggiunta, nel suddetto sistema di regolazione entrano in gioco anche miR160 e miR167 

regolando negativamente i livelli di ARF (Sunkar et al., 2012). L'azione di questi tre miRNA 

blocca dunque l'espressione genica mediata dal complesso ARF riducendo il tasso di crescita 

della pianta durante l'esposizione allo stress e promuovendo meccanismi di tolleranza 

(Sunkar et al., 2012). Le funzioni dei miRNA più conosciuti sono riassunte sotto. 

Il miR169 sembrerebbe avere un ruolo determinante nella risposta agli stress; in Arabidopsis 

livelli più bassi di questo miRNA permettono una maggior espressione di NFYA5, fattore 

importante per la rispostà alla siccità. Curiosamente, l'espressione di questo miRNA durante 

l'esposizione a stress idrici in piante di riso tende ad aumentare contrariamente a quanto 

riportato in piante di Arabidopsis e Medicago truncatula (Sunkar et al., 2012). 

Il miR168 è stato dimostrato essere regolato durante diversi stress come siccità, calore, 

salinità ed esposizione a raggi UV-B. Sembra venga trascrizionalmente co-regolato insieme 

al suo “target” AGO1 permettendo di regolare l'omeostasi cellulare in ciascuna cellula ove il 

miRNA sta funzionando (Khraiwesh et al., 2012). 
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Anche miR171 viene modulato in risposta a siccità o ad altri stress abiotici (Zhang et al., 

2010); questo miRNA ha come “target” il fattore di trascrizione SCL (“scarecrow-like 

family”) il quale funge da antagonista del repressore di crescita DELLA in Arabidopsis 

(Zhang et al., 2011) promuovendo il segnale coinvolto nella via metabolica delle 

gibberelline. 

Il miR396 è stato identificato in diverse piante come miRNA di risposta a stress salino, è 

stato inoltre associato ad altri fattori di stress quali siccità e freddo. In piante di riso e di 

Arabidopsis la sua sovraespressione riduce la tolleranza alla salinità (Peng et al., 2010). 

Studi recenti dimostrano variazioni nei livelli di espressione del miR398, il quale ha come 

traget due superossido dismutasi Cu/Zn (CSD1 e CSD2), durante l'esposizione a stress 

salino. Questo stress limita la presenza di miR398 generando maggiori livelli di espressione 

del suo “target”. Questo processo è necessario affinchè i ROS accumulatisi durante 

l'esposizione allo stress, vengano detossificati da CSD1 e CSD2 mediante variazioni di 

concentrazione del miR398 (Sunkar et al., 2012). 

 

 

3. I FITOPLASMI 
 

3.1. Caratteristiche generali 

I fitoplasmi sono batteri fitopatogeni appartenenti ala classe Mollicutes (IRPCM, 2004). 

Sono considerati le più piccole forme di vita conosciute, dalle dimensioni estremamente 

contenute, variabili dai 200 nm agli 800 nm di diametro e caratterizzati da mancanza di 

parete cellulare, che si riflette nella loro struttura pleomorfa (Lee et al., 2000). Sono 

procarioti con un genoma di 680-1.600 kb ed un contenuto di guanina e citosina compreso 

tra 23-26% (Sears et al., 1989), in alcuni casi tale percentuale scende al di sotto del 23%, 

ritenuto il livello soglia per un genoma vitale (Muto & Osawa, 1987). Nonostante la ridotta 

dimensione del genoma, molti geni sono presenti in molteplici copie; è nota infatti la 

presenza di due operoni dell’RNA ribosomico, la cui eterogeneità è stata dimostrata per 

alcuni ceppi di fitoplasmi (Liefting et al., 1996, 2004; Bertaccini et al., 2005). Il genoma 

contiene anche trasposoni e sequenze di inserzione che ne incrementano la variabilità 

facilitandone la sopravvivenza in piante ed in insetti (Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006). 
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Queste sequenze sono state nominate mosaici variabili (SVM) (Jomantiene & Davis, 2006; 

Jomantiene et al., 2007) oppure potenziali unità mobili, PMU (Bai et al., 2006). Altri studi 

mediante sonde a DNA hanno determinato che in quasi tutti i fitoplasmi è presente DNA 

extracromosomico con struttura simile a quella dei plasmidi batterici (Lee & Davis 1988; 

Bertaccini et al., 1990; Kuske et al., 1991; Schneider et al., 1993). Le ridotte dimensioni 

genomiche appaiono la conseguenza di un processo di evoluzione degenerativa che ha 

comportato l'eliminazione graduale di sequenze nucleotidiche da progenitori rappresentati da 

batteri Gram-positivi (Bacillus subtilis). Sebbene il genoma del fitoplasma contenga geni di 

base con funzioni cellulari come replicazione del DNA, trascrizione, traduzione e 

traslocazione di proteine (Kakizawa et al., 2001), manca di molti geni metabolici. In 

generale, infatti, come gli altri micoplasmi sono privi di geni per il ciclo dell'acido 

tricarbossilico, per la biosintesi di steroli e acidi grassi, per la sintesi de novo dei nucleotidi e 

la biosintesi della maggior parte degli amminoacidi, caratteristiche che li rendono dipendenti 

dal loro ospite (Razin et al., 1998).  

I fitoplasmi, inizialmente denominati “mycoplasma-like organism”, “MLO” (Doi et al., 

1967), vivono nel floema delle piante e nell’emolinfa degli insetti vettori; sono trasmessi da 

insetti floemomizi quali cicadellidi, cixiidi e psillidi, e sono associati a numerose malattie di 

piante anche economicamente molto importanti come viti, piante da frutto ed ornamentali 

(Hogenhout et al., 2008; Bertaccini & Duduk, 2010; Oshima et al., 2013). Le piante infette 

mostrano sintomi peculiari, riconducibili ad un alterato equilibrio tra i regolatori di crescita e 

ad una mancata funzionalità floematica: giallumi, nanismo, proliferazione dei germogli 

ascellari (scopazzi), fillodia (sviluppo di foglie al posto dei carpelli fiorali), virescenza, 

arrossamenti di foglie e fusti, necrosi. Più sintomi possono essere presenti 

contemporaneamente ed in alcuni casi la sintomatologia, specialmente nelle piante perenni, 

può risultare mortale. I sintomi associati ad infezioni da fitoplasmi variano 

considerevolmente nelle diverse piante ospiti, in funzione di numerosi fattori fra i quali lo 

stadio dell’infezione ed in ultima analisi le interazioni metaboliche che intercorrono tra i 

fitoplasmi e le specie ospiti e l’alterazione in queste ultime di geni omeotici (Bertaccini, 

2007; Himeno et al., 2011; Bertaccini et al., 2014).  
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3.2. Classificazione 

A livello tassonomico i fitoplasmi sono collocati nella classe Mollicutes ("mollis", molle, 

"cutis", pelle, in latino) del "phylum" Tenericutes (Brown et al., 2010). I mollicuti si sono 

evoluti come una branca di Firmicutes attraverso un processo di evoluzione riduttiva o 

degenerativa. Durante questo processo, i Mollicutes hanno perso significative sequenze 

genomiche, ritenute essenziali per la vita. Studi di analisi delle sequenze del DNA 

ribosomico 16S rDNA e altri geni conservati suggeriscono che i fitoplasmi comprendono un 

grande, discreto, gruppo monofiletico, strettamente correlato agli acholeplasmi (Lee et al., 

2010). Inizialmente, l’individuazione di questi microorganismi era affidata alle osservazioni 

mediante microscopio con colorazione di DAPI o attraverso il microscopio elettronico; 

dall'inizio degli anni ‘90, grazie all'impiego del DNA ricombinante, gli studi filogenetici e 

tassonomici sono potuti progredire più velocemente e in maniera più accurata, permettendo 

così di distinguere questi procarioti in diversi gruppi ribosomici (Lee et al., 1992; Lee et al., 

1998). Nonostante sia stata provata la loro capacità di crescere in substrato artificiale 

(Contaldo et al, 2012; 2016), la loro cultura non risulta ancora pratica comune quindi per la 

loro classificazione è ancora necessario l’impiego di 'Candidatus Phytoplasma' (IRPCM, 

2004), che fa riferimento ad una sequenza unica >1200 nt (gene 16S rRNA) con un 

coefficiente di similarità inferiore al 97.5% rispetto a tutti gli altri precedentemente descritti. 

I fitoplasmi sono classificati anche in gruppi e sottogruppi in base all'analisi RFLP di un 

segmento del gene 16S rRNA di 1,25 kb, utilizzando un insieme definito di 17 enzimi di 

restrizione (Lee et al., 1998). I gruppi ribosomici sono inoltre stati suddivisi in sottogruppi 

distinti sulla base dell’analisi RFLP (Lee et al., 1998, 2007) effettuata direttamente o in 

silico, con un programma disponibile online (iPhyClassifier, Zhao et al., 2009), in grado di 

eseguire analisi di omologia di sequenza e simulazioni di restrizioni enzimatiche. Un nuovo 

sottogruppo ribosomico viene riconosciuto se il profilo di restrizione complessivo ha un 

coefficiente di somiglianza di 0,97 o inferiore rispetto ai sottogruppi precedentemente 

designati all'interno di un determinato gruppo (Wei et al., 2008). In alcuni casi la sola analisi 

della sequenza del gene 16S rRNA non è sufficiente e quindi è possible prendere in 

considerazione anche alcune caratteristiche biologiche ed ecologiche. L’identificazione di 

specie diverse all’interno del genere ‘Ca. Phytoplasma’ è infatti possibile nel caso sussistano 

le seguenti condizioni: (i) che i due fitoplasmi siano trasmessi da vettori diversi; (ii) che in 
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natura abbiano ospiti vegetali diversi; (iii) che vi siano differenze molecolari significative 

(IRPCM, 2004). Ad oggi, esistono 43 specie ‘Candidatus’ e 36 gruppi ribosomici (Tabella1). 

 

Gruppo 
ribosomico 

Sottogruppo ribosomico malattia (acronimo) e 
‘Candidatus’ ove presente 

Codice GenBank 

16SrI 

I-A Aster yellows witches’ broom (AYWB) NC007716 
I-B Onion yellows mild strain (OY-M) ‘Ca. P. asteris’ NC005303 

I-C Clover phyllody (CPh) AF222065 
I-D Paulownia witches’ broom (PaWB) AY265206 

I-E Blueberry stunt (BBS3) AY265213 
I-F Aster yellows apricot-Spain (A-AY) AY265211 

I-I Strawberry witches’ broom (STRAWB1) U96614 
I-K Strawberry witches’ broom (STRAWB2) U96616 

I-L Aster yellows (AV2192) AY180957 
I-M Aster yellows (AVUT) AY265209 
I-N Aster yellows (IoWB) AY265205 

I-O Soybean purple stem (SPS) AF268405 
I-P Aster yellows da pioppo (PopAY) AF503568 

I-Q Cherry little leaf (ChLL) AY034089 
I-R Strawberry phylloid fruit (StrawbPhF) AY102275 

I-S Mexican potato purple top phytoplasma (COAH10) FJ914654 
I-U Mexican potato purple top phytoplasma (JAL6) FJ914650 

I-V Mexican potato purple top phytoplasma (SON18) FJ914642 
I-W Peach rosette-like disease (PRU0382) HQ450211 

I-Y “Brote grande” of tomato ‘Ca. P. lycopersici’ EF199549 

16SrII 

II-A Peanut witches’ broom (PnWB) L33765 
II-B Lime witches’ broom (WBDL) ‘Ca. P. aurantifolia’ U15442 

II-C Fava bean phyllody (FBP) X83432 
II-D Papaya mosaic (PpM) ‘Ca. P. australasia’ Y10096 

II-E Pichris echioides phyllody (PEY) Y16393 
II-F Cotton phyllody (CoP) EF186827 

II-G Cactus witches' broom YN23 EU099568 
II-H Cactus witches' broom YN24 EU099569 
II-I Cactus witches' broom YN06 EU099551 
II-J Cactus witches' broom YN07 EU099552 
II-K Cactus witches' broom YN28 EU099572 
II-L Cactus witches' broom YN01 EU099546 

II-M Tephrosia purpurea witches’ broom HG792252 
II-N Papaya bunchy top BTSpLT01-IIN JF781309 

II-O Tabebuia pentaphylla witches' broom EF647744 
II-P Cuban papaya DQ286948 

II-Q Papaya bunchy top BTSpHav02-IIA JF781310 
II-R Echinopsis sp. yellow patch DQ535900 

II-S Amaranthus hypochondriacus 52A FJ357164 
II-T Tomatillo witches' broom clone 5-5 EU125185 

II-U Papaya little leaf disease KP057205 
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II-V Praxelis clematidea phyllody disease KY568717 
II-W Crotalaria witches' broom EF656453 

II-Z Abarkooh sunflower phyllody (ASP) KJ016231 

16SrIII 

III-A Peach X-disease (PX11CT1) ‘Ca. P. pruni’ JQ044392/JQ044393 
III-B Clover yellow edge (CYE) AF173558 

III-C Pecan bunch (PB) GU004371 
III-D Goldenrod yellows (GR1) GU004372 

III-E Spiraea stunt (SP1) AF190228 
III-F Milkweed yellows (MW1) AF510724 

III-G Walnut witches’ broom (WWB) AF190226/AF190227 
III-H Poinsettia branch-inducing (PoiBI) AF190223 

III-I Virginia grapevine yellows (VGYIII) AF060875 
III-J Chayote witches’ broom (ChWBIII) AF147706 

III-K Strawberry leafy fruit (SLF) AF274876 
III-L Cassava frog skin disease (CFSD) EU346761 

III-M Potato purple top (MT117) FJ226074 
III-N Potato purple top (AKpot6) GU004365 

III-P Dandelion virescence (DanV) AF370119/AF370120 
III-Q Black raspberry witches’ broom (BRWB7) AF302841 

III-T Sweet and sour cherry (ChD) FJ231728 
III-U Cirsium white leaf (CWL) AF373105/AF373106 

III-V Passion fruit phytoplasma (PassWB-Br4) GU292082 

16SrIV 

IV-A Coconut lethal yellowing (LYJ-C8) AF498307 
IV-B Yucatan coconut lethal decline (LDY) U18753 

IV-C Tanzanian coconut lethal decline (LDT) X80117 
IV-D Texas Phoenix Palm Decline HQ414260 

IV-E Rep. Dom. Coconut lethal yellowing (CLYDR) DQ631640 
IV-F Washingtonia roibusta Coconut lethal yellowing KX982666 

16SrV 

V-A Elm yellows (EY) ‘Ca. P. ulmi’ AY197655 
V-B Jujube witches’ broom (JWB-G1) ‘Ca. P. ziziphi’ AB052876 

V-C “Flavescence dorée” (FD-C) X76560 
V-D “Flavescence dorée” (FD-D) AJ548787 

V-E Rubus stunt (RuS) ‘Ca. P. rubi’ AY197648 
V-F Balanites witches’ broom (BltWB) ‘Ca. P. balanitae’ AB689678 

V-G Jujube witches' broom Korea (JWB-Kor1) AB052879 
V-H Bischofia polycarpa witches' broom KJ452548 

V-I Persimmon Fasciation KF995724 

16SrVI 

VI-A Clover proliferation (CP) ‘Ca. P. trifolii’ AY390261 
VI-B Strawberry multiplier disease (MC) AF190224 

VI-C Illinois elm yellows (EY-IL1) AF409069/AF409070 

VI-D Periwinkle little leaf (PLL-Bd) AF228053 
VI-E Centarurea solstitialis virescence (CSVI) AY270156 

VI-F Catharanthus phyllody phytoplasma (CPS) EF186819 
VI-H Portulaca little leaf phytoplasma (PLL-Ind) EF651786 

VI-I Passionfruit (WB-Br4) ‘Ca. P. sudamericanum’ GU292081 

16SrVII 
VII-A Ash yellows (AshY) ‘Ca. P. fraxini’ AF092209 

VII-B Erigeron witches broom (EriWB) AY034608 
VII-C Argentinian alfalfa witches’ broom (ArAWB) AY147038 
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VII-D Erigeron witches' broom KJ831066 
VII-E Chilean grapevine yellows AY741531 

VII-F Vernonia shoot proliferation KX342018 

16SrVIII VIII-A Loofah witches’ broom (LufWB) ‘Ca. P. luffae’ AF086621 

16SrIX 

IX-A Pigeon pea witches’ broom (PPWB) AF248957 
IX-B Almond witches’ broom ‘Ca. P. phoenicium’ AF515636 

IX-C Naxos periwinkle virescence (NAXOS) HQ589191 
IX-D Almond witches’ broom (21) (AlWB) AF515637 

IX-E Juniperus witches’ broom GQ925918 
IX-F Almond and stone fruit witches’ broom (N27-2) HQ407532 
IX-G Almond and stone fruit witches’ broom (A1-1) HQ407514 

IX-H Brassica campestris phyllody – Pakistan KT253604 

16SrX 

X-A Apple proliferation (AP) ‘Ca. P. mali’ AJ542541 
X-B European stone fruit yellows ‘Ca. P. prunorum’ AJ542544 

X-C Pear decline (PD) ‘Ca. P. pyri’ AJ54254 
X-D Spartium witches’ broom (SpaWB) ‘Ca. P. spartii’ X92869 

X-E Black alder witches’ broom [BAWB(BWB)] X76431 

16SrXI 

XI-A Rice yellow dwarf (RYD) ‘Ca. P. oryzae’ AB052873 
XI-B Sugar cane white leaf (SCWL) X76432 /KC662509 

XI-C Leafhopper-borne (BVK) X76429 
XI-D sugarcane white leaf (SCWL) KR020686 

XI-E Sugarcane Grassy Shoot disease in India HF586648 

16SrXII 

XII-A “Stolbur” (STOL11) ‘Ca. P. solani’ AF248959 
XII-B Australian grapevine yellows ‘Ca. P. australiense’ L76865 

XII-C Strawberry lethal yellows (StrawLY) AJ243045 
XII-D Japanese hydrangea phyllody ‘Ca. P. japonicum’ AB010425 

XII-E Yellows diseased strawberry ‘Ca. P. fragariae’ DQ086423 
XII-F “Bois noir” (BN-Op30) EU836630 
XII-G “Bois noir” (BN-Fc3) EU836647 

XII-H Bindweed yellows (BY-S57/11) ‘Ca. P. convolvuli’ JN833705 

16SrXIII 

XIII-A Mexican periw. virescence ‘Ca. P. hispanicum’ AF248960 
XIII-B Strawberry green petal (SGP) U96616 
XIII-C Chinaberry yellows (CbY1) AF495882 

XIII-D Mexican potato purple top phytoplasma KM390803 
XIII-E Papaya apical curl necrosis (PACN) JX893518 

XIII-F Strawberry red leaf KJ921644 
XIII-G Melia azedarach yellows ‘Ca. P. meliae’ KU850943 

XIII-J Strawberry Fruit Phyllody-Brazil EU71910 

16SrXIV 
XIV-A Bermuda grass white leaf ‘Ca. P. cynodontis’ AJ550984 

XIV-B Bermuda grass white leaf Iran EF444485 

16SrXV 
XV-A Hibiscus witches’ broom ‘Ca. P. brasiliense’ AF147708 

XV-B Guazuma witches’ broom (GWB) HQ258882 

16SrXVI XVI-A Sugarcane yellow leaf syndrome ‘Ca. P. graminis’ AY725228 

16SrXVII XVII-A Papaya bunchy top ‘Ca. P. caricae’ AY725234 

16SrXVIII XVIII-A Am. potato purple top wilt ‘Ca. P. americanum’ DQ174122 

16SrXIX XIX-A Chestnut witches’ broom ‘Ca. P. castaneae’ AB054986 

16SrXX XX-A Rhamnus witches’ broom ‘Ca. P. rhamni’ AJ583009 
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16SrXXI XXI-A Pinus phytoplasma (PinP) ‘Ca. P. pini’ AJ310849 

16SrXXII 
XXII-A Lethal yellow disease (LYDM) ‘Ca. P. palmicola’ KF751388 

XXII-B Cape St. Paul wilt disease (CSPW) KF419286 

16SrXXIII XXIII-A Buckland Valley grapevine yellows AY083605 

16SrXXIV XXIV-A Sorghum bunchy shoot AF509322 

16SrXXV XXV-A Weeping tea witches broom AF521672 

16SrXXVI XXVI-A Sugarcane phytoplasma D3T1 AJ539179 

16SrXXVII XXVII-A Sugarcane phytoplasma D3T2 AY539180. 

16SrXXVIII XXVIII-A Derbid phytoplasma AY744945 

16SrXXIX XXIX-A Cassia witches’ broom ‘Ca. P. omanense’ EF666051 

16SrXXX XXX-A Salt cedar witches’ broom ‘Ca. P. tamaricis’ FJ432664 

16SrXXXI XXXI-A Soybean stunt (SoyST1c1) ‘Ca. P. costaricanum’ HQ225630 

16SrXXXII 
XXXII-A Malaysian per. virescence ‘Ca. P. malaysianum’ EU371934 

XXXII-B Malayan yellow dwarf phytoplasma (MYD) EU498727 

XXXII-C Malayan oil palm phytoplasma (MOP) EU498728 

16SrXXXIII XXXIII–A Allocasuarina phytopl. ‘Ca. P. allocasuarinae’ AY135523 

16SrXXXVI XXXVI-A Yellow decl. of foxtail palm ‘Ca. P. wodyetiae’ KC844879 

Non designato 
Bogia coconut sybdrome and banana wilt disease ‘Ca. P. 

noviguineense’ 
LC228755 

 
Tabella 1. Classificazione dei fitoplasmi come ‘Candidatus’ specie e gruppi ribosomici e relativi numeri di 
accesso a GenBank. 
 
 
Dal momento che il gene 16S rRNA è altamente conservato, spesso non permette di poter 

differenziare e caratterizzare accuratamente ceppi di fitoplasmi filogeneticamente molto 

correlati tra loro. Sono quindi stati individuati diversi “markers” genetici, più informativi per 

i diversi gruppi ribosomici, geni a singola copia codificanti: proteine ribosomiche (rpl22 e 

rpS3), secY, secA, tuf, vmp1, stamp e groEl (Gundersen et al., 1996; Schneider et al., 1997; 

Marcone et al., 2000; Martini et al., 2002; 2007; Wei et al., 2004; Lee et al., 2004; 2006; 

Hodgetts et al., 2008; Cimerman et al., 2009; Fabre et al., 2011; Mitrović et al., 2011a; 

2011b). Questi studi hanno rivelato che l’analisi filogenetica basata sui geni sopra citati era 

congrua con quella eseguita sulla sequenza 16S rDNA e la loro analisi ha fornito utili 

strumenti molecolari per la delineazione di ceppi geneticamente e/o ecologicamente distinti, 

importanti per studi epidemiologici (Marcone, 2014). Una accurata differenziazione risulta 

infatti necessaria per studi epidemiologici che sono alla base della gestione corretta delle 

malattie associate alla presenza di fitoplasmi per caratterizzare i ceppi associati allo scoppio 

delle diverse epidemie (Bertaccini et al., 2014).  
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3.3. Trasmissione  

I fitoplasmi sono patogeni privi di parete e il loro habitat è confinato agli ambienti isotonici 

di conseguenza, non è possibile trasmetterli meccanicamente. La loro trasmissione può 

avvenire mediante insetti vettori, innesto, propagazione vegetativa, micropropagazione e 

piante parassite come la cuscuta (Marcone, 2014). Per alcuni fitoplasmi è stata dimostrata la 

trasmissione attraverso il seme (Calari et al., 2011; Satta 2017; Satta et al., 2017). Le cellule 

dei fitoplasmi, attraverso le strutture fiorali, sono in grado infatti di infettare i semi anche a 

livello dell’embrione, portando alla produzione di plantule malate. La trasmissione via seme 

è stata dimostrata per semi di erba medica provenienti dall’Oman (Khan et al., 2002); per 

“aster yellows” e “stolbur” in diverse colture erbacee: Brassica napus, Solanum 

lycopersicum, Zea mays e Sesamun indicum (Calari et al., 2011; Satta 2017; Satta et al., 

2017), e in Repubblica Ceca per il fitoplasma “European stone fruit yellows” in piante di 

Prunus armeniaca e Prunus persicae (Nečas et al., 2008). 

Tuttavia il metodo di trasmissione dei fitoplasmi più studiato è quello che vede l’azione di 

insetti vettori, appartenenti alla famiglie Cicadellidae, Cixidae, Psyllidae, Delphacidae e 

Derbidae (ordine Emitteri) (Weintraub & Beanland, 2006). L’insetto dopo le fasi di 

acquisizione e latenza è in grado di trasmettere il patogeno attraverso le punture trofiche (fase 

di inoculazione). Si tratta di insetti floemomizi che tramite lo stiletto attraversano gli strati 

parenchimatici delle foglie per arrivare al floema e, nutrendosi della linfa, acquisiscono o 

trasmettono le cellule dei fitoplasmi. Una volta che i fitoplasmi vengono a trovarsi all’interno 

del lume intestinale dell’insetto, invadono le cellule dell’epitelio a spazzola e le adiacenti 

cellule muscolari, dove si suppone che si riproducano; da qui, essi vengono rilasciati 

nell’emolinfa (Özbek et al., 2003; Ammar & Hogenout, 2006; Hogenhout et al., 2008). Una 

volta nell’emolinfa, i fitoplasmi invadono gli altri tessuti dell’insetto, comprese le ghiandole 

salivari. Quest'ultime sono composte da cellule con grandi vacuoli, nei quali si accumulano 

molecole che vengono rilasciate nel floema quando l’insetto si nutre (Fletcher et al., 1998). È 

stato osservato che i fitoplasmi si localizzano e si accumulano in questi vacuoli (Weintraub et 

al., 2006) ed in questo modo essi possono avere nuovamente accesso ai tessuti cribrosi di 

un’altra pianta una volta che l’insetto si nutra su di essa. I fitoplasmi possono svernare sia 

negli insetti sia in diverse piante perenni interagendo fortemente con il proprio ospite; studi 

condotti su differenti insetti vettori hanno evidenziato come la presenza di questi patogeni, al 
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loro interno, sia in grado di ridurne o migliorarne la ''fitness'' (Beanland et al., 2000; Ammar 

et al., 2006; Weintraub et al., 2006; Hogenhout et al., 2008). Il risultato dell’interazione tra il 

fitoplasma e l’insetto vettore, e quindi anche quella tra pianta e fitoplasma, spesso riflette da 

quanto tempo i due organismi sono entrati in relazione: lunghe coevoluzioni portano a 

probabili interazioni di tipo neutro e/o positivo fra ospite e batterio. In alcune combinazioni è 

stata dimostrata la presenza di trasmissione transovarica: Scaphoideus titanus/ “aster 

yellows” (Danielli et al., 1996; Alma et al., 1997); Hishimonoides sellatiformis / ‘mulberry 

dwarf’ (Kawakita et al., 2000); Matsumuratettix hiroglyphicus (Matsumura) / ‘sugarcane 

white leaf’ (Hanboonsong et al., 2002); Cacopsylla melanoneura / ‘plum’ (Tedeschi et al., 

2006); Cacopsylla picta / “apple proliferation” (Mittelberger et al., 2017). La relazione che 

intercorre tra il fitoplasma e il suo vettore varia notevolmente in base all’identità dei due 

organismi coinvolti; alcuni fitoplasmi presentano una bassa specificità per l’insetto vettore, e 

possono essere trasmessi da più di una specie, mentre in altri casi la relazione 

fitoplasma/vettore è estremamente specifica (Lee et al., 1998b; Christensen et al., 2004). 

Esempi particolari risultano ‘Candidatus. Phytoplasma mali’ (Kube et al., 2008), che è 

estremamente specializzato nella colonizzazione del genere Malus spp., è veicolato da 

Cacopsylla melanoneura Foerster e Fieberiella florii e possiede il più ridotto genoma ad oggi 

sequenziato, mentre ‘Ca. P. asteris’, ha un largo spettro di piante ospiti ed è trasmesso da 

numerosi insetti vettori polifaghi (Tedeschi et al., 2006b; Sugio & Hogenout, 2012). La 

relazione vettore-fitoplasma risulta molto stretta ed è influenzata notevolmente dal numero di 

insetti vettori e / o possibili piante ospiti. È stata identificata nei fitoplasmi una proteina 

antigenica di membrana (amp), in grado di interagire con il complesso di microfilamenti dei 

muscoli intestinali di alcuni insetti vettori e pertanto considerata coinvolta nelle trasmissioni 

specifiche di alcuni fitoplasmi (Suzuki et al., 2006; Hoshi et al., 2007). 

 

3.4. Interazione con le piante ospiti 

Dal momento che i fitoplasmi vivono nel floema delle piante ospiti, il principale effetto della 

loro colonizzazione a carico dei tubi cribrosi è quello di modificarne struttura e funzioni. 

Diversi studi hanno dimostrato infatti che in piante infette da fitoplasmi si verifica un 

cambiamento nelle concentrazioni di carboidrati nel floema, nelle radici e nelle foglie, 

dovuto probabilmente ad un’alterazione del trasporto floematico dei soluti, che porterebbe ad 
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un accumulo di quantità anormali di questi composti, essenziali per l'accumulo di energia, 

nelle foglie mature e ad una riduzione della loro concentrazione nelle foglie giovani, nei fiori, 

nei frutti e nelle radici (Catlin et al., 1975; Lepka et al., 1999; Maust et al., 2003). 

L’accumulo di zuccheri in foglie mature avrebbe come risultato finale l’inibizione della 

fotosintesi e quindi la comparsa dei tipici sintomi clorotici (Lepka et al., 1999; Bertamini et 

al., 2003; Maust et al., 2003). Dal momento che piante infette presentano una sintomatologia 

varia, si è ipotizzato inoltre che l’infezione da fitoplasmi incida sulla concentrazione anche di 

altri composti, come i pigmenti fotosintetici e le proteine solubili (Bertamini & 

Nedunchezhian, 2001; Musetti et al., 2005), e alteri il bilancio ormonale e il trasporto degli 

amminoacidi (Jagoueix-Eveillard et al., 2001; Maust et al., 2003; Lepka et al., 1999). Studi 

recenti hanno inoltre dimostrato che in piante di Arabidopsis thaliana infette, si verifica una 

parziale disorganizzazione del floema, con l’agglutinazione delle proteine e il loro successivo 

cambio conformazionale, e una deposizione di callosio che porta all’occlusione dei tubi 

cribrosi (Musetti et al., 2013; Marco et al., 2016). I meccanismi con cui i fitoplasmi inducono 

sintomi specifici nelle piante malate e il motivo per cui avvengono reazioni metaboliche 

molto diverse nelle piante infette sono tuttavia ancora poco studiati. Studi recenti hanno 

dimostrato che le anomalie fiorali che si osservano nelle piante infette sono associati a 

modificazioni nella regolazione di alcuni dei geni chiave dello sviluppo del fiore, quali quelli 

appartenenti alle famiglie APETALA e SEPALLATA (Pracros et al., 2006; Su et al., 2011; 

MacLean 2014). In piante di petunia infette da 'Ca. P. asteris', ceppo OY-W, i livelli di 

espressione di diversi geni omeotici richiesti per lo sviluppo di organi, come PETUNIA 

FLOWERING GENE (PFG), P. hybrida GLOBOSA1 (PhGLO1) e FLORAL BINDING 

PROTEIN7 (FBP7), sono risultati significativamente ridotti in sepali, petali e pistilli, ma non 

in stami che si sono rivelati asintomatici. Inoltre, i livelli di espressione dei geni che sono 

noti per essere coinvolti nello sviluppo del fiore dal meristema, come TERMINATOR 

(TER), ABERRANT LEAF AND FLOWER (ALF) e DOUBLE TOP (DOT) risultavano 

significativamente ridotti nei meristemi di petunia infetti (Himeno et al., 2011; Wei et al., 

2013). Sono stati identificati diversi altri geni delle piante differenzialmente espressi a 

seguito di infezioni da fitoplasmi. Questi includono i geni coinvolti nella produzione di 

fitormoni, nella fotosintesi, nel metabolismo dei lipidi e dei carboidrati, nel trasporto di 

aminoacidi, nella biosintesi dei fenilpropanoidi e della parete cellulare e nelle risposte di 
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difesa a stress della pianta (Jagoueix-Eveillard et al., 2001; Carginale et al., 2004; Nicolaisen 

& Horvath, 2008; Albertazzi et al., 2009; Hren et al., 2009; Chen & Lin, 2011; De Luca et 

al., 2011; Guerriero et al., 2012; Ding et al., 2013; Mou et al., 2013). La disponibilità di 

sequenze complete del genoma dei fitoplasmi ha permesso inoltre di identificare un numero 

considerevole di geni che possono giocare ruoli importanti nelle interazioni con la pianta 

ospite. Tra questi, ci sono i geni che codificano proteine di membrana e proteine effettrici 

(Bai et al., 2009; Hoshi et al., 2009; MacLean et al., 2011; Sugio et al., 2011; Kube et al., 

2012). I fitoplasmi possiedono infatti geni che codificano per proteine effettrici che possono 

manipolare i processi delle cellule ospiti, generando cambiamenti nello sviluppo delle piante 

e traendone conseguentemente vantaggio per la loro moltiplicazione (Hogenhout et al., 

2009). Questi composti sono rilasciati nel citoplasma delle cellule ospiti attraverso i sistemi 

di secrezione SecA, SecE e SecY i quali sono stati descritti come funzionali anche nei 

fitoplasmi (Kakizawa et al., 2004). Le proteine secrete possiedono solitamente un segnale 

terminale N’ di circa 20 aminoacidi nella propria sequenza peptidica la quale viene 

riconosciuta e successivamente tagliata dal complesso di secrezione Sec (Rashid et al., 

2018). Gli effettori una volta secreti (es. SAP11 e SAP-54 dal fitoplasma AY-WB e TENGU 

da OY) si accumulano nei tessuti localizzati ad una certa distanza dalle cellule infettate, e 

giocano un ruolo chiave nelle interazioni pianta-patogeno, attivando specifiche risposte della 

pianta (Sugio et al., 2011; McLean et al., 2011; Hoshi et al., 2009). Infatti, sebbene il 

fitoplasma sia confinato all’interno del floema, le proteine effettrici da esso secrete sono state 

rinvenute anche in altri tessuti dell’ospite come ad esempio le cellule parenchimatiche, i 

meristemi apicali e i germogli ascellari per quanto riguarda la proteina TENGU mentre in 

merito a SAP11 è stata evidenziata una prevalente localizzazione nucleare necessaria per 

esplicare la propria azione a livello dei nuclei cellulari (Hoshi et al., 2009; Bai et al., 2009). 

Le proteine vengono traslocate mediante le cellule cribrose per spostarsi successivamente tra 

le cellule dell’ospite. E’ molto probabile che questi composti siano trasportati attraverso il 

plasmodesma, tessuto di connessione tra le varie cellule vegetali (Rashid et al., 2018). Il 

limite di esclusione dimensionale (SEL) del plasmodesma che connette le cellule cribrose 

con le cellule compagne presenti nel floema è stato riportato essere più grande di 67 kDa 

mentre il SEL della maggior parte delle cellule vegetali varia generalmente da 10 a 50 kDa 

(Stadler et al., 2005; Imlau et al., 1999). Inoltre, il SEL dei plasmodesmi risulta differente tra 
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i tessuti “sink” e “source” della pianta presentando approssimativamante valori di circa 10 

kDa nei tessuti “source” mentre valori di circa 50 kDa nei tessuti “sink” (Imlau et al., 1999). 

Studi condotti da Bai et al., 2009 hanno dimostrato come la maggior parte delle proteine 

effettrici generate dal ceppo AY-WB di ‘Ca. P. asteris’ risultino inferiori a 40 kDa 

supponendo quindi come la maggior parte di questi composti posssano essere scaricati dal 

floema mediante i plasmodesmi prevalentemente nei tessuti “sink” della pianta (Hogenhout 

& Loria 2008). Questo concetto risulta in accordo con la tipica sintomatologia espressa dalle 

piante infette da fitoplasmosi le quali esprimono la maggior parte dei sintomi proprio nei 

tessuti “sink” quali germogli, meristemi e fiori (Rashid et al., 2018). Nel genoma del ceppo 

AY-WB di ‘Ca. P. asteris’, sono stati individuati 56 geni che possono codificare proteine 

secrete (Bai et al., 2009). Tra di esse, SAP11 contiene segnali di localizzazione nucleare 

eucariotica ed induce malformazioni fogliari e proliferazione dei germogli in piante 

transgeniche che la esprimono (Bai et al., 2009; Sugio et al., 2011). Studi condotti da Sugio 

et al., 2011, 2014 hanno dimostrato come SAP11 interagisca con il fattore di trascrizione 

TCP alterandone la propria funzionalità; TCP esplica ruoli fondamentali nel controllo del 

ritmo circadiano, nella regolazione ormonale, nella biogenesi dei mitocondri e anche nella 

differenziazione e successiva proliferazione delle cellule. Questi processi risultano 

determinanti nello sviluppo dei gametofiti, nella germinazione dei semi e nella regolazione 

delle fasi vegetative e riproduttive degli organi vegetali. Il fattore di trascrizione TCP, in 

relazione al proprio dominio strutturale, è stato diviso in due classi (Martin-Trillo & Cubas 

2010);  SAP11 sembra esplicare la propria azione solamente sulle classi II del TCP incluse 

CINCINNATA (CIN) e CYC/TB1 generando una sovrapproduzione di cellule immature che 

portano alla formazione di foglie più larghe e accartocciate e di un maggior numero di 

germogli (Rashid et al., 2018). Oltre a SAP11, si è visto che anche un’altra proteina, SAP54 

può causare cambiamenti morfologici negli organi fiorali di Arabidopsis thaliana, inducendo 

sintomi simili a quelli osservati in piante infette da fitoplasmi (MacLean et al., 2011). Ad 

oggi oltre ai 56 probabili effettori rinvenuti nel ceppo AY-WB denominati “secreted AY-WB 

proteins” (SAPs) ne sono stati individuati 45 nel ceppo OY-M (‘Ca. P. asteris’), 41 in 

AUSGY (‘Ca. P. australiense’) , 13 in AP (‘Ca. P. mali’), 25 in MBS (‘Ca. P. asteris’) (Bai 

et al., 2009; Orlovskis et al., 2017; Zhang et al., 2004; Lee et al., 2000). Sebbene i 

meccanismi molecolari rimangano tuttora sconosciuti, si presume che queste proteine secrete 
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dai fitoplasmi possano interferire con la funzione dei geni coinvolti nello sviluppo dei fiori 

(Sugio & Hogenhout, 2012). Tra le altre sequenze potenzialmente codificanti proteine secrete 

individuate nel genoma di 'Ca. P. asteris’, ceppo OY-M, TENGU è stata segnalata in quanto 

in grado di indurre sintomi simili all'infezione da fitoplasma in piante transgeniche (Hoshi et 

al., 2009; Sugawara et al., 2013). TENGU codifica una proteina molto piccola (4.5 kDa), la 

cui forma matura, dopo la scissione del peptide segnale N-terminale, ha solo 38 aminoacidi. 

Le analisi con “microarray” hanno rivelato che l'espressione di molti geni correlati all’auxina 

erano significativamente sotto-regolati in piante transgeniche per TENGU, suggerendo la 

capacità di tale proteina di sopprimere i meccanismi di segnale dell’auxina o la sua biosintesi 

(Hoshi et al., 2009; Denancé et al., 2013). Considerato il fatto che diversi studi hanno 

evidenziato una remissione dei sintomi associati a fitoplasmosi in piante di vinca coltivate su 

substrati contenenti un'elevata concentrazione di auxina (Pertot et al., 1998; Curkovic Perica 

et al., 2007), si è ipotizzato che questo ormone possa avere un grande impatto sull'interazione 

pianta-fitoplasma. I sintomi delle malattie associate a fitoplasmi sembrano poter anche essere 

causati dagli effetti collaterali dell'infezione (effetti indiretti), come il consumo di metaboliti. 

Questa idea era parzialmente supportata dall'assenza nel genoma dei fitoplasmi di molte vie 

metaboliche  di sintesi (Oshima et al., 2004; 2007). Tuttavia, l'identificazione di TENGU, 

SAP11 e SAP54 hanno modificato questa idea: il fitoplasma, infatti, potrebbe indurre in 

modo aggressivo la sintomatologia mediante secrezione di proteine effettrici e modifica 

dell'attività dei geni vegetali (Hoshi et al., 2009; Sugio et al., 2011; Himeno et al., 2011). La 

presenza di una sintomatologia più o meno accentuata sembrerebbe inoltre legata al numero 

di sequenze ripetute di DNA (PMUs "potentials mobile units") presenti nel genoma dei 

fitoplasmi; suddetta caratteristica è stata ipotizzata essere correlata alla virulenza del ceppo 

fitoplasmatico (Bai et al., 2006; Wei et al., 2015).   

 

3.5. Importanza economica delle fitoplasmosi 

Le infezioni da fitoplasmi risultano spesso mortali e causano ingenti danni alla produzione 

agricola. Esempio caratteristico è rappresentato dalle epidemie associate a fitoplasmi nelle 

palme da cocco (“palm lethal yellowing”) le quali, portando a deperimento le piante, limitano 

i mezzi di sostentamento di molte persone sia in Africa che nei Caraibi; queste popolazioni 

infatti traggono beneficio da questi alberi sia per la loro alimentazione che per la loro 
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economia (Strauss, 2009). Durante gli anni ‘90, “peach yellows” e “X-disease” causarono 

pesanti perdite produttive nei pescheti e ciliegeti presenti nel territorio degli Stati Uniti 

d'America. Malattie associate alla presenza di fitoplasmi, come ad esempio il “lime witches' 

broom”, hanno eliminato quasi totalmente la tradizionale produzione di lime in Iran e nel 

Sultanato dell’Oman; il nanismo giallo del riso ha colpito gravemente le colture di riso in più 

regioni dell'Asia sud-orientale; la malattia associata agli scopazzi della patata dolce ha 

causato ingenti perdite produttive in Asia e in Australia. Il deperimento del pero, gli scopazzi 

del melo, il giallume delle drupacee hanno recato gravi perdite sia produttive che qualitative 

alla frutticoltura europea (Bertaccini, 2007). Inoltre, studi condotti da Hogenhout et al., 2008 

prevedono un incremento di queste malattie nei prossimi anni come conseguenza del 

riscaldamento globale, fenomeno vantaggioso per tutti gli insetti vettori sensibili alla basse 

temperature. Tali problematiche non rappresentano una minaccia solamente per le 

coltivazioni o i luoghi in cui vengono rinvenute, esse infatti, attraverso il commercio 

internazionale, lo scambio del materiale vivaistico o l'introduzione accidentale di potenziali 

insetti vettori, possono diffondersi ovunque rappresentando un serio problema per 

l'agricoltura mondiale (Lee et al., 2000).  

 

3.6. Giallumi della vite 

I giallumi della vite (“grapevine yellows”, GYs) rappresentano una delle malattie descritte in 

tutte le aree vitivinicole mondiali. Molte varietà, sia a bacca bianca che nera, risultano 

suscettibili alla malattia, in particolare Chardonnay e Riesling, mentre le varietà dei 

portinnesti risultano spesso asintomatiche (Borgo et al., 2009; Constable, 2010). 

Indipendentemente dalla tipologia di fitoplasma presente nelle piante infette (Dermastia et 

al., 2017) la sintomatologia causata da questi batteri rimane invariata manifestando 

tipicamente arrossamenti e arrotolamenti fogliari, lignificazioni anormali dei germogli, 

internodi corti e aborti fiorali. A livello mondiale le principali malattie in vite associate alla 

presenza di fitoplasmi e quindi denominate con l’acronimo GYs sono: flavescenza dorata, 

“Palatinate grapevine yellows” e legno nero, in Europa meridionale e nelle regioni 

mediterranee; “North American grapevine yellows”, negli Stati Uniti e Canada; "Australian 

grapevine yellows" e "Buckland valley grapevine yellows" in Australia, ed infine altri 

giallumi della vite associati a diversi fitoplasmi, riportati in Cile e Sudafrica (Weintraub & 
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Jones 2010; Angelini et al., 2018). Nonostante tutte queste malattie siano accumunate da una 

sintomatologia simile, le analisi molecolari hanno permesso di individuare fitoplasmi 

appartenenti a gruppi ribosomici distinti. I principali GYs in Europa sono flavescenza dorata 

(FD, patogeno da quarantena in Europa, sottogruppi ribosomici 16SrV-C / D) (Bertaccini et 

al., 1995; Martini et al., 1999) e legno nero (BN, ‘Ca. P. solani’, 16SrXII-A) (Quaglino et 

al., 2013), trasmessi rispettivamente dal vettore ampelofago monovoltino Scaphoideus 

titanus Ball e dal cixide polifago Hyalestes obsoletus Signoret (Schvester et al., 1961; Sforza 

et al., 1998). Prima della messa a punto di metodi diagnostici molecolari, la differenziazione 

dei fitoplasmi associati a GYs era basata sulle loro caratteristiche biologiche, come la 

specificità del vettore (Caudwell, 1990). Grazie al perfezionarsi delle tecniche molecolari, 

tuttavia, e all’analisi delle sequenze e dei profili RFLP, si è riusciti a identificare ben 24 

differenti sottogruppi di fitoplasmi, appartenenti a 12 gruppi ribosomici, associati a GYs nel 

mondo, alcuni segnalati solo recentemente in nuovi areali di produzione viticola (Tabella 2). 

 

Gruppo/ sottogruppo 

ribosomico 
Ceppo tipo Segnalati in 

16SrI-A “Tomato big bud” 
Canada, USA (Davis et al., 1998; Olivier et 

al., 2009) 

16SrI-B “Aster yellows” 

Canada, Cile, Croazia, Italia, Slovenia, Sud 
Africa, Tunisia, Turchia (Alma et al., 1996; 

Lee et al., 2004; Gajardo et al., 2009; 
Engelbrecht et al., 2010; Mhirsi et al., 2004; 

Canik et al., 2011; Sarik et al., 1997; Seruga et 
al., 2002) 

16SrI-C “Clover phyllody” 
Italia, Canada, Cile (Gajardo et al., 2009; 

Alma et al., 1996; Fiore et al., 2007) 

16SrII-B “grapevine yellows” Iran (Zamharir et al., 2017) 

16SrII-D “Peanut witches’ broom” Australia (Gibb et al., 1999) 

16SrIII “X-disease” 
Italia, Croazia, Israele (Prince et al., 1993; 

Jezic et al., 2013; Tanne & Orenstein 1997) 
16SrIII-A 
16SrIII-I 

16SrIIIα-16SrIIIβ 
“Virginia grapevine yellows” USA, Canada (Davis et al., 1998; 2005) 

16SrIII-J “Chayote witches’ broom” 
Cile, Brasile (Fiore et al., 2015; Dos Santos et 

al., 2015) 

16SrV-A “Elm yellows” Italia, Cile (Pisi et al., 1981; Fiore et al., 2015) 

16SrV-C “Flavescence dorée” 
Italia, Austria, Croazia, Francia, Ungheria, 

Romania, Spagna, Serbia, Slovenia, Svizzera 
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(Martini et al., 1999; Caudwell et al., 1990; 
Seljak 2008; Duduk et al., 2003; Reisenzein & 
Steffek 2011; Irimia et al., 2010; Music et al., 
2011; Kriston et al., 2013; Torres et al., 2005; 

Jermini et al., 2008) 

16SrV-D “Flavescence dorée” 
Italia, Francia, Spagna, Portogallo (Martini et 

al., 1999; Battle et al., 1997; Sousa et al., 
2010) 

16SrVI “Clover phyllody” 
Italia, Siria (Zambon et al., 2018; Contaldo et 

al., 2011) 

16SrVII-A “Ash yellows” 
Italia, Cile, Iran (Gajardo et al., 2009; Zambon 

et al., 2018; Zamharir et al., 2017)  

16SrIX  
Turchia, Iran (Canik et al., 2011; Zamharir et 

al., 2017) 

16SrIX-C “Shiraz grapevine yellows” 
Iran, Libano (Casati et al., 2006; Salehi et al., 

2006) 

16SrX-A “Apple proliferation”  Italia (Bertaccini et al., 1996) 

16SrX-B “European stone fruit yellows” 
Italia, Ungheria, Serbia (Bertaccini et al., 

1996; Varga et al., 2000, Duduk et al., 2004) 

16SrXII-A “Bois noir” 

Europa, Cile, Iran, Israele, Libano, Turchia, 
Canada,  Azerbaijan, Giordania, Moldova, 

Cina, Sud Africa (Quaglino et al., 2013; Davis 
et al., 1997; Gajardo et al., 2009; Ertunc et al., 
2015;  Choueri et al, 2002; Karimi et al., 2009; 

Rott et al., 2007; Salem et al., 2013; 
Balakishiyeva et al., 2016; Bondarciuc et al., 
2018; Duduk et al., 2010; Botti & Bertaccini, 

2006) 

16SrXII-B “Australian grapevine yellows” 
Australia (Padovan et al., 1995; Davis et al., 

1997b) 

16SrXV “grapevine yellows” Perù (Wei et al., 2017) 

16SrXXIII-A 
“Buckland valley grapevine 

yellows” 
Australia (Constable et al., 2002) 

16SrXXIX ‘Ca. P. omanense’ Libano (Foissac et al., 2018) 

 
Tabella 2. Elenco dei principali fitoplasmi identificati in vite nel mondo (modificato da Dermastia et al., 2017). 

 

Sicuramente rilevante nel determinare la diffusione dei giallumi è il ruolo degli insetti vettori, 

i quali nutrendosi dal floema di piante infette permettono alle cellule fitoplasmatiche di 

invadere i propri tessuti; esse successivamente attraversando l'epitelio intestinale e la lamina 

basale raggiungono l'emolinfa ove si moltiplicano per poi colonizzare le ghiandole salivari ed 

essere nuovamente trasmesse durante una successiva nutrizione. Le strategie di controllo dei 

fitoplasmi della vite in Europa sono principalmente dirette al controllo di FD e si basano su 
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prevenzione, indagini e trattamenti con insetticidi contro l’insetto vettore S. titanus, tuttavia, 

altri insetti possono giocare un ruolo nella trasmissione di questi batteri fitopatogeni. È stato 

dimostrato infatti che Dictyophara europaea (L.) (Hemiptera Dictyopharidae) trasmette 

fitoplasmi da Clematis vitalba L. a viti in condizioni sperimentali (Filippin et al., 2009), e 

Oncopsis alni (Schrank) (Cicadellidae; Macropsinae) può trasmettere 16SrV-C da ontano a 

vite, inducendo il giallume della vite del Palatinato (PGY) (Maixner et al., 2000). Il 

monitoraggio delle specie di insetti che sono particolarmente abbondanti nei vigneti e che 

potrebbero fungere da nuovi vettori potenziali è quindi molto rilevante anche nella gestione 

dei giallumi. Recentemente, Orientus ishidae (Matsumura) (Cicadellidae, Deltocephalinae) è 

risultato positivo a fitoplasmi 16SrV-C e -D in Slovenia, Italia e Svizzera (Gaffuri et al., 

2011, Mehle et al., 2010; 2011; Trivellone et al. 2015) e 16SrVII-A in Italia (Zambon et al., 

2018) ed è stato anche dimostrato capace di trasmettere i fitoplasmi del gruppo ribosomico 

16SrV da fava a vite (Lessio et al., 2016). L’epidemiologia dei giallumi risulta molto 

complessa considerando che i fitoplasmi coinvolti nello sviluppo della malattia possono 

essere molteplici, come anche le numerose piante ospiti secondarie. In Europa i fitoplasmi 

16SrV-C sono stati rilevati infatti in diverse specie infestanti come Clematis vitalba, Alnus 

glutinosa, Sambucus nigra, Cornus sanguinosa, Prunus spinosa, Ulmus glabra, Ulmus 

minor, Ulmus ssp., Corylus avellana e Salix sp. (Maixner et al., 2000; Angelini et al., 2004; 

Filippin et al., 2005; Casati et al., 2017). D'altra parte, i fitoplasmi "stolbur" (16SrXII-A) 

sono stati segnalati in una vasta gamma di colture e piante selvatiche tra cui solanacee, 

lavanda, fragola, barbabietola da zucchero, ortiche urticanti (Urtica dioica) e convolvolo 

(Convolvolus arvensis) (Borgo et al., 2008; Lessio et al., 2007; Maixner et al., 1995; 

Marcone et al., 1997; Škoric et al., 1998). 

 

3.6.1. Metodi di controllo dei giallumi della vite 

Il controllo dei giallumi della vite è basato principalmente su azioni di contenimento e 

controllo della malattia, primo fra tutti il controllo del materiale di propagazione secondo le 

regole di quarantena dei vari Paesi coinvolti. Le piante infette non possono essere curate e il 

controllo della malattia avviene con la distruzione delle piante coplite, i trattamenti insetticidi 

contro gli insetti vettori e l’uso di materiale per la propagazione sano. L’aspetto pratico più 

importante risulta quello di conoscere i vettori di fitoplasmi in un determinato ecosistema 
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allo scopo di poter effettuare trattamenti insetticidi mirati nei momenti dell’anno in cui la 

popolazione dell’insetto evidenzia il suo picco massimo (Mori et al., 2008). Questo 

approccio riduce i costi materiali e di lavoro ed in contemporanea l’impatto ambientale. La 

propagazione della malattia dipende dall'abbondanza dell'inoculo, è stata infatti dimostrata 

una correlazione tra la concentrazione di FD nella pianta e l'efficienza di acquisizione da 

parte di S. titanus (Galetto et al., 2014). Anche la dimensione della popolazione degli insetti 

(Morone et al., 2007) e la loro efficienza di trasmissione hanno un ruolo epidemiologico 

rilevante. Una possibile strategia per il controllo della malattia potrebbe essere la messa a 

dimora di portinnesti e cultivar di vite meno suscettili a FD e / o alla sua moltiplicazione. Ad 

oggi però le prove fenotipiche e genetiche per tali caratteri risultano ancora molto scarse non 

consentendo di individuare varietà di portinnesto con queste caratteristiche. Il rischio di 

utilizzare varietà meno suscettibili alla malattia potrebbe però generare nel lungo periodo 

modificazioni genetiche nei ceppi di fitoplasmi, che come tutti i microorganismi sono portati 

ad adattarsi alla propria pianta ospite (Dermastia et al., 2017). Il controllo di BN è 

considerevolmente più difficile e meno efficiente del controllo di FD a causa di un ciclo 

epidemico più complesso, che include piante ospiti alternative come fonti di inoculo e un 

vettore non-ampelofago (Hyalestes obsoletus) che vive prevalentemente su piante spontanee 

anche al di fuori del vigneto. Per BN inoltre, l’eliminazione delle viti sintomatiche non ha 

alcun effetto sulla sua diffusione in quanto la vite risulta “dead host” del vettore e non 

costituisce fonte di inoculo (Osler et al., 1993). Un fenomeno interessante è il "recovery" 

ossia una remissione spontanea dei sintomi della malattia in piante precedentemente 

sintomatiche (Caudwell, 1961). In vite, questo fenomeno è stato osservato in diverse varietà e 

regioni viticole. Svariate indagini hanno dimostrato che la remissione dei sintomi può essere 

promossa esponendo la vite a stress abiotici, come ad esempio lo sradicamento seguito da 

trapianto immediato (Osler et al., 1993), il parziale sradicamento o estrazione della pianta 

(Romanazzi & Murolo, 2008), oppure mediante pratiche agronomiche come la potatura e la 

spollonatura (Belli et al., 2010). Sembra che il “recovery” possa essere collegato all'attività 

di particolari composti, come i metaboliti secondari; in particolare, nelle piante “risanate” 

sono state riscontrate una maggiore attività di NAD(P)H perossidasi delle membrane 

plasmatiche ed un aumento di acido jasmonico in concomitanza con una diminuzione 

dell'acido salicilico, a indicare un possibile legame tra questo fenomeno e la resistenza 
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sistemica acquisita (SAR) (Landi & Romanazzi, 2011; Musetti et al., 2013; 2007; Patui et 

al., 2013). SAR è una forma non specifica di resistenza alle malattie attivata dalle piante al 

riconoscimento di diversi elicitori. Questo processo è mediato dall'acido salicilico e sembra 

coinvolgere un insieme specifico di geni che codificano diverse proteine correlate alla 

patogenesi. Poichè non ci sono mezzi efficaci e diretti per ridurre l’incidenza di BN, un 

approccio promettente è consistito nello spruzzare la chioma vegetale con induttori di 

resistenza per migliorare il numero di piante con remissione dei sintomi. Risultati 

incoraggianti si sono ottenuti utilizzando il benzotiodiazolo (BTH), che induce resistenza ad 

un ampio spettro di patogeni in molte specie vegetali, e due composti contenenti glutatione e 

oligosaccaridine (Romanazzi et al., 2013). Ulteriori strategie di difesa messe in atto per 

limitare le fitoplasmosi prevedono l’utilizzo di diverse comunità microbriche endofitiche 

come possibili agenti di biocontrollo. Gli endofiti sono microorganismi che vivono 

all’interno delle piante e possono promuoverne la crescita riducendo gli effetti deleteri dei 

patogeni. Funghi e batteri possono agire direttamente come antagonisti dei patogeni per il 

consumo di nutrienti e la produzione di sostanze allelochimiche o indirettamente inducendo 

meccanismi di resistenza sistemica ISR (Lugtenberg & Kamilova, 2009). Negli ultimi anni 

molti studi si sono focalizzati sullo studio comparato degli endofiti in piante di vite sane, 

infette e “risanate”, mostrando la presenza di 3 gruppi principali di batteri (Proteobacteria, 

Actinobacteria e Firmicutes) e suggerendo alcuni endofiti isolati in piante risanate come 

possibili agenti di biocontrollo (Bulkholderia sp., Bacillus pumilus, Curtobacterium), 

(Bulgari et al, 2011; 2012). I batteri endofitici che vivono nel floema vengono trasmessi dagli 

stessi insetti vettori di fitoplasmi e per questo motivo ne è studiato il rapporto con piante 

ospiti ed insetti vettori, per trovare dei ceppi utili. Uno di questi microorganismi è il batterio 

Dyella-like (DLB), isolato da H. obsoletus e che è stato dimostrato essere acquisito 

dall’insetto attraverso la suzione dal floema delle piante. Studi condotti da Iasur-Kruth et al., 

2018 su viti infette hanno dimostrato come questo batterio sia capace di moltiplicarsi 

all’interno della pianta riuscendo inoltre a ridurre i sintomi da GY. Ulteriori studi sono 

necessari affinchè DLB possa essere realmente utilizzato come metodo di biocontrollo verso 

i principali fitoplasmi in vite. 
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4.0. IL PLASMA 
 

4.1. Definizione ed origini 

Il plasma, termine di origine greca avente come significato ''cosa formata'', viene considerato 

in fisica il quarto stato della materia in cui essa è totalmente decomposta in ioni. In natura 

rappresenta circa il 99% della materia visibile dell'universo come ad esempio il sole, le 

radiazioni e le luci polari (aurora boreale). Inizialmente descritto come ''materia radiante'' nel 

1879 dal chimico inglese William Crookers venne successivamente denominato ''plasma'' dal 

fisico statunitense Irving Langmuir nel 1927; tale terminologia venne utilizzata per 

descriverne la propria natura descrivendolo come un certo volume di gas ionizzato 

essenzialmente privo di alcuna carica spaziale (Mott-Smith, 1971; Guy & Miles, 1974).  

Il plasma è formato da una miscela di particelle pesanti (ioni, atomi, radicali liberi, molecole 

eccitate/non eccitate) e di particelle leggere (fotoni, elettroni) cariche elettricamente; queste 

molecole risultano in continuo movimento all'interno del gas a causa della presenza di 

diverse forze elettriche. Le elevate concentrazioni di cariche libere al suo interno rendono il 

plasma un buon conduttore elettrico fortemente sensibile ai campi elettromagnetici. 

Il plasma viene generalmente ottenuto mediante l'utilizzo di scariche elettriche in quanto esso 

si forma grazie ad un trasferimento di energia al gas circolante. Le curve di Paschen (legge di 

Paschen) esprimono la tensione di innesco di un gas ionizzato (tensione di ''breakdown'', 

mediante la quale si genera il plasma) come funzione del prodotto tra pressione e lunghezza 

di un tubo di scarico rettilineo (distanza tra gli elettrodi). La curva presenta un livello minimo 

in funzione del gas utilizzato; durante la produzione del plasma si ha emissione di luce e 

proprio per questo generalmente si descrive il passaggio da scarica oscura a scarica a bagliore 

(''glow discharge''). Durante queste fasi si assiste alla produzione di cariche libere le quali 

riducono la resistenza elettrica e quindi la tensione esercitata alle estremità del tubo. 

Aumentando ulteriormente la tensione ai capi del tubo la scarica passa al regime di arco con 

conseguente aumento della luminosità e diminuzione della resistenza (Goldston & 

Rutherford, 1995; Lieberman & Lichtenberg, 2005; Petitpas et al., 2007). 

Molteplici sono i parametri utilizzabili per caratterizzare il plasma: il primo è la densità delle 

specie componenti (espressa in unità di misura 1/m3), rappresentata dagli elettroni (ne), ioni 

(ni) e specie neutre (n0). Stabilita la densità delle specie è dunque possibile determinare il 
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grado di ionizzazione ɑ = ni / (ni + n0) che ci permette di distinguere gas debolmente ionizzati, 

in cui ɑ tende a 0, gas altamente ionizzati in cui ɑ tende a 1 fino ad avere plasmi totalmente 

ionizzati se ɑ è pari a 1 (Chen et al., 2006). Altro parametro fondamentale per caratterizzare 

il plasma è la temperatura determinata dall'energia media delle diverse specie presenti. 

L'energia del campo elettrico viene accumulata dagli elettroni lungo il loro cammino libero e, 

tramite le collisioni, trasferita alle particelle pesanti. Durante la collisione l'energia perduta 

dagli elettroni è relativamente piccola in rapporto alle masse in gioco. Con il susseguirsi delle 

collisioni tra elettroni e particelle pesanti le temperature medie delle diverse specie tendono 

ad eguagliarsi a meno di fenomeni particolari di raffreddamento.  

Il plasma viene solitamente classificato in plasma termico e non termico in relazione ai propri 

livelli energetici relativi, alla temperatura ed alla densità elettronica (Moreau et al., 2008; 

Nehra et al., 2008; Petitpas et al., 2007). I plasmi termici sono caratterizzati da una 

situazione di equilibrio tra elettroni, ioni e molecole neutre a differenza dei plasmi non 

termici ove, la presenza di gas veicolante ionizzato solo parzialmente (argon, elio, aria), 

determina un rapido raffreddamento degli ioni e delle molecole neutre le quali risulteranno 

più fredde rispetto a quelle presenti nei plasma termici (Nehra et al., 2008). Il plasma non 

termico (NTP) viene generalmente prodotto a pressioni più basse generando una media 

energetica degli elettroni più elevata rispetto a quella delle specie pesanti; la situazione 

risultante è quindi molto lontana dall'equilibrio termodinamico riscontrato nel plasma 

atmosferico termico essendo caratterizzata da temperature multiple. In molti sistemi di 

plasmi non termici la temperatura degli elettroni è nell'ordine delle decine di migliaia di 

Kelvin mentre la temperatura del gas è prossima a quella ambiente. In natura l'esempio più 

concreto di plasma in equilibrio o termico è rappresentato dalla corona solare mentre l'aurora 

boreale può essere definita un plasma in non equilibro termico. NTP può essere ottenuto 

mediante diversi sorgenti come ad esempio scarica a corona, scarica a barriera dielettrica 

(DBD), torcia APPJ (“atmospheric pressure plasma jet”), sistema a catodo cavo, arco 

conduttore di corrente o arco trasferito e scarica a bagliore atmosferico uniforme (Liu et al., 

1999; Nehra et al., 2008). 
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4.2. Applicazioni dei plasmi atmosferici 

Le caratteristiche dei plasmi atmosferici, tra cui la loro atmosfera fortemente reattiva, rende 

questa tecnologia molto interessante per svariate applicazioni pratiche. Trovano impiego nel 

trattamento superficiale dei materiali per vari scopi tra cui pulizia delle superfici, attivazione, 

erosione e funzionalizzazione (Tendero et al., 2006; Pappas et al., 2011). Il trattamento 

permette la rimozione di contaminanti presenti nel substrato (oli, polveri, agenti chimici e 

biologici) e la degradazione dei composti organici. In ambito industriale i plasmi termici, 

soprattutto ad arco, vengono inoltre utilizzati per il taglio degli oggetti, la saldatura di 

componenti ed il trattamento di rifiuti tossici.  

In campo ambientale l'applicazione delle scariche elettriche ha avuto un forte impatto fin dai 

primi sviluppi della tecnica; nel 1857 Siemens brevettò la scarica a barriera di dielettrico 

DBD, come generatore di ozono per la disinfezione dell'acqua (Siemens et al., 1857). 

L'interesse crescente dell'opinione pubblica nei confronti delle tematiche ambientali e 

dell'inquinamento ha generato, a partire dagli anni settanta del secolo scorso, un forte 

impulso all'utilizzo di queste tecnologie per applicazioni ambientali. Da allora sono stati 

effettuati numerosi studi volti a confrontare le differenti tipologie di scariche con i 

tradizionali metodi di rimozione catalitica degli inquinanti in termini di efficienza energetica 

(Kim et al., 2004). Esempi applicativi sono rappresentati dalla rimozione di NOx e SO2 da 

fonti stanziali (fumi dei camini industriali) e da fonti mobili (auto) e la decomposizione di 

idrocarburi e composti organici volatili presenti come inquinanti nell'aria. I primi passi reali 

nell'industrializzazione di tali processi sono stati compiuti negli anni novanta con l'impianto 

pilota dell'Enel a Marghera basato su scariche a corona pulsate (Dinelli et al., 1990). 

Successivamente sono comparsi almeno una trentina di nuovi impianti localizzati 

prevalentemente in Giappone, Corea e Cina. Recentemente l'applicazione di plasma sta 

conquistando anche il campo della biologia e della medicina ove viene applicato per la 

sterilizzazione e biocompatibilizzazione di superfici, il trattamento diretto di tessuti vivi, la 

sterilizzazione e la cicatrizzazione delle ferite e la coagulazione sanguigna. Nell'ambito della 

sterilizzazione molti studi dimostrano che il trattamento mediante plasma atmosferico porta 

all'uccisione anche selettiva di batteri, spore, muffe ed altri patogeni. Svariati sono i fattori 

che determinano il grado di disinfezione e di sterilizzazione da questi microrganismi come le 

specie attive (radicali, ioni, atomi e molecole eccitate), radiazioni UV ed effetti termici. Negli 
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ultimi anni diversi ricercatori hanno evidenziato la possibilità di utilizzare il plasma anche in 

ambito agronomico sfruttandone le caratteristiche di inattivazione batterica verso importanti 

patogeni di interesse industriale (Erwinia spp.) (Moreau et al., 2005; 2007). Ulteriori studi, 

condotti da Park et al. 2013 hanno valutato l'effetto del plasma sulla germinazione, i tassi di 

crescita e l'apporto nutrizionale di diverse specie vegetali. L'utilizzo di plasma è risultato 

inoltre un metodo efficace per la decontaminazione degli alimenti freschi, per migliorare la 

vitalità dei semi, per incrementare le rese di diverse specie vegetali e per il controllo dei 

patogeni delle sementi (Carvalho et al., 2005; Jiang et al., 2014a; Moreau et al., 2008; Jiang 

et al., 2014b).  

 

4.3. Acqua attivata al plasma  

Il trattamento di liquidi, mediante plasmi atmosferici di non equilibrio, è stato ampiamente 

studiato allo scopo di indagare ed approfondire le loro caratteristiche in termini di 

degradazione dei composti chimici presenti in soluzione, applicazioni ambientali, produzione 

e dispersione di nanoparticelle ed applicazioni biologiche (Magureanu et al., 2011; Akiyama 

et al., 2007; Fabiani et al., 2013; Ikawa et al., 2010; Joshi et al., 2015); queste proprietà sono 

attribuibili all'effetto del plasma il quale, generando radiazioni UV e radicali liberi, induce 

nel liquido differenti reazioni chimiche (Bruggeman et al., 2009; Samukawa et al., 2012). 

Park et al. (2013) e Laurita et al. (2015) hanno sperimentato l'applicazione di plasma 

atmosferico non termico ad acqua sterile deionizzata (SDW); la soluzione cosi ottenuta, 

denominata acqua attivata al plasma (“Plasma activated water”, PAW) evidenzia ottime 

proprietà antimicrobiche dovute essenzialmente all'effetto sinergico dei composti generati 

durante il trattamento ossia nitriti (NO2) e perossidi (H202) e alla contemporanea diminuzione 

del pH della soluzione (Kangang-Youbi et al., 2007; 2008). Il trattamento al plasma modifica 

dunque le caratteristiche chimico-fisiche dell'acqua generando una soluzione caratterizzata da 

spiccata acidità (pH 2.3), elevata conduttività ed inducendo al suo interno la formazione di 

nitrati (NO3), nitriti (NO2) (specie reattive dell'azoto; RNS), radicali superossido (O2•), 

perossido di idrogeno (H2O2) e radicali idrossido (•OH) (specie reattive dell'ossigeno; ROS) 

(Laurita et al., 2015). Analizzando le concentrazioni di questi composti durante il trattamento 

è stato possibile definire come H2O2 e NO3 tendano ad aumentare in funzione della durata 

dell'esposizione mentre NO2, dopo una prima fase di accumulo, diminuisca; questo 
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comportamento è dovuto alle reazioni tra perossidi e nitriti le quali, in ambiente acido, 

portano alla formazione di perossinitrito (Laurita et al., 2015). Nei momenti successivi al 

trattamento le concentrazioni di perossido di idrogeno e nitrati rimango stabili mentre quelle 

dei nitriti, dopo 25 minuti, tendono a zero (Laurita et al., 2015). 

L'attività antimicrobica dei perossinitriti è stata dimostrata per svariati patogeni (Heaselgrave 

et al., 2010; Zhu et al., 1992): questi composti attraversano la membrana cellulare e 

danneggiano proteine, membrane fosfolipidiche, DNA inibendo inoltre la catena di trasporto 

degli elettroni (Ducrocq et al., 1999). PAW presenta dunque attività antimicrobica diretta 

nelle prime fasi (10-25 minuti) ossia finchè la presenza di nitriti, reagendo con i perossidi, 

consente la formazione di perossinitriti (Laurita et al., 2015). Nel corso degli ultimi anni 

l'acqua attivata al plasma è stata impiegata per verificarne l’efficacia diretta contro batteri e 

funghi (Park et al., 2013; Laurita et al., 2015) e per la sua capacità di indurre l'espressione di 

geni di resistenza in pomodoro (Jiang et al., 2014; Perez, 2016). 
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SCOPO DELLA TESI 
 

La presente ricerca ha avuto l'obiettivo di sperimentare l'utilizzo di acqua attivata al plasma 

(PAW) come possibile induttore di resistenza in pianta. La presenza in soluzione acida di 

forme reattive dell'ossigeno e dell'azoto quali H202, NO3-, NO2
- una volta a contatto con i 

tessuti vegetali delle piante potrebbero elicitare l'attivazione di determinati "pathway" 

connessi al loro metabolismo secondario stimolando la produzione di importanti composti 

antimicrobici. Allo scopo di implementare il più possibile le nozioni inerenti l'effetto di 

PAW in pianta sono state eseguite diverse prove sia su piante sane sia su piante affette da 

malattie connesse alla presenza di fitoplasmi. Queste malattie, data l'impossibilità di 

impiegare gli antibiotici in agricoltura e la mancanza di efficaci strategie di difesa, risultano 

tutt'oggi di difficile contenimento e proprio per questo motivo si è voluta testare su di esse la 

possibile attività di PAW. Studi di espressione genica sono stati condotti sia in piante di C. 

roseus in vitro sia in piante di vite cv. Chardonnay in vivo allo scopo di determinare possibili 

reazioni nelle piante a seguito di trattamento con PAW. Inoltre, sono state studiate ed 

analizzate le popolazioni di miRNA in piante sottoposte/non sottoposte a trattamento con 

PAW e in piante infette/non infette da fitoplasmosi con l'obiettivo di chiarire da una parte i 

reali effetti del trattamento e dall'altra i fenomeni di interazione tra pianta e fitopalsma.  

Infine, volendo fornire un’idea reale dell'applicabilità e dell'effetto di PAW in campo è stata 

condotta una prova poliennale in 17 vigneti ubicati nella zona di produzione del Conegliano 

Valdobbiadene DOCG (Regione Veneto) ove sono stati eseguiti, in viti sane e infette da 

fitoplasmi, trattamenti endoterapici con PAW con l'obiettivo di verificarne i possibili effetti  

sulla gestione di queste complesse malattie.  
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CAPITOLO 1  

Effetti del trattamento PAW in vinche micropropagate 

 

1. MATERIALI E METODI 
 

1.1. Acqua attivata al plasma 

L'acqua attivata al plasma utilizzata è stata ottenuta mediante scarica a barriera dielettrica 

(DBD, “dielettric barrier discharge”), secondo il metodo di Laurita et al., (2015).  

La sorgente DBD (Figura 5) è costituita da un contenitore circolare (94 mm di diametro 

esterno) di vetro borosilicato, che funge sia da recipiente del liquido che da barriera 

dielettrica (2 mm di spessore). Il liquido è trattato in atmosfera chiusa senza ricircolo d'aria; 

il volume del reattore, non occupato dall'acqua, viene riempito di aria ambiente che funge da 

gas vettore del plasma. Due fogli di alluminio, posti ai poli esterni della capsula, fungono da 

elettrodi; quello a contatto con il liquido (89 mm di diametro) è connesso ad un generatore di 

alto voltaggio pulsato al nanosecondo, mentre l'elettrodo a contatto con il gas (80 mm) è 

portato a terra. Il generatore produce impulsi ad alto voltaggio con bassa velocità (pochi 

kV/ns) e 50 mJ di energia a impulso. L'acqua trattata con plasma utilizzata in questo 

esperimento è stata ottenuta applicando una tensione di picco di 20 kV con una frequenza di 

ripetizione di 1 kHz, un vuoto d'aria di 1 mm e 80 mL di H20 distillata (SDW). Con questa 

sorgente, a partire da acqua distillata, in 10 minuti vengono prodotti 80 ml di PAW. 

 

 
Figura 5. Schema e fotografia della sorgente DBD (da Laurita et al., 2015). 
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 Tabella 3. Profilo chimico della soluzione PAW 

 

La concentrazione dei principali RONs ed il pH della soluzione prodotta è stata misurata con 

un metodo semiquantitativo impiegando “strip” analitiche Quantofix® che presentano un 

settore di carta nella parte inferiore contenente un reagente specifico. Questo settore è stato 

immerso nella soluzione PAW ed ha assunto una colorazione tanto più intensa tanto più era 

alta la concentrazione di specie reattive in soluzione. Attraverso il confronto di tale settore 

colorato con una tabella di calibrazione è stato possibile quantificare i RONs (Tabella 3). 

 

1.2. Preparazione del materiale vegetale 

Allo scopo di eseguire la sperimentazione su un numero di piante con identico patrimonio 

genetico, sono state selezionate 30 piante di Catharanthus roseus (L.) G. Don sane e 40 

piante, della medesima specie, infette con il fitoplasma hydrangea 35 (16SrI-B), mantenute 

precedentemente in micropropagazione (Bertaccini, 2014). Per verificare la presenza del 

fitoplasma nelle piante selezionate si è proceduto all‘estrazione del DNA mediante un 

protocollo cloroformio/fenolo (Prince et al., 1993; appendice 1) seguita dall’analisi PCR 

mediante ''primers'' R16F2n/R2 (Gundersen & Lee, 1996) amplificanti un frammento di 

circa 1,200 nucleotidi del gene ribosomico 16Sr (appendice 2). Dai 70 germogli selezionati 

sono state micropropagate 186 nuove microtalee (102 infette - 84 sane) che sono state 

mantenute, sino al raggiungimento di una certa soglia di crescita (~10 cm), in ambiente 

conrollato (24 ± 2°C, fotoperiodo di 16 h di luce) in un substrato specifico (Bertaccini et al., 

1992; appendice 3). 

 

1.3. Valutazione della trascrizione dei geni di difesa 
 

1.3.1. Trattamento e campionamento 

I germogli di C. roseus micropropagati sono stati utilizzati per valutare e quantificare la 

trascrizione dei geni di resistenza selezionati. Allo scopo di verificare l'effetto del 

Soluzione H2O2 [mM] NO3
- [mM] NO2

- [mM] pH 

PAW 0,2 2,4 0 2,5 
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trattamento con PAW, la sua azione è stata comparata con quella del fosetyl di alluminio 

[Aliette, Bayer Crop Science] (FoAl; controllo positivo), di acqua distillata (ddH20; controllo 

negativo) e di controlli non trattati (utilizzati per la normalizzazione dei dati). Al 

raggiungimento della soglia di crescita di 10 cm, i germogli sono stati divisi in due gruppi; 

sani ed infetti con il fitoplasma. I germogli infetti erano 102 e sono stati suddivisi in 4 tesi 

costituite da 5 repliche biologiche per ciascuno dei 6 tempi analizzati. Gli 84 germogli sani 

sono stati suddivisi anch’essi in quattro tesi composte da 4 repliche biologiche per i sei tempi 

di analisi. Mediante questo approccio, in entrambi i gruppi, ogni tesi era composta da 6 serie 

di piante geneticamente identiche tra loro (Tabella 4).  

 

 

Gruppo Tesi 
Molecole 

attive 

Volume* 

(mL) 

n° di piante per replica 
Referenza 

 T0 T1 T2 T3 T4 T5 

In
fe

tt
e PAW ROS; RNS 20 5 5 5 5 5 5 Gruppo-AlmaPlasma 

FoAl Fosetyl all. 20 5 5 5 5 5 5 Bayer 

ddH2O / 20 5 5 5 5 5 5 / 

NT / / 2 2 2 2 2 2 / 

Sa
ne

 PAW ROS; RNS 20 4 4 4 4 4 4 Gruppo-AlmaPlasma 

FoAl Fosetyl all. 20 4 4 4 4 4 4 Bayer 

ddH2O / 20 4 4 4 4 4 4 / 

NT / / 2 2 2 2 2 2 / 

 
Tabella 4. Schema rappresentativo dell'esperimento; * volume di soluzione utilizzato per singolo trattamento. 

 

Il trattamento è stato eseguito sommergendo le piantine con le diverse soluzioni per 25 

minuti ad eccezione dei controlli non trattati ove non è stato eseguito alcun trattamento 

(Figura 6). Il fosetyl di allumino è stato utilizzato alla dose consigliata in etichetta pari a 2,5 

g/l. Trascorsi i 25 minuti, in cui le piante sono rimaste esposte alle diverse soluzioni, il 

campionamento è stato eseguito prelevando la porzione apicale da ogni replica di ogni tesi a 

0 (T0), 7 (T1), 24 (T2), 48 (T3), 96 (T4), 120 (T5) ore post-trattamento. I campioni sono 

stati immediatamente congelati in azoto liquido e conservati a -80°C fino al momento 

dell'estrazione dell'RNA. 
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Figura 6. Germogli di C. roseus trattati per sommersione con PAW. 

 

1.3.2. Estrazione di RNA 

L'RNA totale delle piante è stato estratto usando l’RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, 

Germania), seguendo le istruzioni fornite dalla casa produttrice. In particolare, per ciascun 

campione 100 mg di foglia sono stati dapprima macerati in azoto liquido e successivamente 

addizionati di tampone RTL (450 µl). Il lisato è stato trasferito nella colonnina QIAshredder 

e centrifugato per 2 min a 10.000 rpm. Il liquido purificato attraverso la membrana in silice è 

stato trasferito in nuovo tubo Eppendorf ed addizionato di 0,5 volumi di etanolo 100%. 

L'intera soluzione trasferita nella colonnina ''RNeasy spin column'' posta in una nuova 

Eppendorf da 2 ml è stata centrifugata a 10.000 rpm per 15 secondi. Si è proceduto 

aggiungendo 350 µl di tampone RW1 e procedendo con un'altra centrifugazione a 10.000 

rpm allo scopo di lavare la membrana della colonnina. Dopo aver preparato la “DNase I 

incubation mix” contenente 10 µl di DNase I stock solution e 70 µl di tampone RDD 

("RNase-Free DNase set"; Qiagen), 80 µl di suddetta soluzione sono stati aggiunti ad ogni 

membrana lasciandole incubare per 15 minuti a temperatura ambiente (20-30°C). Si è 

proceduto addizionando il tutto con 350 µl di tampone RW1 e procedendo mediante 

centrifugazione a 10.000 rpm per 1 minuto. Sono poi stati eseguiti due lavaggi mediante 500 

µl di tampone RPE e centrifugazioni di 15 secondi a 10.000 rpm. Infine, l'estratto di RNA è 

stato eluito in 50 µl di acqua distillata sterile esente da nucleasi e conservato a -20°C.  
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1.3.3. Quantificazione e valutazione della qualità dell'RNA estratto 

Per determinare la quantità di RNA estratto ciascun campione è stato dapprima valutato 

mediante Tecan Infinite® 200 Pro NanoQuant e successivamente anche mediante 

Spettrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.), in cui 1 µl di RNA è 

stato letto e quantificato alla lunghezza d'onda di 260 nm. La qualità è stata valutata invece 

mediante corsa elettroforetica di 5 µl di RNA per ciascun campione in gel di agarosio 1% 

TAE [Tris-Acetato (C6H15NO5) 1,04 M; EDTA (C10H16N2O8) 0,002 M], a 140 V per 

circa 1 ora. Nel gel è stato utilizzato il marker di RNA ''RiboRuler Low Range ladder'' 

(Thermo Scientific, Lituania) e la corsa, allo scopo di evitare la degradazione dell'RNA, è 

stata eseguita in ghiaccio. Al termine della corsa elettroforetica il gel è stato immerso in una 

soluzione 1% di bromuro di etidio per 10 minuti e successivamente trasferito in acqua 

distillata per altri 10 minuti eliminando il bromuro in eccesso. Infine, il gel è stato esposto 

alla luce di una lampada UV (312 NM) e fotografato con macchina fotografica Kodak EDAS 

290. 

 

1.3.4. Analisi qRT-PCR 

L'RNA estratto da ogni campione è stato sottoposto a retrotrascrizione allo scopo di ottenere 

il filamento di DNA complementare (cDNA). In particolare 250 ng di RNA totale sono stati 

incubati con 200 nM di ''random primer'' (Random Hexamer, Fermentas, Lituania) ed 

incubati 5 minuti a 70°C. Dopo un passaggio in ghiaccio, sono stati aggiunti 25 µl di una 

miscela di reazione contenente 17 µl di H2O, 5 µl di tampone [250 mM di Tris-HCl (pH 8,3 

a 25°C), 375 mM di KCl, 15 mM di MgCl2 e 50 mM DTT], 0,27 µl di Ribolock (Fermentas, 

Lituania), 2,5 µl dNTPs 20 µM e 0,3 µl M-MLV RT (Promega, USA). Il cDNA ottenuto è 

stato utilizzato per le successive amplificazioni mediante Real Time PCR ABI PRISM 

StepOnePlusTM Sequence Detection System (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) con 

tecnica “syber green”. Questo cromoforo, come l'etidio bromuro, emana fluorescenza ma 

risulta più sensibile e luminoso. Esso lega solo il doppio filamento di DNA; uno strumento 

calcola ad ogni ciclo la luminescenza emessa che di fatto rappresenta il numero di 

amplificati presenti nella reazione di PCR. Gli esperimenti sono stati condotti in piastre da 

96 campioni; ogni singolo cDNA è stato analizzato 3 volte allo scopo di avere 3 repliche 
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tecniche per ciascuna analisi eseguita inoltre, per ogni gene sono stati caricati 3 pozzetti con 

la sola “master mix” come controllo interno. Per ogni piastra si procedeva caricando 45 

pozzetti (15 campioni x 3 repliche tecniche) con la miscela contenente i "primers" per 

l’amplificazione del gene in esame e altri 45 con la miscela atta all’amplificazione del gene 

di controllo interno; il segnale ottenuto da quest’ultimo, espresso costantemente nei tessuti 

analizzati e non influenzato dai trattamenti sperimentali, veniva utilizzato per normalizzare il 

segnale emesso dai campioni in esame. Nell'esperimento in questione è stato selezionato 

come gene “target” l'ubiquitina (Tabella 5). Per ogni gene analizzato è stata usata la seguente 

miscela di amplificazione: 
 

Componente  Quantità (µl) 

cDNA (1:9)  3 µl 

Syber green_er *  5 µl 

Primer F (10µm)  0,1 µl 

Primer R (10µm)  0,1 µl 

H2O  1,8 µl 

Totale  10 µl 

* Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). 

 

Per tutti i geni analizzati sono state utilizzate le seguenti condizioni di PCR: 

50°C 2' 

95°C 10' 

95°C 15'' 

60°C 1' 

aumento progressivo di 0,5° C ogni 30'' da 60°C a 95°C 

 

L'ultimo step del ciclo di qPCR mediante l'aumento progressivo della temperatura da 60°C a 

95°C analizza la curva di "melting", permettendo di visualizzare le curve di dissociazione 

per ciascun frammento e di verificare l'assenza di prodotti di amplificazione aspecifici. 

 

1.3.5. Progettazione e validazione dei “primers” utilizzati 

Allo scopo di verificare possibili meccanismi di risposta al trattamento, sono stati individuati 

alcuni geni coinvolti nelle prime vie di segnalazione indotte da stress biotici e abiotici e nella 

via biosintetica degli alcaloidi. Per la progettazione dei "primer" utilizzati in qRT-PCR è 

x 40 cicli 
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stato usato il programma Primer-Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) 

sulla base delle sequenze di riferimento elencate sotto.  

 

Geni bersaglio Numero di accesso GenBank 

Fenilalanina ammonio liasi (CrPAL1) AB042520 
Calcone sintasi (CrCHS) AJ131813 

Strictosidina- ẞ-Glucosidasi (CrSGD) AF112888 
Deacetilvindolina-O-acetiltransferasi (CrDAT) LN809931 

Callosio sintasi (CrCalS11) HM800500 
Ubiquitina (CrUBQ11) EU007433 

 
Tabella 5. Geni selezionati per lo studio di espressione genica. 

 

Per il disegno dei “primers” sono stati valutati diversi fattori: 

- validità biochimica: per migliorare questo paramentro si è cercato di posizionare 

all'estremità 3' del "primer" una G (guanina) oppure una C (citosina) evitando T (timina) e, 

per ciascun “primer”, è stato impostato un contenuto totale in G-C pari al 45-55%. E' stata 

poi attentamente valutata la temperatura di “melting” di ciascuna coppia di “primer” 

verificando che fosse possibilmente superiore a 55°C ed il più possibile simile. Per definire 

la temperatura di “melting” più idonea è stata utilizzata la cosidetta regola del 4+2 : Tm= 

[(G/C x 4°C) + ( A/T x 2°C)] tenendo come valori consigliati 72°C per la temperatura di 

“melting” e 68°C per la temperatura di “annealing”. Successivamente è stata valutata la 

autocomplementarità della sequenza di ciascun “primer” e la complementarità di sequenza 

tra i due “primers” in oggetto cercando di ridurre il più possibile entrambi i valori. 

- validità biologica: allo scopo di verificare la specificità del “primer”, mediante il servizio 

blastin (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast), sono state cercate eventuali omologie di 

sequenza nella stessa regione o all'interno del medesimo genoma. 

I “primers” ottenuti sono stati controllati e successivamente selezionati mediante l'ausilio del 

programma Amplify 3 (Engels, 1993) che analizza l’omologia tra i “primers” ed il loro 

“target”, la lunghezza del trascritto risultante e la presenza di eventuali dimeri di “primers” o 

bande aspecifiche. In Tabella 6 sono riporati i “primers” utilizzati nell'analisi. 
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Gene ''Primer'' Sequenza 5'-3' Amplificato Bibliografia 

CrPAL1 
Forward AAACCCGGCAATCCCTAACC 

89 questo studio 
Reverse GGAATTCGGCTCCCACATC 

CrCHS 
Forward ACTCCTCCGGCTACCTAC 

84 questo studio 
Reverse TCCTTGAGCACGTTGAGC 

CrSGD 
Forward TCACAAAGCTGCTGTGGAAG 

182 
Nejat et al., 

2012 Reverse CACCCGTTGTTAATGGCTCT 

CrDAT 
Forward CCTCCGGAAGCCATAGAAAAG 

105 questo studio 
Reverse CGTGGCACATCGACTGAGAA 

CrCalS11 
Forward GCTGCTTATGCGCTCGACTATG 

201 Miotti, 2013 
Reverse GTATCGTCTCTCGGCAACCCAC 

CrUBQ11 
Forward GGAAGGCATTCCACCAGACCA 

131 Wei, 2010 
Reverse TACCTCCCCGGAGACGAAGC 

 
Tabella 6. Sequenze dei ''primers'' utilizzati per l'amplificazione dei geni ''target''. 

 

1.3.6. Analisi dei dati ottenuti mediante qRT-PCR 

L'analisi dei dati di qPCR si basa sull'assunzione che tutti i campioni analizzati abbiano la 

stessa efficienza di PCR per uno specifico amplicone. Come dimostrato da Ramakers et al., 

2003 piccole variazioni nell'efficienza di PCR possono generare errate interpretazioni dei 

livelli di espressione. Per ovviare a questo problema l'efficienza di ogni singola coppia di 

"primers" è stata calcolata mediante il programma LinRegPCR (Ruijter et al., 2013) che 

valuta la fluorescenza ad ogni ciclo per singolo campione. Questo valore si ottiene dalla 

linearizzazione della formula per le amplificazioni esponenziali di PCR utilizzando il 

logaritmo di entrambi i membri: Log (Nc) = Log (No) + Log (eff.) x C, dove Nc e C sono le 

misure dei dati di fluorescenza e il rispettivo numero dei cicli, Log (No) e Log (eff.) 

rappresentano invece l'intercetta e l'inclinazione risultanti. L'efficienza ottenuta per ogni 

coppia di "primers", è stata utilizzata per calcolare i livelli differenziali di espressione genica 

tra le varie tesi. Le medie dei livelli di trascrizione di tutti i geni analizzati (Ct, ''cycle 

threshold''), sono state normalizzate a quella rilevata per il gene di riferimento (ubiquitina). 

La trascrizione differenziale dei geni è stata determinata tramite il metodo 2-∆∆Ct (Livak e 

Schmittigen, 2001). I livelli di espressione di ogni singolo gene sono stati normalizzati 

basandosi sui controlli non trattati ad ogni singolo tempo di analisi. Infine, con l'obiettivo di 

valutare la presenza di differenze statisticamente significative tra le tesi analizzate, si è 

proceduto al calcolo dell'errore standard e tutti i dati sono stati elaborati mediante test 

''ANOVA one way''  (Tukey's HSD, p=0,05) e test "T-student" (Fisher, 1925). 
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2. RISULTATI 
 

2.1. Verifica della presenza di fitoplasmi nei germogli utilizzati 

L'analisi del gene ribosomico 16S dei fitoplasmi è stata eseguita su un totale di 70 germogli 

(40 infetti e 30 sani) di C. roseus utilizzati come materiale di partenza per le successive 

micropropagazioni. L'analisi ha confermato la positività della quasi totalità dei germogli 

infetti al fitoplasma Hydrangea 35 (16SrI-B) ad eccezione di 6, che sono stati sostituiti da 

altri 6, ove è stata accertata la presenza del fitoplasma. I germogli selezionati come sani 

hanno confermato la propria negatività alla presenza di fitoplasmi all'analisi “nested” PCR. 

 

2.2. Estrazione degli acidi nucleici 

L' estrazione dell'RNA mediante kit commerciale ha consentito di ottenere buoni quantitativi 

di RNA da ogni singolo campione (concentrazione media ~ 320 ng/µl) con un rapporto di 

assorbanza sempre molto vicino a 2. I campioni che presentavano concentrazioni inferiori 

alla media o rapporti di assorbanza inferiori a 1.85 o superiori a 2.15, sono stati riestratti 

prima di essere sottoposti all'analisi. Anche la qualità degli acidi nucleici ha fornito ottimi 

risultati. 

 

2.3. Analisi trascrizionale dei geni di difesa  

Il gene codificante l’ ubiquitina, utilizzato come controllo interno, si è confermato un gene di 

riferimento affidabile evidenziando livelli di trascrizione equivalenti in tutte le tesi 

analizzate. I dati riportati di seguito evidenziano, per ogni singolo gene analizzato, le 

differenze riscontrate in termini di abbondanza dei livelli di trascrizione per ogni singola tesi 

ad ogni tempo di analisi. L'utilizzo di un controllo negativo, in questo caso della tesi trattata 

con acqua distillata sterile deionizzata, sottoposto alle stesse modalità di trattamento 

impiegate nelle altre due tesi (PAW, FoAl) ha permesso di valutare le reali risposte di difesa 

indotte nelle piante escludendo la possibilità che le differenze riscontrate potessero essere 

attribuite a fenomeni di stress indotti dalla sola sommersione in liquido. A tale scopo il 

controllo trattato con H2O è stato incluso negli studi di espressione genica in modo da 

garantire che i risultati ottenuti riflettessero accuratamente la risposta dell'ospite al solo 
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trattamento (Smart et al., 2003). La specificità dei ''primers'' disegnati su ogni gene saggiato 

è stata verificata mediante curve di dissociazione (Figura 7).  

 
Figura 7. Curve di dissociazione ottenute dagli ampliconi prodotti da “primer” specifici per i geni ubiquitina 
(controllo interno; UBQ) e fenilalanina ammonio liasi (PAL). 

 

2.3.1. Gene callosio sintasi 

Dagli esperimenti di qRT-PCR si è potuto evidenziare come la sequenza omologa al callosio 

sintasi (CrCalS11) risulti modulata in maniera differenziale nelle varie tesi sottoposte ad 

analisi. Sia nei germogli infetti che sani, sono state riscontrate differenze statisticamente 

significative nei livelli trascrizionali delle piante trattate con PAW e FoAl al tempo 1 [7 ore 

post-trattamento (p.t.)] rispetto alla tesi non trattata. In particolare a seguito del trattamento 

con FoAl è stato registrato, al tempo 1, un aumento della trascrizione del gene callosio 

sintasi paria a 6,7 e 7,5 volte la tesi non trattata rispettivamente nelle piante infette e nelle 

piante sane (Grafici 1 e 2). Comportamento analogo, sebbene con valori più bassi, è stato 

osservato anche nelle tesi trattate con PAW ove sono stati registrati livelli trascrizionali pari 

a 2,9 e 3,8 volte quelli della tesi non trattata rispettivamemente nei germogli infetti ed in 

quelli sani (Grafici 1 e 2). 
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Grafico 1. Cinetica di espressione del gene CrCalS11 in germogli di C. roseus infetti con fitoplasma 
Hydrangea 35 (16SrI-B) dopo trattamento per sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); 
ddH2O (quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. 
Il grafico mostra l’induzione del gene CrCalS11 ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore 
d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. (* = statisticamente significativo per p < 0,05.) 
 

 
Grafico 2. Cinetica di espressione del gene CrCalS11 in germogli di C. roseus sani dopo trattamento per 
sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O (quadrato nero). La linea rossa esprime 
il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il grafico mostra l’induzione del gene 
CrCalS11 ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I tempi selezionati sono: T0 = fine 
trattamento; T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 
ore d.t. (* = statisticamente significativo per p < 0,05). 
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2.3.2. Gene calcone sintasi 

Gli esperimenti di espressione condotti su calcone sintasi (gene CrCHS) non evidenziano 

differenze statisticamente significative tra le tesi analizzate in entrambe le prove sia nei 

germogli infetti che sani. La cinetica di espressione del gene CrCHS è pressochè identica in 

tutte e tre le tesi (PAW, FoAl, ddH2O) ed in entrambe le prove evidenziando livelli di 

espressione pari o leggermente inferiori alla media dei controlli non trattati (Grafici 3 e 4). 

 

 
Grafico 3. Cinetica di espressione del gene CrCHS in germogli di C. roseus infetti con fitoplasma Hydrangea 
35 (16SrI-B) dopo trattamento per sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene CrCHS ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore 
d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. 
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Grafico 4. Cinetica di espressione del gene CrCHS in germogli di C. roseus sani dopo trattamento per 
sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); H20 (quadrato nero). La linea rossa esprime il 
valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il grafico mostra l’induzione del gene CrCHS ad 
ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; T1= 
7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. 
 

2.3.3. Gene fenilalanina ammonio liasi 

L’espressione del frammento del gene putatitivo della fenilalanina ammonio liasi (CrPAL1) 

evidenzia un aumento statisticamente significativo dei livelli di trascrizione nella tesi trattata 

con PAW al tempo 2 (24 ore p.t.) pari a 2,6 volte i controlli non trattati, nella prova svolta 

sul sano, mentre nell’infetto l’incremento di espressione registrato è stato superiore di 2,2 

unità rispetto ai controlli interni. La cinetica di espressione riscontrata nelle due prove 

(germogli infetti-germogli sani) è pressochè identica confermando la risposta del gene 

fenilalanina ammonio liasi al trattamento con PAW. Nessuna differenza è stata invece 

registrata nelle tesi trattate con FoAl e H20; in entrambi i casi i livelli di espressione 

riscontrati erano pressochè uguali a quelli riscontatri nei germogli non trattati (Grafici 5 e 6). 

 

 



 

- 62 - 
 

 
Grafico 5. Cinetica di espressione del gene CrPAL1 in germogli di C. roseus infetti con fitoplasma Hydrangea 
35 (16SrI-B) dopo trattamento per sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene CrPAL1 ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore 
d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. (* = statisticamente significativo per p < 0,05). 
 

 
Grafico 6. Cinetica di espressione del gene CrPAL1 in germogli di C. roseus sani dopo trattamento per 
sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O (quadrato nero). La linea rossa esprime 
il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il grafico mostra l’induzione del gene CrPAL1 
ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; 
T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. (* = 
statisticamente significativo per p < 0,05). 
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2.3.4. Gene strictosidina-ẞ-glucosidasi 

L’analisi qRT-PCR del frammento genetico codificante per strictosidina-ẞ-glucosidasi 

(CrSGD) evidenzia livelli di espressione più elevati solamente in risposta al trattamento con 

PAW. In entrambe le prove, sia i germogli infetti che quelli sani, mostrano differenze 

statisticamente significative nei livelli trascrizionali del gene CrSGD nella tesi PAW rispetto 

ai controlli non trattati e alle altre tesi in esame. Sebbene il gene analizzato manifesti livelli 

trascrizionali più elevati a seguito di trattamento con PAW in entrambe le prove svolte, le 

cinetiche di espressione nei germogli malati e sani sono risultate differenti. In particolare, le 

piante infette hanno manifestato un andamento altalenante, evidenziando un aumento dei 

trascritti pari a 4,2 volte i controlli non trattati al tempo 2 (24 ore p.t.) per poi dimuire al 

tempo 3 (48 ore p.t.) a livelli statisticamente non significativi e raggiungendo il picco 

massimo al tempo 4 (96 ore p.t.) delineando livelli di espressione statisticamente maggiori di 

6,2 volte rispetto ai controlli non trattati; al rilevamento successivo, 120 ore dal trattamento, 

i valori di espressione rinvenuti erano pressochè identici tra tutte le tesi in esame (Grafico 7).  

 

 
Grafico 7. Cinetica di espressione del gene CrSGD in germogli di C. roseus infetti con fitoplasma Hydrangea 
35 (16SrI-B) dopo trattamento per sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene CrSGD ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore 
d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. (* = statisticamente significativo per p < 0,05). 
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La prova svolta sui germogli sani ha delineato invece una cinetica di espressione più 

costante: al primo picco di espressione al tempo 2 (24 p.t.) è seguito un aumento progressivo 

anche al tempo 3 (48 p.t.) e al tempo 4 (96 ore p.t.). Sono stati registrati aumenti 

statisticamente significativi dei trascritti del gene CrSGD rispetto ai controlli non trattati pari 

a 5,1 – 5,4 e 6,8 unità rispettivamente a T2, T3 e T4 (Grafico 8). 

 

 
Grafico 8. Cinetica di espressione del gene CrSGD in germogli di C. roseus sani dopo trattamento per 
sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O (quadrato nero). La linea rossa esprime 
il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il grafico mostra l’induzione del gene CrSGD 
ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; 
T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. (* = 
statisticamente significativo per p < 0,05). 
 

2.3.5. Gene deacetilvindolina-O-acetiltransferasi 

L’amplificazione del frammento di sequenza corrispondente a deacetilvindolina-O-

acetiltransferasi (CrDAT) evidenzia un andamento altalenante e discontinuo in tutte le tesi 

analizzate (PAW, FoAl e ddH2O) sia nei germogli infetti che in quelli sani.  

La cinetica di espressione registrata nella prova eseguita sui germogli infetti si discosta da 

quella ottenuta nei germogli sani. In particolare, nell’esperimento svolto sui germogli infetti 

si è registrato un picco di espressione statisticamente significativo al T3 nella tesi trattata 

PAW, mentre nei germogli sani un picco di espressione non statisticamente significativo, è 

stato riscontrato a T4 nella tesi trattata con FoAl (Grafici 9 e 10).  
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Grafico 9. Cinetica di espressione del gene CrDAT in germogli di C. roseus infetti con il fitoplasma Hydrangea 
35 (16SrI-B) dopo trattamento per sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene CrDAT ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore 
d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. (* = statisticamente significativo per p < 0,05). 

 

 
Grafico 10. Cinetica di espressione del gene CrDAT in germogli di C. roseus sani dopo trattamento per 
sommersione con: PAW (triangolo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O (quadrato nero). La linea rossa esprime 
il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il grafico mostra l’induzione del gene CrDAT 
ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I tempi selezionati sono: T0 = fine trattamento; 
T1= 7 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 24 ore d.t.; T3 = 48 ore d.t.; T4 = 96 ore d.t.; T5 = 120 ore d.t. (* = 
statisticamente significativo per p < 0,05). 
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Sebbene l’andamento di espressione genica rilevato nei germogli infetti sia diverso da quello 

ottenuto nei germogli sani, in entrambi gli esperimenti la tesi trattata con PAW presenta dei 

livelli superiori di espressione rispetto ai controlli a determinati tempi; in particolare nei 

germogli malati si stabilizza su livelli di espressione superiori ai controlli a partire dal tempo 

3, mentre in quelli sani si evidenzia un picco statisticamente significativo al tempo 5. 

 

 

3. DISCUSSIONE 

Al fine di valutare il possibile impiego di PAW per l’elicitazione di risposte di difesa atte a 

limitare la presenza di fitoplasmi sono state studiate le cinetiche di espressione di alcuni geni 

coinvolti nell’interazione pianta-fitoplasma. Lo studio di espressione genica si è concentrato 

sull’espressione di geni codificanti una callosio sintasi, fenilalanina ammonio liasi, una 

calcone sintasi, strictosidina-ẞ-glucosidasi e deacetilvindolina-O-acetiltransferasi. E’ noto 

che tutti questi geni sono coinvolti nelle risposte di difesa delle piante ai patogeni ed in 

particolare nell’interazione pianta-fitoplasma (Dixon et al., 1995; Musetti, 2010; Landi et 

al., 2011; Nejat et al., 2012). Il gene CrCalS11 è uno dei geni presenti in C. roseus 

codificanti callosio sintasi; studi istologici su numerose specie vegetali hanno dimostrato che 

la deposizione di callosio a livello di placca cribrosa nei tessuti conduttori è una delle prime 

aberrazioni a carico dell’ospite che si riscontrano in caso di infezione da parte di fitoplasmi; 

generalmente l’accumulo di callosio rappresenta una risposta aspecifica delle piante in 

risposta all’attacco di un patogeno o ad una ferita (Musetti, 2010). Studi condotti da Miotti, 

2013 su piante di C. roseus hanno evidenziato inoltre come il gene CrCalS11 risulti essere 

quattro volte più espresso nelle piante infette da fitoplasmi rispetto ai controlli sani. Il gene 

CrPAL1, codificante fenilalanina ammonio liasi è stato ampiamente studiato nelle relazioni 

pianta-patogeno in quanto catalizzatore del primo step nella via biosintetica dei 

fenilpropanoidi e composto chiave nella sintesi dei precursori di acido salicilico, fitoalessine 

e lignina (Landi et al., 2011; Figura 8).  
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Figura 8. Rappresentazione schematica delle principali vie metaboliche analizzate nello studio in risposta al 
trattamento con PAW. In rosso sono evidenziati i geni coinvolti nell’analisi di espressione genica (da Sun et 
al., 2016). 
 
La resistenza di alcune varietà di viti ad attacchi di alcuni patogeni fungini è stata correlata 

ad una regolazione positiva del gene PAL, scoperta che conferma il ruolo fondamentale di 

questa molecola nell’interazione pianta-patogeno (Figueiredo et al., 2008). L’espressione di 

questo gene in piante infette da fitoplasmi è stata studiata da Landi et al. 2011 in vite nelle 

varietà Chardonnay e Sangiovese; l’analisi ha riguardato piante sintomatiche infette da “bois 

noir” (BN) e piante soggette a “recovery” indotto mediante strattonamento. Nelle piante 

infette l’analisi è stata eseguita su due tipologie di foglie, sintomatiche ed asintomatiche. Lo 
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studio ha evidenziato una sovraespressione di PAL sia nelle foglie sintomatiche delle piante 

infette sia nelle piante “recovered”. Il profilo di espressione è invece risultato diverso nelle 

foglie asintomatiche delle piante malate: mentre nelle foglie di Sangiovese l’espressione 

risultava più alta rispetto alle piante sane, nelle foglie di Chardonnay non è stata determinata 

alcuna variazione. Tale differenza viene giustificata dagli autori con la diversa suscettibilità 

delle due varietà alla malattia (maggiore in Chardonnay) avvalorando l’idea che questo gene 

possa avere un ruolo determinante nell’interazione pianta-fitoplasma (Landi et al., 2011).  

L’analisi ha coinvolto successivamente il gene CrCHS, codificante la calcone sintasi, enzima 

chiave nella via biosintetica dei fenilpropanoidi ove catalizza la condensazione del malonyl-

CoA con il p-coumaroyl-CoA per la formazione della naringenina-calcone (Yamada et al., 

2013). In vite questo enzima, fondamentale per la produzione di fitoalessine, è risultato 

sovraespresso in piante di Chardonnay e di Sangiovese “recovered” (Landi et al., 2011). 

Allo scopo di investigare l’effetto del trattamento con PAW in più vie metaboliche implicate 

nelle risposte di difesa/stress è stata poi valutata l’espressione del gene CrSGD, codificante 

la strictosidina-ẞ-glucosidasi, enzima fondamentale nella produzione di alcaloidi in C. 

roseus, in quanto converte la strictosidina in catenamina generando importanti composti 

farmaceutici (Guirimand et al., 2010; Figura 8). Mediante questa via biosintetica vengono 

prodotti importanti composti quali la vinblastina e la vincristina, utilizzate nella 

chemioterapia contro il cancro, la ajmalacina utilizzata come antiipertensivo e la serpentina 

generalmente utilizzata come sedativo (Canto-Canche et al., 2001; Schröder et al., 1993; 

Sottomayor et al., 2004). Nella pianta questi composti ed in particolare la catarantina 

(precursore della vinblastina), la vinblastina, e la vindolina svolgono un’importante attività 

repellente contro gli animali erbivori ed hanno una spiccata attività antimicrobica capace di 

limitare la crescita di patogeni fungini e batterici (Luijendijk et al., 1996). Studi condotti su 

piante di C. roseus sperimentalmente e naturalmente infette con Spiroplasma citri hanno 

evidenziato una sovraespressione del gene CrSGD nelle piante malate rispetto ai controlli 

sani avvalorando l’implicazione della strictosidina-ẞ-glucosidasi nelle risposte di difesa 

della pianta e nella sua attività antimicrobica (Nejat et al., 2012; Luijendijk et al., 1996). 

L’ultimo gene analizzato è stato CrDAT codificante la deacetilvindolina-O-acetiltransferasi, 

enzima a valle della via biosintetica degli alcaloidi e fondamentale per la sintesi di vindolina 

(Mujib et al., 2012) (Figura 8). 
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I risultati ottenuti dall’analisi qRT-PCR hanno evidenziato, a seguito del trattamento con 

PAW, una sovraespressione dei geni CrCalS11, CrPAL1 e CrSGD in entrambe le tesi prese 

in esame (germogli infetti-germogli sani). Differenze statitisticamente significative sono 

state determinate anche per il gene CrDAT sebbene le cinetiche di espressione tra le due 

prove siano risultate differenti. Per quanto riguarda invece il gene CrCHS non è stata 

riscontrata alcuna differenza tra le tesi analizzate. 

In merito al gene CrCalS11 è stato riscontrato un aumento significativo dei trascritti sia nelle 

tesi trattate con PAW sia nelle tesi trattate con FoAl al tempo 1 ossia a 7 ore post 

trattamento. L’espressione è risultata maggiore a seguito del trattamento con FoAl 

evidenziando valori 6,7 volte superiori nei germogli infette e 7,5 volte superiori nei germogli 

sani rispetto ai controlli non trattati. Per quanto riguarda la risposta al trattamento con PAW 

è stato registrato un incremento dei trascritti pari a 3,8 e 2,9 volte i controlli rispettivamente 

nella prova eseguita sui germogli sani e malati. La sovraespressione di questo gene in 

risposta al trattamento con PAW, potrebbe essere legata alla presenza in soluzione di specie 

reattive quali ROS, RNS ed in particolare H2O2 che potrebbero aver generato uno stress 

ossidativo a carico dei tessuti vegetali; diversi studi correlano infatti la deposizione di 

callosio a vari livelli come una risposta generica a stress di origine biotica ed abiotica 

(Ellinger et al., 2014). La sintesi di callosio e l’aggregazione di filamenti proteici nel floema 

sono regolati dal flusso degli ioni Ca2+ al suo interno e fungono da composti chiave per 

limitare la diffusione e il movimento dei fitoplasmi in pianta (Musetti et al., 2008). In piante 

di melo e di albicocco è stato dimostrato come il fenomeno del “recovery” coincida con 

l’accumulo di H2O2 nei tessuti cribrosi, fenomeno che genera generalmente deposizione di 

callosio e produzione di filamenti proteici (Musetti et al., 2005, 2007, 2010). La 

sovraespressione del gene CrCalS11 nei germogli trattati con PAW potrebbe essere legata 

alla presenza di H2O2 che influenzando l’apertura dei canali del Ca2+ induce deposizione di 

callosio come risposta allo stress ossidativo. Sebbene questo gene sia risultato più espresso 

in piante di C. roseus infette da fitoplasmi rispetto ai controlli sani (Miotti, 2013) la sua 

azione non risulterebbe compatibile con una deposizione di callosio a livello floematico, in 

quanto mutazioni dell’ortologo di questo gene in A. thaliana non sono associate a disturbi 

nella regolazione del sistema vascolare della pianta, ma ad una diminuizione della fertilità 

dovuta ad un alterato sviluppo dei granuli pollinici (Enss et al., 2005). Questa 
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considerazione pone qualche interrogativo sul ruolo del gene CsCalS11 in C. roseus e 

soprattutto sull’azione che esso svolge nell’interazione pianta-fitoplasma, un quadro più 

chiaro si potrà avere quando saranno disponibili le sequenze per tutte le callosio sintasi 

espresse nel genoma di vinca.  

L’analisi di espressione effettuata sul gene codificante fenilalanina ammonio liasi (CrPAL1) 

ha evidenziato livelli di trascritti statisticamente superiori nelle tesi trattate PAW al tempo 2 

(24 ore post trattamento) in entrambe le prove svolte. L’espressione è risultata essere 2,1 e 

2,6 volte superiore ai controlli, rispettivamente nei germogli malati e sani. In questo caso il 

trattamento con FoAl, in entrambe le prove, non ha manifestato alcun effetto nell'espressione 

del gene esaminato. Studi svolti su specie di tabacco con diversi gradi di suscettibilità nei 

confronti di Phytophtora nicotianae var. nicotianae hanno evidenziato come, piante trattate 

con FoAl manifestino una sovraespressione del gene PAL di circa il 47% rispetto ai controlli 

riuscendo conseguentemente ad accumulare una quantità superiore di fitoalessine 

(Nemestothy et al., 1990). Esperimenti condotti sullo stesso patosistema hanno determinato, 

a seguito del trattamento, un aumento considerevole nelle prime 48 ore della fitoalessina 

capsidiolo confermando la predisposizione di questo composto nell'attivare alcune forme di 

difesa dell'ospite (Guest, 1984). Il fatto di non aver registrato, nelle prove svolte su C. 

roseus, nessun effetto a carico del gene CrPAL potrebbe essere dovuto alla breve 

esposizione dei germogli alla soluzione contenente FoAl (25 minuti) che potrebbe averne 

limitato l'assorbimento e quindi l’azione. Inoltre, prove recenti svolte sul patosistema patata-

Phytophtora infestans hanno evidenziato come l'attività di FoAl sia legata alla presenza del 

patogeno nell'ospite, in assenza di esso infatti non è stata riscontrata, dagli autori, nessuna 

differenza nella produzione di fitoalessine (Andreu et al., 2006). Tale fenomeno 

sembrerebbe legato al fatto che FoAl agisca inizialmente a carico delle cellule del patogeno 

e che solo successivamente induca risposte di difesa a carico dell'ospite (Andreu et al., 

2006). Questo potrebbe giustificare il comportamento riscontrato nelle piante di C. roseus 

ove, la mancanza di un patogeno fungino potrebbe aver limitato l'attività del controllo 

positivo. L'induzione della trascrizione del gene CrPAL1 registrata in entrambe le prove 

(germogli infetti-sani) a seguito della loro esposizione a PAW può essere dovuta alla 

presenza in soluzione di H2O2, NO2- e NO3- composti utilizzati dalla pianta come segnali per 

attivare diverse vie metaboliche di risposta a stress (Lamb & DIxon 1997; Li et al., 2006). 
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Evidenze scientifiche dimostrano che l’ossido di azoto (NO) ed i suoi donatori attivano la 

trascrizione del gene PAL tramite meccanismi cGMP-dipendenti (guanosin-monofosfato 

ciclico), attraverso i quali, alte concentrazioni di NO nella cellula generano la liberazione di 

calcio intracellulare attivando i segnali traduzionali mediati da cGMP (Durner et al., 1998; 

Wendehenne et al., 2004). Diverse vie sono state individuate per la produzione di NO in 

pianta: una riducente in cui nitrati e nitriti vengono utilizzati come substrato principale ed 

include nitrato reduttasi citoplasmatica (NR) e di membrana (“nitrite-NO reductase”) ed una 

riduzione del nitrito a livello mitocondriale; la seconda via metabolica, ossidativa, include 

invece la produzione di ossido di azoto a partire da L-arginina, poliammine o idrossilammine 

(Gupta et al., 2011; Yu et al., 2012: Li, 2016). Paralleleamente all’effetto di NO, l’induzione 

del gene PAL nei trattati PAW, può essere stata influenzata anche dalla presenza di H2O2 in 

soluzione, che è generalmente considerata il principale intermediario nell’attivazione della 

resistenza indotta. Svariati studi correlano l’induzione del gene PAL alla presenza di H2O2 

nelle cellule vegetali, reazione che porta tendenzialmente alla risposta di ipersensibilità 

(Chen et al., 1993; Levine et al., 1994; Desikan et al., 200; Kachroo et al., 2003). I risultati 

ottenuti sono parzialmente in accordo con gli esperimenti condotti da Perez, 2016 in piante 

di pomodoro ove, a seguito di bagno radicale con PAW è stata determinata la 

sovraespressione del gene PAL nelle prime ore post trattamento. Nel suddetto esperimento 

l’espressione del gene codificante la fenilalanina ammonio liasi evidenziava livelli 

significativamente maggiori dei propri trascritti sino a 8 giorni dal trattamento evidenziando 

una cinetica di espressione più duratura di quella riscontrata nella prova qui descritta. Queste 

variazioni comportamentali potrebbero essere dovute alle diverse specie vegetali utilizzate, 

alle diverse forme di coltura (vivo-vitro) ed alle diverse modalità di trattamento/esposizione 

(bagno radicale–sommersione). Nella prova sopra citata l’autore non riscontra, a seguito 

della sovraespressione del gene PAL, una correlazione positiva nei livelli dei trascritti delle 

principali proteine di patogenesi (PR-1, PR-4, PR-5); la mancata induzione di queste 

proteine potrebbe essere connessa ad un accumulo eccessivo, a seguito del trattamento, di S-

nitrosoglutatione (GSNO), nitrosotiolo coinvolto in diverse reazioni cellulari. Studi condotti 

da Feechan, 2015 evidenziano come alti livelli di suddetto composto possano limitare i 

segnali indotti dall’acido salicilico e quindi non indurre l’espressione di PR. Inoltre, sebbene 

il gene PAL sia generalmente connesso all’attivazione di “PR-proteins”, sembra che la sua 
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induzione mediata da NO sia indipendente dall’acido salicilico giustificando la mancata 

espressione delle proteine di patogenesi (Durner et al., 1998; Yun et al., 2011). A tal 

proposito, in questo esperimento, si è deciso di investigare le principali vie metaboliche 

attivate in seguito a stimoli di origine biotica ed abiotica ma non correlate all’accumulo di 

acido salicilico e quindi all’attivazione delle proteine di patogenesi. Livelli di espressione 

statisticamente maggiori sono stati determinati a seguito del trattamento con PAW, anche per 

il gene CrSGD codificante strictosidina-ẞ-glucosidasi, enzima chiave nella via biosintetica 

degli alcaloidi. In particolare, nella prova eseguita sulle piante infette, sono stati riscontrati 

aumenti significativi della quantità di mRNA trascritto pari a 4,2 e 6,2 volte i controlli 

rispettivamente al tempo 2 (24 ore p.t) ed al tempo 4 (96 ore p.t). Comportamento simile ma 

più costante e duraturo nel tempo è stato invece evidenziato nella prova eseguita su C. 

roseus esenti da fitoplasma ove, al picco iniziale al tempo 2 è seguito un aumento costante al 

tempo 3 e al tempo 4 evidenziando rispettivamente un’espressione genica di 5, 5,4 e 6,8 

volte i controlli non trattati. Entrambe le prove hanno dimostrato la risposta del gene CrSGD 

a PAW, in entrambi i casi il picco iniziale di espressione è stato rilevato a 24 ore p.t. 

attestandosi su valori pressochè uguali. La diminuizione dei livelli di trascritti al tempo 3 (48 

ore p.t.), nella prova eseguita sui germogli infetti a differenza di quelli sani, si suppone sia 

correlata alla presenza del fitoplasma che potrebbe aver modificato ed influenzato la via 

metabolica di risposta attivata dalla pianta. Studi condotti da Nejat et al., 2012 hanno 

evidenziato come, piante di C. roseus infette con Spiroplasma citri esprimano maggiormente 

il gene CrSGD proponendo un suo ruolo attivo nell’interazione pianta-spiroplasma. Dai 

risultati ottenuti in questa prova sembra che il fitoplasma hydrangea 35 (16SrI-B) non abbia 

influenzato positivamente l’espressione del gene ma bensì abbia interferito sulla sua 

attivazione; paragonando infatti, i picchi di espressione al tempo 2 ed al tempo 4 nelle due 

prove svolte emerge che i valori dei germogli infetti risultano lievemente inferiori a quelli 

dei germogli sani. Questa diversa interazione pianta-patogeno potrebbbe essere dovuta, oltre 

che ai diversi agenti coinvolti, al materiale vegetale utilizzato. Nella prova in esame il 

mantenimento in micropropagazione dei germogli di C. roseus infetti per circa una ventina 

di anni, potrebbe aver generato una sorta di adattamento tra l’ospite e il patogeno; in 

aggiunta, tale difformità potrebbe essere dovuta alla diversa fisiologia nel sistema in vitro 

ove i germogli non presentano radici. In ogni caso il fatto che la pianta, a seguito di infezioni 
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da spiroplasmi/fitoplasmi, reagisca attivando la medesima via metabolica indotta dal 

trattamento con PAW può far pensare che l’applicazione di PAW nelle prime fasi di 

infezione o ancor meglio, in prevenzione, possa influenzare positivamente il decorso della 

malattia. L’induzione riscontrata in ambo le prove a carico del gene CrSGD è probabilmente 

legata alla presenza di perossido di idrogeno in PAW. Studi condotti da Tang et al., 2009 

hanno dimostrato come l’apporto su piante di C. roseus di diverse concentrazioni di H2O2 

esogena generi un aumento del contenuto di diversi alcaloidi tra cui vinblastina, vindolina e 

catarantina. Comportamento analogo è emerso anche in altre specie vegetali ove l’accumulo 

degli alcaloidi nicotina e berberina, a seguito di stress ossidativo indotto da fattori biotici ed 

abiotici, è risultato essere nettamente superiore (De Luca & St Pierre 2000; Chou & Kutchan 

1998; De Luca et al., 1986). L’induzione di questa via metabolica in C. roseus è stata 

riscontrata anche in seguito a trattamento con jasmonato di metile ove è stato dimostrato un 

aumento di espressione del gene STR codificante strictosidina sintasi, fase precedente 

all’attivazione di CrSGD (Wei et al., 2010).  

L’ultimo gene ad aver dimostrato una induzione positiva, sebbene meno chiara che negli 

altri casi, a seguito del trattamento con PAW è il gene CrDAT codificante la 

deacetilvindolina-O-acetiltransferasi, enzima determinante per la sintesi di vindolina. In 

questo caso le cinetiche di espressione riscontrate nelle due prove svolte (germogli sani-

germogli malati) sono risultate differenti. E’ stato riscontrato un aumento significativo dei 

livelli dei trascritti al tempo 5 (120 ore p.t.) pari a 2,25 volte i controlli nella prova eseguita 

sui germogli sani mentre per quanto riguarda quelli infetti il picco di espressione è stato 

riscontrato al tempo 3 (48 ore p.t.) con un valore superiore di 2,8 unità. Anche l’espressione 

riscontrata nelle tesi trattate con FoAl risulta discordante tra le prove svolte evidenziando un 

incremento, seppur non significativo, dei relativi trascritti solo nei germogli sani e 

precisamente al tempo 4 (96 ore p.t.). A seguito del trattamento con PAW, in entrambe le 

tesi, l’espressione del gene CrDAT inizia ad aumentare a partire dal tempo 3 (48 ore p.t.) 

evidenziando però una differenza significativa tra le tesi solamente nei germogli infetti. Nei 

tempi successivi le due tesi manifestano comportamenti differenti: mentre nei germogli 

infetti i livelli dei trascritti tornano alla normalità, nei germogli sani essi si mantengono 

pressochè uguali aumentando, seppur leggermente, al tempo 5 (120 ore p.t.) ove viene 

riscontrata una differenza statisticamente significativa rispetto alle altre tesi. Le cinetiche di 
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espressione, in questo caso, non risultano molto chiare; è plausibile comunque supporre che 

il diverso comportamento riscontrato a carico del gene CrSGD (gene a monte di CrDAT) 

possa aver modificato le successive reazioni metaboliche ed anche la loro tempistica di 

espressione generando un comportamento diverso del gene CrDAT situato a valle della 

catena metabolica. Valutando i risultati emerge comunque come, in entrambe le prove, le 

uniche differenze significative siano state riscontrate nelle tesi trattate PAW suggerendo una 

correlazione positiva tra il trattamento e l’espressione del gene in esame. Studi condotti da 

Verma et al., 2012 su piante di C. roseus hanno dimostrato come l’espressione del gene 

CrDAT sia, a differenza del gene CrSGD, limitata a specifici tessuti vegetali. Gli autori 

sostengono che l’attività di questo gene sia presente solamente nelle cellule laticifere, 

incorporate nel tessuto a palizzata delle foglie, e che essa tenda a diminuire mano a mano 

che i tessuti invecchiano (Verma et al., 2012). Questo potrebbe spiegare i risultati 

discordanti ottenuti dall’analisi dei trascritti del gene CrDAT nelle due prove svolte; il fatto 

che la sua attività, sia strettamente legata all’età dei tessuti vegetali, potrebbe aver 

influenzato il risultato dell’analisi e soprattutto potrebbe aver evidenziato livelli di 

espressioni minori rispetto ai geni precedenti i quali non sembrano legati alla stessa 

dinamica. Infine il gene CrCHS non ha evidenziato alcuna differenza di espressione tra le 

tesi in entrambe le prove. L’attività di questo gene in C. roseus è implicata nelle interazioni 

proteina-proteina (Graham, 1998) e sembra essere localizzata nei tessuti dell’epidermide 

(Kaltenbach et al., 1999). Inoltre, la sua attività sembrerebbe, a differenza di altri geni 

coinvolti nella medesima via biosintetica, strettamente dipendente dalla luce (Kaltenbach et 

al., 1999). In relazione ai risultati ottenuti l’effetto del trattamento PAW in C. roseus 

evidenzia un’attività prevalente a carico della via biosintetica degli alcaloidi mentre non 

sembra influenzare il "pathway" di produzione dei flavonoidi. 

 

 

 

 

 

 

 



 

- 75 - 
 

CAPITOLO 2 

Effetti del trattamento PAW in vite in vivo 

 

1. MATERIALI E METODI 
 

1.1. Acqua attivata al plasma 

In questa sperimentazione l’azione di PAW prodotto come descritto precedentemente 

(capitolo 1, paragrafo 1.1), è stata comparata con quella di una seconda tipologia di PAW 

prodotta mediante sorgente a corona (“corona discharge”, CD; Figura 9). D'ora in poi verrà 

denominata PAW1 la soluzione ottenuta mediante generatore DBD e PAW2 quella prodotta 

mediante sorgente a corona.  

 

 
Figura 9. Fotografia della sorgente a corona. A) elettrodo in metallo; B) scarica generata durante il trattamento; 
C) trattamento dell’acqua contenuta nel contenitore di vetro borosilicato. 
 

La sorgente a corona consiste di un elettrodo in metallo connesso ad un polo del generatore 

di alta tensione. L'elettrodo presenta una estremità acuminata, posizionata a 12 mm dalla 

superficie liquida dell’acqua da trattare. All’altro polo è invece connessa una superficie in 

alluminio sulla quale viene appoggiato il contenitore in vetro borosilicato contenente l’acqua 

da trattare. Il generatore di alta tensione in questo caso eroga un impulso avente tensione di 

picco pari a 15 kV con una frequenza di 5 kHz. Mediante questa tipologia di sorgente il 

trattamento viene eseguito su acqua di rubinetto ed è possibile produrre 450 ml di PAW2 in 

10 minuti. 
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Tabella 7. Profili chimici delle due tipologie di PAW utilizzate. 

 

Entrambe le tipologie di trattamento generano all'interno della soluzione la presenza di 

perossido di idrogeno (H2O2), ione nitrito (NO2-) e ione nitrato (NO3-); la caratteristica che 

cambia maggiormente tra PAW1 e PAW2 è il pH che, essendo nel secondo caso vicino alla 

neutralità, rende la soluzione più stabile riuscendo a preservare per un tempo più lungo i 

nitriti in essa presenti. Allo scopo di determinare le differenze a livello chimico tra le due 

soluzioni ottenute, mediante ''strip'' analitiche Quantofix® (capitolo 1, paragrafo 1.1) sono 

state misurate le concentrazioni dei principali RONs ed i pH di PAW1 e PAW 2 (Tabella 7). 

 

1.2. Materiale vegetale 

Verso la metà di gennaio 2016 cinquanta barbatelle di vite cv. Chardonnay portinnesto 

140RU-numero di lotto ZP d4, gentilmente fornite dal Dr. E. Murari, vivai cooperativi VCR, 

Rauscedo (PN) sono state invasate e poste in serra. Durante il primo anno, sono stati eseguiti 

al bisogno trattamenti insetticidi/fungicidi atti a limitare l'insorgenza di malattie o 

infestazioni che avrebbero potuto compromettere la sanità delle piante e la riuscita 

dell'esperimento. Ad inizio 2017, allo scopo di limitare qualsiasi interferenza esterna di 

origine biotica che avrebbe potuto influenzare l'espressione genica delle piante in esame, è 

stato costruito un sistema di irrigazione automo per tutte le viti e l'intero banco è stato 

coperto con rete anti-afide (Figura 10). In questo modo, per tutto il periodo antecedente il 

trattamento le piante non sono mai state scoperte limitando il più possibile le interferenze 

esterne. 

 

Soluzione H2O2 [mM] NO3
- [mM] NO2

- [mM] pH 

PAW1 0,2 2,4 0 2,5 

PAW2 0,2 5,6 0,8 - 1,7 6,5 
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Figura 10. Barbatelle cv. Chardonnay poste in serra irrigate mediante sistema idraulico chiuso ed autonomo e 
coperte con rete anti-afide. 

 

1.3. Valutazione della trascrizione dei geni di difesa 
 

1.3.1. Trattamento e campionamento 

Le viti cv. Chardonnay sono state utilizzate per valutare e quantificare la trascrizione di 

alcuni geni di resistenza a seguito di trattamento con PAW1 e PAW2. L'azione delle due 

soluzioni in esame è stata comparata con quella di FoAl (controllo positivo), ddH2O e di 

controlli non trattati (NT). I trattamenti sono stati condotti mediante bagno radicale con 

l’obiettivo di massimizzare i quantitativi di soluzione assorbiti da parte delle piante. 

La prova è stata eseguita ad agosto 2017 ossia un anno e otto mesi dopo la messa a dimora 

delle barbatelle in serra; le piante sono state divise nei quattro gruppi: i) PAW1; ii) PAW2; 

iii) FoAl; iv) ddH2O e iv) non trattato. Ogni tesi era composta da nove piante ossia, tre 

repliche biologiche per tre diversi tempi di analisi. Allo scopo di facilitare l'assorbimento 

radicale da parte delle piante e limitare le interferenze generate dal contatto tra terreno e 

PAW, i vasi sono stati forati per permettere la fuoriuscita delle radici. Le radici sono state 

dunque pulite e liberate dalla terra. Durante i 25 giorni seguenti ogni singola vite è stata 

irrigata mediante gocciolatore autonomo solamente attraverso le radici esposte per adattarle 

al trattamento. Si è deciso di svolgere la prova 25 giorni dopo l'esposizione radicale in modo 

da evitare interferenze di espressione genica dovute alla manipolazione delle piante. 

L'analisi è stata eseguita su tre tempi T1= 16 ore post trattamento, T2= 26 ore p.t. e T3= 36 

ore p.t. e su tre repliche biologiche (Tabella 8). 
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Tesi Molecole attive 
Volume* 

(ml) 

n° di piante per replica 
Referenza 

 T1 T2 T3   

PAW1 ROS; RNS 450  3 3 3   Gruppo-AlmaPlasma 

PAW2 ROS; RNS 450  3 3 3    

FoAl Fosetyl all. 450  3 3 3   Bayer 

ddH2O / 450  3 3 3   / 

NT / /  3 3 3   / 

 
Tabella 8. Schema rappresentativo dell'esperimento; * volume di soluzione utilizzato per il bagno radicale. 

 

 
Figura 11. Vite cv. Chardonnay trattata con PAW1 mediante bagno radicale. 

 

Il trattamento è stato eseguito immergendo le radici di ciascuna vite nelle diverse soluzioni 

per 25 minuti (Figura 11) ad eccezione dei controlli non trattati. Il FoAl è stato utilizzato alla 

dose consigliata in etichetta pari a 2,5 gr/l. Il campionamento è stato eseguito prelevando la 

terza/quarta foglia apicale di ciascun germoglio da ogni replica di ogni tesi ai tempi 16 (T1), 

26 (T2) e 36 (T3) ore post trattamento. I campioni sono stati immediatamente congelati in 

azoto liquido e conservati a -80°C fino al momento dell'estrazione dell'RNA. 
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1.3.2. Estrazione di RNA 

L’RNA totale è stato estratto seguendo il protocollo Czotter et al., 2018. In particolare, per 

ciascun campione, 200 mg di foglia sono stati macerati in azoto liquido e addizionati di 850 

µl di tampone [2% CTAB ("cetyltrimethylammonium bromide"), 2.5% PVP-40 ("polyvinyl 

pyrrolidone"), 100 mM Tris-HCl (pH 8.0), 25 mM EDTA (pH 8.0), 2 M NaCl], 

precedentemente scaldato a 65°C e addizionato di 17 µl 2% β-mercaptoetanolo. La 

sospensione ottenuta è stata vortexata, incubata per 10 minuti a 65°C, e dopo essere stata 

addizionata di 850 µl di soluzione cloroformio-alcool isoamilico (24:1), è stata centrifugata 

per 10 minuti a 10.000 rpm. Il sopranatante è stato trasferito in nuovi tubi Eppendorf (2 ml) 

ed è stato addizionato di 800 µl di soluzione cloroformio-alcool isoamilico (24:1), come 

descritto in precedenza. Dopo aver ripetuto l’operazione due volte, il sopranatante è stato 

trasferito in nuovi tubi e mescolato per inversione con 250 µl 9 M LiCl. I tubi sono stati 

lasciati in incubazione in ghiaccio per 30 minuti e successivamente centrifugati per 20 

minuti a 13.000 rpm. Il “pellet” ottenuto è stato risospeso in 450 µl di tampone SSTE [0.5% 

SDS, 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0), 1 M NaCl], precedentemente 

scaldato a 65°C e successivamente sono stati aggiunti 450 µl di soluzione cloroformio-alcool 

isoamilico (24:1). Dopo centrifuga di 10 minuti a 10.000 rpm, il sopranatante è stato 

trasferito in nuovi tubi, addizionato con 280 µl di isopropanolo e 30 µl acetato di sodio 4 M, 

ed incubato per 10 minuti a temperatura ambiente. Quest’ultimo passaggio è stato ripetuto 

due volte, prima di una centrifugazione per 20 minuti a 13.000 rpm. Il “pellet” finale è stato 

lavato in etanolo 70% (1 ml) e centrifugato per 5 minuti a 13.000 rpm, prima di essere 

asciugato e risospeso in 50 µl di acqua distillata sterile esente da nucleasi . 

 

1.3.3. Analisi qRT-PCR 

I protocolli utilizzati per verificare la qualità e la quantità degli acidi nucleici estratti, per la 

retrotrascrittasi e le successive amplificazioni mediante Real Time PCR sono gli stessi 

descritti precedentemente (Capitolo 2, paragrafi 1.3.3. - 1.3.4.). 

Allo scopo di verificare i risultati ottenuti nell’esperimento sui germogli di C. roseus sono 

stati selezionati per l’analisi di espressione genica in vite, alcuni geni coinvolti nelle 

medesime vie metaboliche (Tabella 9).  
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Gene bersaglio Numero di accesso GenBank 

Fenilalanina ammonio liasi (VvPAL1) X75967 
Calcone sintasi 1 (CrCHS) 
Calcone sintasi 2 (CrCHS) 
Calcone sintasi 3 (CrCHS) 

Stilbene sintasi (VvSTS) 

AB015872 
AB066275 
AB066274 
AF274281 

Actina (VvACT) TC30205 
Ubiquitina (VvUbiquitin1) 

Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (VvGAPDH) 
TC32075 

CB973647 

 
Tabella 9. Geni selezionati per lo studio di espressione genica in Vite 

 

I “primers” utilizzati sono stati selezionati mediante un’attenta ricerca bibliografica e 

controllati mediante l'ausilio del programma Amplify 3 (Engels, 1993; Tabella 10). 

 
 

Gene ''Primer'' Sequenza 5'-3' Bibliografia 

VvPAL1 
Forward TGCTGACTGGTGAAAAGGTG 

Belhadj et al., 2008 
Reverse CGTTCCAAGCACTGAGACAA 

VvCHS1 
Forward AGCCAGTGAAGCAGGTAGCC 

Yamamoto et al., 2002 
Reverse GTGATCCGGAAGTAGTAAT 

VvCHS2 
Forward TCTGAGCGAGTATGGGAACA 

Yamamoto et al., 2002 
Reverse AGGGTAGCTGCGTAGGTTGG 

VvCHS3 
Forward GTTTCGGACCAGGGCTCACT 

Yamamoto et al., 2002 
Reverse GGCAAGTAAAGTGGAAACAG 

VvSTS 
Forward GTGGGGCTCACCTTTCATT 

Belhadj et al., 2008 
Reverse CTGGGTGAGCAATCCAAAAT 

VvACT 
Forward TCAGCACTTTCCAGCAGATG 

Belhadj et al., 2008 
Reverse TAGGGCAGGGCTTTCTTTCT 

VvUBQ1 
Forward GTGGTATTATTGAGCCATCCTT 

Bogs et al., 2005 
Reverse AACCTCCAATCCAGTCATCTAC 

VvGAPDH 
Forward TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA 

Reid et al., 2006 
Reverse CCACAGACTTCATCGGTGACA 

 
Tabella 10. Sequenze dei ''primers'' utilizzati per l'amplificazione dei geni ''“target”'' 

 

1.3.4. Analisi dei risultati ottenuti mediante qRT-PCR 

L’analisi dei dati ottenuti mediante qRT-PCR è stata eseguita come descritto nel Capitolo 1, 

paragrafo 1.3.6. In questo caso le medie dei livelli di trascrizione di tutti i geni analizzati 

sono state normalizzate mediante l’impiego di tre geni di riferimento come controlli interni 

(actina, ubiquitina e gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi). 
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2. RISULTATI 
 

2.1. Estrazione degli acidi nucleici 

Attraverso l’utilizzo del protocollo di estrazione Czotter et al. (2018) sono stati ottenuti 

mediamente ~ 150 ng/µl di RNA da ogni singolo campione fogliare con rapporti di 

assorbanza sempre molto vicini a 2. I campioni che si discostavano dai valori di 

concentrazione media sono stati estratti più volte sino all’ottenimento dei parametri 

desiderati. La qualità degli acidi nucleici estratti è stata valutata mediante corsa 

elettroforetica in gel di agarosio 1% TAE (Figura 12).  

 

 
Figura 12. Corsa elettroforetica in gel di agarosio 1% TAE di RNA estratto da una serie di viti cv. Chardonnay. 

 

2.2. Analisi trascrizionale dei geni di difesa  

I geni utilizzati come controlli interni ossia actina, ubiquitina e gliceraldeide-3-fosfato 

deidrogenasi si sono confermati geni di riferimento molto affidabili evidenziando livelli di 

espressione molto simili tra le tesi analizzate (PAW1, PAW2, FoAl, ddH2O e NT.). Le 

medie dei livelli di trascrizione di tutti i geni analizzati (Ct, ''cycle threshold'') sono state 

normalizzate singolarmente a quelle rilevate su ogni gene di riferimento e successivamente 

anche alla loro media geometrica. Come nell’esperimento precedente, l’utilizzo di un 

controllo negativo, ossia della tesi trattata con acqua distillata sterile deionizzata, sottoposta 

alle stesse modalità di trattamento impiegate nelle altre tesi ha permesso di valutare le reali 

risposte indotte nelle piante, escludendo la possibilità che le differenze riscontrate potessero 

essere dipese da fenomeni di stress indotti dalla modalità di trattamento. Per questo motivo è 

stato incluso negli studi il controllo trattato con acqua in modo da garantire che i risultati 

ottenuti riflettessero accuratamente la risposta della pianta al solo trattamento (Smart et al., 
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2003). Infine, le curve di dissociazione ottenute per ogni singolo gene analizzato hanno 

confermato la specificità e l’efficienza dei “primers” impiegati nell’analisi. 

 

2.2.1. Gene fenilalanina ammonio liasi 

I risultati ottenuti dall’analisi di espressione genica eseguita sulla sequenza omologa a quella 

codificante fenilalanina ammonio liasi (VvPAL1) dimostrano la sua espressione differenziale 

nella tesi trattata con PAW1. I livelli trascrizionali delle piante appartenenti alla tesi PAW1, 

evidenziano differenze statisticamente significative a T1 (16 ore post trattamento) rispetto a 

tutti gli altri gruppi in esame; la trascrizione del gene fenilalanina ammonio liasi, in suddetta 

tesi, è risultata essere 2,9 volte superiore rispetto a quella di tutte le altre prove (Grafico 11).  

 

 
Grafico 11. Cinetica di espressione del gene VvPAL1 in foglie di V. vinifera cv. Chardonnay dopo trattamento 
mediante bagno radicale con: PAW1 (triangolo nero); PAW2 (rombo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene VvPAL1 ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T1= 16 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 26 ore d.t.; T3 = 36 ore d.t.; (* = 
statisticamente significativo per p < 0,05.) 
 

Al rilievo successivo, eseguito a 26 ore dal trattamento, i livelli trascrizionali del gene 

VvPAL1 erano rientrati nella normalità confermando l’azione rapida ma poco duratura di 

PAW1 su questo gene. Comportamento molto diverso è stato invece registrato nella tesi 

PAW2 ove, la trascrizone del gene VvPAL1 sembra aumentare, seppur molto lievemente, 
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durante i tre tempi analizzati. Mediante test "T-student" è stato possibile determinare come i 

valori della tesi PAW2 al T3 (36 ore p.t.) risultino statisticamente significativi rispetto al 

controllo trattato ddH2O evidenziando valori di espressione superiori di 1,6 unità (Grafico 

11). 

 

2.2.2. Gene calcone sintasi  

Allo scopo di verificare con accuratezza l’effetto del trattamento a carico della via 

biosintetica dei flavonoidi, sono state analizzate le espressioni di tutte e tre le forme 

isogeniche della calcone sintasi in vite ossia: calcone sintasi 1 (CHS1), calcone sintasi 2 

(CHS2) e calcone sintasi 3 (CHS3). 

 

 
Grafico 12. Cinetica di espressione del gene VvCHS1 in foglie di V. vinifera cv. Chardonnay dopo trattamento 
mediante bagno radicale con: PAW1 (triangolo nero); PAW2 (rombo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene VvCHS1 ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T1= 16 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 26 ore d.t.; T3 = 36 ore d.t. 
 

L’espressione del frammento del gene putativo per calcone sintasi 1 non ha evidenziato 

alcuna differenza statisticamente significativa tra le tesi analizzate manifestando, per tutti e 

tre i tempi di analisi, livelli di trascrizione pressochè identici ai controlli non trattati (Grafico 

12). Differenze significative sono state invece riscontrate a carico di calcone sintasi 2 e, 
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seppur in forma molto ridotta, di calcone sintasi 3. In particolare le tesi PAW1 e FoAl hanno 

evidenziato, al tempo 1 (16 ore p.t.) livelli di trascrizione per il gene CHS2 rispettivamente 

3,9 e 3,16 volte superiori rispetto ai controlli non trattati e 4,6 e 3,8 volte maggiori rispetto 

alla tesi trattata con acqua distillata (Grafico 13). A 26 ore dal trattamento i livelli di 

espressione nella tesi PAW1 si sono stabilizzati sugli stessi valori rinvenuti nei controlli non 

trattati. Un effetto più durevole nel tempo è stato riscontarato nelle viti trattate con FoAl ove, 

a seguito del picco di espressione al tempo 1, sono stati rilevati livelli significativamente più 

alti anche al tempo 2 (26 ore p.t.). Seppur la cinetica di espressione tenda a diminuire a 

seguito del picco registrato al tempo 1, la tesi FoAl evidenzia a 26 ore dal trattamento livelli 

di trascrizione pari a 1,8 volte i controlli non trattati e 2,2 volte la tesi trattata con ddH2O 

(Grafico 13). Al tempo 3 (36 ore p.t.) tutte le tesi analizzate evidenziavano livelli di 

espressione comparabili con quelli rilevati nei controlli non trattati (Grafico 13). 

 

 
Grafico 13. Cinetica di espressione del gene VvCHS2 in foglie di V. vinifera cv. Chardonnay dopo trattamento 
mediante bagno radicale con: PAW1 (triangolo nero); PAW2 (rombo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene VvCHS2 ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T1= 16 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 26 ore d.t.; T3 = 36 ore d.t.; (* = 
statisticamente significativo per p < 0,05.) 
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Grafico 14. Cinetica di espressione del gene VvCHS3 in foglie di V. vinifera cv. Chardonnay dopo trattamento 
mediante bagno radicale con: PAW1 (triangolo nero); PAW2 (rombo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene VvCHS3 ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T1= 16 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 26 ore d.t.; T3 = 36 ore d.t.; (* = 
statisticamente significativo per p < 0,05.) 
 

Infine, l’analisi condotta sul frammento di sequenza corrispondente a calcone sintasi 3 

evidenzia livelli trascrizionali leggermente più elevati al tempo 1 (16 ore p.t.) nelle tesi 

PAW1 e FoAl. Sebbene i valori siano risultati statisticamente significativi rispetto a quelli 

degli altri gruppi, l’incremento di espressione rilevato nelle due tesi (PAW1, FoAl) è 

veramente minimo registrando rispettivamente un aumento pari a 1,9 e 1,62 volte i controlli 

non trattati e 2,5 e 2,22 volte la tesi trattata con ddH2O (Grafico 14). I risultati ottenuti nei 

due tempi di analisi successivi non hanno invece evidenziato alcuna differenza tra le tesi in 

esame.  

 

2.2.3. Gene stilbene sintasi 

Dagli esperimenti qRT-PCR si è potuto evidenziare come la sequenza omologa a stilbene 

sintasi (VvSTS) sia modulata differenzialmente nelle varie tesi sottoposte ad analisi. Il valore 

di espressione più elevato viene espresso nella tesi PAW1 al tempo 1 (16 ore p.t.), ove si 

registrano livelli di trascrizione pari a 4 volte i controlli non trattati e 4,6 volte la tesi trattata 

con ddH2O (Grafico 15). Al picco iniziale segue una rapida diminuizione dei trascritti al 
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tempo 2 (26 ore p.t.) confermata poi anche dal rilievo successivo effettuato a 36 ore p.t. 

(Grafico 15). Il trend cosi ottenuto rispecchia le cinetiche di espressione determinate 

precedentemente sia per il gene VvPAL1 che per il gene CHS2 ove, dopo di un picco iniziale 

si evidenzia una rapida diminuizione dei relativi livelli di espressione. 

 

 
Grafico 15. Cinetica di espressione del gene VvSTS in foglie di V. vinifera cv. Chardonnay dopo trattamento 
mediante bagno radicale con: PAW1 (triangolo nero); PAW2 (rombo nero); FoAl (cerchio nero); ddH2O 
(quadrato nero). La linea rossa esprime il valore medio di espressione rilevato nei controlli non trattati. Il 
grafico mostra l’induzione del gene VvSTS ad ogni tempo di analisi con il relativo errore standard (±SE). I 
tempi selezionati sono: T1= 16 ore dopo il trattamento (d.t.); T2 = 26 ore d.t.; T3 = 36 ore d.t.; (* = 
statisticamente significativo per p < 0,05.) 
 

Comportamento diverso è stato riscontato per le altre tesi in esame le quali, sebbene 

raggiungendo livelli di espressione diversi, hanno manifestato un trend abbastanza uniforme. 

In particolare, per la tesi trattata con PAW2 sono state riscontrate differenze statisticamente 

significative in tutti i tempi di analisi; al tempo 1 (16 ore p.t.) i livelli dei trascritti del gene 

VvSTS sono risultati 1,5 volte superiori a quelli dei controlli non trattati e 2,1 volte maggiori 

a quelli della tesi trattata con ddH2O (Grafico 15). Anche al tempo 2 (26 ore p.t.) 

l’espressione nella tesi PAW2 era superiore di 2,4 e 3,1 unità se comparata rispettivamente 

ai controlli non trattati e alla tesi ddH2O. Nell’ultimo tempo di analisi (36 ore p.t.) i valori 

trascrizionali determinati nella tesi PAW2, sebbene in modo molto ridotto, si confermavano 

superiori alla tesi trattata con ddH2O di 1,3 unità. Cinetica di espressione molto simile è stata 
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osservata anche nelle viti trattate con FoAl; in questo caso sono stati determinati aumenti 

significativi dei livelli dei trascritti al tempo 1, ove la suddetta tesi evidenziava espressioni 

pari a 2,7 e 3,3 volte i controlli non trattati e la tesi ddH2O, ed anche al tempo 2 dove sono 

stati registrati rapporti di espressione leggermente superiori ai precedenti ossi pari a 3,1 e 3,7 

rispettivamente (Grafico 15). 

 

 

3. DISCUSSIONE 

Allo scopo di verificare e confermare i risultati ottenuti nell’esperimento precedente ove, 

germogli micropropagati di C. roseus esposti a PAW1 hanno evidenziato una 

sovraespressione dei geni per callosio sintasi, fenilalanina ammonio liasi, strictosidina-ẞ-

glucosidasi e parzialmente deacetilvondolina-O-acetiltransferasi, si è verificata l’attività di 

PAW su viti cv. Chardonnay in vivo. Il primo gene selezionato VvPAL1, codifica 

fenilalanina ammonio liasi enzima precursore della ramificazione metabolica tra 

metabolismo primario (via metabolica dello scichimato; Hermann,1995) e metabolismo 

secondario (via metabolica dei fenilpropanoidi; Harborne, 1998). Questo enzima stacca il 

gruppo amminico dalla fenilalanina e catalizza la formazione di un doppio legame carbonio-

carbonio, producendo acido cinnamico; poi la cinnammato-4-idrossilasi lega un ossidrile in 

posizione 4 dell’anello benzenico; segue la sostituzione dell’OH del gruppo carbossilico con 

un sulfidril-coenzima A ad opera della CoA ligasi; a questo punto la via biosintetica si 

dirama verso la formazione del resveratrolo catalizzata da stilbene sintasi (STS) o dei 

flavonoidi catalizzata da calcone sintasi (CHS) (Soleas et al., 1997; Schröder, 1999; Jeandet 

et al., 2002). L’attività di stilbene sintasi (STS) è solitamente oltre 20 volte maggiore di 

quella di calcone sintasi (CHS), ma mentre quest’ultima è costitutivamente attiva, STS deve 

essere indotta. Una volta attivata la via, la sintesi di stilbeni generalmente prevale su quella 

di flavonoidi (Melchior & Kindl, 1991). La reazione di condensazione catalizzata da STS 

utilizza 3 malonil-CoA (ottenuto da allungamento di unità di acetil CoA) e 1 p-cumaroil-

CoA (da fenilalanina via PAL) per formare una molecola di trans-resveratrolo (Soleas et al., 

1997; Schröder, 1999; Jeandet et al., 2002; Figura 13). 

Questa via metabolica è stata ampiamente studiata in vite in quanto contribuisce alla 

pigmentazione dei fiori, frutti, semi e foglie ed è coinvolta in diversi processi fisiologici e 
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biochimici quali la protezione dai raggi UV, l’attrazione nei confronti degli insetti, la 

produzione di sostanze di difesa verso gli erbivori e verso i principali patogeni (Koes et al., 

2005; Peters et al., 2002; Hernàndez et al., 2009). 
 

 
Figura 13. Fasi iniziali della via biosintetica dei fenilpropanoidi in vite che porta alla produzione della 
fitoalessina resveratrolo. Gli enzimi coinvolti nell’analisi di espressione genica sono cerchiati in rosso; PAL: 
fenilalanina ammonio liasi; CHS: calcone sintasi; STS: stilbene sintasi (da Hasan et al., 2017). 
 

Il resveratrolo ed i suoi derivati come ad esempio 3- e a-viniferina, pterostilbene e 

piceatannolo rappresentano le principali fitoalessine in vite (Adrian et al., 1997; Pezet et al., 

2004). Diversi studi hanno dimostrato come queste molecole vengano sintetizzate in vite in 

risposta ai principali patogeni fungini quali Erysiphe necator, Plasmopara viticola e Botrytis 

cinerea (Fung et al., 2008; Schnee et al., 2008; Adrian et al., 1997; Langcake et al., 1976; 

Langcake et al., 1979; Bézier et al., 2002). Un meccanismo simile è stato osservato anche in 

viti sintomatiche infette da BN e viti “recovered” le quali, a differenza dei controlli non 

infetti, manifestavano una sovraespressione della via metabolica dei fenilpropanoidi ed in 

particolare del gene codificante fenilalanina ammonio liasi (PAL) e calcone sintasi (CHS) 

(Landi et al., 2011). Questi composti, oltre ad essere fondamentali nell’indurre meccanismi 

di difesa nelle piante, manifestano una spiccata attività antiossidante che li rende molecole 

molto studiate nella medicina umana. Il piceatannolo ad esempio, è in grado di inibire la 

proliferazione di cellule tumorali promuovendo l’apoptosi ed arrestando il ciclo cellulare. E’ 

stato ipotizzato che gli effetti antiproliferativi del resveratrolo siano il risultato di una 
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conversione a piceatannolo ad opera del citocromo P450 1B1, espresso nelle cellule tumorali 

(King et al., 2006). Il resveratrolo possiede proprietà antiossidanti tali da poter prevenire 

l’insorgenza di malattie cardiovascolari, come l’arteriosclerosi, modulando il metabolismo 

dei lipidi, inibendo l’ossidazione delle lipoproteine a bassa densità (LDL) e l’aggregazione 

delle placche arteriosclerotiche (Soleas et al., 1997; Lin & Tsai, 1999; Frémont, 2000). 

I risultati ottenuti dall’analisi qRT-PCR hanno rilevato che a seguito del trattamento con 

PAW1 vi è una sovraespressione dei geni VvPAL1, VvCHS2, VvSTS e parzialmente del gene 

VvCHS3. In particolare questi geni hanno evidenziato un aumento dei trascritti al tempo 1 

(16 ore post-trattamento) per poi rientrare entro valori non significativi al rilievo successivo 

(26 ore p.t.). L’espressione relativa del gene VvPAL1 ad esempio è risultata essere 2,9 volte 

superiore rispetto ai controlli non trattati mentre i geni VvCHS2 e VvSTS hanno espresso 

valori rispettivamente superiori di 3,9, e 4 unità. In merito all’analisi svolta sul gene 

codificante calcone sintasi 3 le differenze riscontrate, sebbene significative, si sono attestate 

su valori bassi evidenziando una differenza sui controlli pari a 1,9 unità. Esaminando le 

risposte dei diversi geni analizzati si evince come il trattamento con PAW1 sia riuscito ad 

attivare, sebbene per un intervallo di tempo limitato, i principali geni coinvolti nella via 

biosintetica dei fenilpropanoidi in vite. Sedici ore dopo l’esposizione le piante 

manifestavano livelli di trascrizione superiori di ben 4 unità rispetto ai controlli per i geni 

VvCHS2 e VvSTS mentre il gene VvPAL1 evidenziava un’espressione 2,9 volte maggiore.  

Il comportamento riscontrato in vite risulta in accordo con quanto riscontrato 

nell’esperimento precedente ove, i germogli micropropagati di C. roseus a seguito di 

trattamento con PAW evidenziavano valori di espressione superiori per il gene CrPAL al 

tempo 2 e successivamente anche per il gene codificante strictosidina-ẞ-glucosidasi. Test 

condotti su colture cellulari di vite hanno evidenziato come la somministrazione di H2O2 

esogena provochi nei tessuti una sovraespressione dei geni PAL e STS mentre sembra 

limitare i livelli di trascrizione di calcone sintasi (Olazabal et al., 2014). Risultati simili sono 

stati ottenuti anche a seguito di trattamento con metil-jasmonato ove è stata registrata 

un’attività maggiore del gene PAL e STS nelle colture cellulari di vite (Olazabal et al., 2014; 

Belhadj et al., 2008).  

I diversi livelli di espressione rinvenuti per le tre isoforme geniche codificanti calcone 

sintasi, sembrano dovuti al fatto che questo enzima è controllato da famiglie multigeniche 
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differenzialmente regolate a livello trascrizionale (Yamamoto et al., 2002; Durbin et al., 

2000). Studi filogenetici hanno infatti evidenziato come la sequenza aminoacidica del gene 

CHS1 e del gene CHS2 formino un “cluster” divergente rispetto all’isoforma CHS3 

(Yamamoto et al., 2002). Inoltre, è stato dimostrato come l’mRNA relativo a CHS3 tende ad 

accumularsi maggiormente nell'epidermide degli acini delle varietà a bacca rossa durante la 

loro colorazione mentre l’mRNA dei geni CHS1 e CHS2 viene espresso principalmente in 

foglie e bacche delle varietà bianche (Yamamoto et al., 2002). Questo potrebbe parzialmente 

spiegare i risultati ottenuti nell’esperimento ove, la maggior espressione è stata determinata a 

carico del gene CHS2, una delle due isoforme più espresse nelle varietà di uva a bacca 

bianca. I risultati ottenuti sembrano confermare quanto visto nell’esperimento precedente 

avvalorando le ipotesi fatte sui possibili meccanismi d’azione della soluzione PAW1 (vedi 

Capitolo1, paragrafo 3). La presenza in soluzione acida di H2O2, NO2- e NO3-
 anche in 

questo caso ha stimolato la trascrizione del gene PAL con conseguente attivazione dei geni 

presenti a valle ossia stilbene sintasi (STS) e calcone sintasi (CHS).  

Le cinetiche di espressione ottenute a seguito del trattamento con PAW2 sono risultate 

invece molto diverse. In questo caso, seppure siano state determinate differenze significative 

rispetto agli altri gruppi in analisi, nessuno dei geni analizzati ha evidenziato un picco di 

espressione. L’analisi eseguita sulla sequenza codificante fenilalanina ammonio liasi esprime 

livelli di trascrizione lievemente maggiori ai controlli non trattati durante tutti i tempi 

selezionati senza però evidenziare differenze statisticamente significative tra i gruppi. Unica 

differenza significativa è stata ottenuta mediante analisi con "T-student" al tempo 3 (36 ore 

p.t.) comparando i valori della tesi PAW2 con quelli del trattato ddH2O. Anche per quanto 

riguarda le tre isoforme geniche codificanti calcone sintasi non sono state determinate, in 

nessun tempo analizzato, differenze significative rispetto ai controlli non trattati e alla tesi 

trattata ddH2O. L’unico gene ad aver manifestato una lieve espressione a seguito del 

trattamento con PAW2 è risultato essere stilbene sintasi; in questo caso sono state verificate 

differenze significative in tutti e tre i tempi di analisi ove la tesi PAW2 ha sempre mantenuto 

livelli pari a 2 volte la tesi trattata ddH2O. L’effetto di PAW2 a carico del gene STS, sebbene 

appaia molto limitato, evidenzia una persistenza maggiore rispetto a quello generato da 

PAW1. Questo comportamento è probabilmente da mettere in relazione alle diverse 

composizioni chimiche delle due soluzioni; il pH quasi neutro della soluzione PAW2 
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conferisce infatti maggiore stabilità ai composti in essa presente limitando le reazioni tra 

perossidi e nitriti e preservando la presenza di quest’ultimi per un arco temporale maggiore. 

D’altra parte, il pH acido della soluzione PAW1 rende fortemente instabile e reattiva la 

soluzione generando nella pianta un segnale più forte ma al contempo molto breve. Il 

maggior stress ossidativo generato dalla soluzione PAW1 a carico dei tessuti vegetali 

potrebbe aver attivato la trascrizione del gene VvPAL (Qian et al., 2004) innescando la via 

metabolica che porta alla sintesi degli stilbeni, composti abili nella neutralizzazione delle 

forme reattive dell’ossigeno viste le loro spiccate proprietà antiossidanti (Olazabal et al., 

2014). Studi condotti da Bais et al., 2000 e Fritzemeier et al., 1981 evidenziano come, per 

ottenere un’efficiente attivazione della via biosintetica degli stilbeni, sia necessaria anche 

l’espressione coordinata degli enzimi presenti a monte del "pathway", tra cui fenilalanina 

ammonio liasi. Suddetta considerazione avvalora l’ipotesi che l’effetto della soluzione 

PAW1, inducendo la contemporanea sovra-espressione dei geni codificanti la fenilalanina 

ammonio liasi, la calcone sintasi e la stilbene sintasi possa generare un accumulo di stilbeni 

in vite. 
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CAPITOLO 3 

Analisi di espressione dei miRNAs nell’interazione pianta-

fitoplasma ed a seguito di trattamento con PAW in piante di C. 

roseus 

 

1. MATERIALI E METODI 
 

1.1. Acqua attivata al plasma 

Alla luce dei risultati ottenuti nelle prove condotte in precedenza, nel seguente esperimento 

sono stati investigati solamente i possibili effetti, a livello post trascrizionale, della soluzione 

denominata PAW1 (capitolo 1, paragrafo 1.1.) in piante di C. roseus. 

 

1.2. Preparazione del materiale vegetale 

Con l’obiettivo di approfondire i risultati ottenuti dagli studi di espressione genica in tempo 

reale, sia in termini di interazione pianta fitoplasma,  sia in termini di effetto del trattamento 

PAW1, si è deciso di svolgere la prova sugli stessi cloni di C. roseus a fiore bianco, 

mantenuti precedentemente in micropropagazione in vitro e utilizzati nel primo esperimento 

(capitolo 1, paragrafo 1.2.) nel primo caso, e cloni di C. roseus sani a fiore rosa nel secondo 

esperimento. In questo modo è stato possibile eseguire ambo le prove su piante con il 

medesimo patrimonio genetico mantenendo invariato il sistema pianta-patogeno. Per la 

prova inerente l’effetto della soluzione PAW1 sulla pianta, 6 piantine sane sono state 

selezionate e successivamente poste in vaso per ottenere 3 repliche biologiche trattate con 

PAW1 e tre repliche biologiche da utilizzare come controllo trattato acqua (ddH2O). Per la 

prova inerente lo studio di interazione pianta-fitoplasma sono state selezionate, e 

successivamnete poste in vaso, piantine micropropagate di C. roseus infette con il fitoplasma 

hydrangea 35 (16SrI-B) e manifestanti due diverse sintomatologie: fillodia e giallumi e 

scopazzi (witches’ broom). Inoltre, sono state scelte alcune piantine sane come controllo 

della prova. Le piante sono state monitorate per i due mesi seguenti allo scopo di individuare 

quelle con più chiara e accentuata sintomatologia. Trascorsi 90 giorni sono state selezionate 

per l’analisi tre piante infette manifestanti sintomi da fillodia (PH), tre piante infette con 
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evidenti espressioni da scopazzi (WB) e tre piante sane come controllo (Figura 14; Tabella 

12). Per verificare la presenza del patogeno nelle piante selezionate si è proceduto 

all‘estrazione del loro DNA mediante protocollo cloroformio/fenolo (Prince et al., 1993; 

appendice 1) e successiva analisi PCR mediante ''primers'' R16F2n/R2 (Gundersen e Lee, 

1996) amplificanti un frammento di circa 1200 nucleotidi del gene ribosomico 16Sr 

(appendice 2). Infine i campioni vegetali, comprendenti sia foglie che steli, sono stati 

immediatamente congelati in azoto liquido e conservati a -80°C fino al momento 

dell'estrazione dell'RNA. 

 

 
Figura 14. Piantine di C. rosues (L.) G. Don  prelevate dalla collezione in micropropagazione e poste in vaso. 
A) pianta di C. rosues infetta con il fitoplasma hydrangea 35 (16SrI-B ) e manifestante fillodia; B) pianta di C. 
roseus infetta con il fitoplasma hydrangea 35 con sintomi da scopazzi; C) pianta di C. roseus sana.  

 

1.2.1. Trattamento e campionamento 

Le piante di C. roseus poste in vaso sono state utilizzate per valutare e quantificare i livelli di 

miRNAs nelle diverse tesi selezionate. La prima prova ha avuto l’obiettivo di verificare se il 

trattamento con PAW1 modifichi a livello post-trascrizionale il comportamento delle piante, 

comparando le tipologie e le quantità di miRNAs presenti nella tesi trattata con PAW1 e 

nella tesi di controllo trattata con ddH2O. Al raggiungimento di una determinata soglia di 

crescita, atta a consentire un buon assorbimento fogliare (~ 20 cm), le piante sono state 

dapprima suddivise nei due gruppi di appartenenza (PAW1, ddH2O) e successivamente 

trattate per immersione per 25 minuti nelle rispettive soluzioni (Figura 15). Le piante sono 

state poi conservate in ambiente controllato (24 ± 2°C, fotoperiodo di 16 h di luce) per le 

successive 16 ore, successivamente è stato eseguito il campionamento prelevando gli steli, la 
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terza, quarta e quinta foglia di ogni germoglio da ogni replica di ogni tesi (Tabella 11). I 

campioni vegetali sono stati immediatamente congelati in azoto liquido e conservati a - 80°C 

fino al momento dell'estrazione dell'RNA. 

 

 
Figura 15. Trattamento delle piante di C. roseus per immersione. 

  
 

Studio Tesi Molecole attive Volume*(ml) n° di piante Referenza 

Effetto PAW 
PAW1 ROS; RNS 650 3 

Gruppo 
AlmaPlasma 

ddH2O / 650 3 / 

 
Tabella 11. Schema sperimentale dell’analisi miRNAs sull’effetto del trattamento PAW1; * volume di 
soluzione utilizzato per singolo trattamento. 
 
 

Studio Tesi n° di piante 

Interazione pianta-fitoplasma 
Infetta con sint. da fillodia (PH) 3 

Infetta con sint. da scopazzi (WB) 3 
Sana 3 

 
Tabella 12. Schema sperimentale dell’analisi miRNAs dell’interazione pianta-fitoplasma. 
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1.3. Analisi dei livelli di espressione dei miRNAs 

Le analisi descritte nei prossimi paragrafi sono state eseguite presso il centro nazionale di 

ricerca e innovazione in agricoltura denominato NAIK (Nemzeti Agrarkutatasi es Innovacios 

Kozpont) situato a Gödöllő (Ungheria) sotto la supervisione della dottoressa Éva Várallyay.  

 

1.3.1. Estrazione di RNA 

Al fine di massimizzare le rese dell’estrazione e limitare la denaturazione dell’RNA tutti i 

passaggi sotto descritti sono stati eseguiti in ghiaccio. Da ogni pianta sono stati prelevati 

circa 200 mg di foglie, che sono state macerate in mortaio con azoto liquido, addizionate di 

600 μl di tampone di estrazione [2% SDS, 1x EB (1 M di glicina, 100 mM EDTA, 1 M 

NaCl), pH 9,5] e di un ugual volume di fenolo. Dopo centrifugazione a 15.000 rpm a 

temperatura ambiente per 5 min, è stata prelevata la fase acquosa che, a sua volta, è stata 

addizionata di 600 μl di fenolo-cloroformio (1:1) e ricentrifugata alla stessa velocità. La fase 

acquosa risultante è stata addizionata di 600 μl di cloroformio, centrifugata come sopra, e, 

dopo separazione delle fasi, è stata addizionata di 0,1 volumi di CH3COONa 4M e 2,2 

volumi di etanolo assoluto freddo. I campioni cosi ottenuti sono stati mescolati più volte per 

inversione e incubati in ghiaccio per 10 minuti dopodichè la sospensione è stata centrifugata 

a 15.000 rpm a 4°C per 30 min. Il "pellet" ottenuto è stato lavato con etanolo al 70%, 

centrifugato per 3 minuti a 15.000 rpm, disidratato sotto vuoto ed infine risospeso in 30 μl di 

acqua MilliQ pure sterile (Thermo Fisher scientific, USA). Per ogni pianta analizzata sono 

state eseguite quattro estrazioni di RNA: due dai tessuti fogliari e due dagli steli; in questo 

modo è stato possibile ottenere un campione più rappresentativo per ciascuna pianta. 

 

1.3.2. Quantificazione e valutazione della qualità dell'RNA estratto 

Per determinare la quantità di RNA estratto ciascun campione è stato valutato mediante 

Spettrofotometro Nanodrop 1.000 (Thermo Fisher Scientific, USA), in cui 1 µl di RNA è 

stato letto e quantificato alla lunghezza d'onda di 260 nm.  

La qualità dei singoli estratti è stata controllata mediante corsa elettroforetica in gel 1,2 % 

TAE a 140 V ove per ogni singolo campione è stata caricata la miscela composta da 2 μl di 

RNA, 3 μl di H2O e 5 μl di colorante FDE [10 mg bromofenolo blu, 10 mg xilene cianolo in 

10 ml di formaldeide, 200 μl 0,5 EDTA (pH 8.0)]. In questo caso 2 μl di etidio bromuro sono 
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stati aggiunti direttamente in fase di preparazione del gel. Al termine della corsa 

elettroforetica il gel è stato esposto alla luce di una lampada UV e successivamente 

fotografato mediante transilluminatore Bio-Rad ChemiDoc MP Imaging System a luce UV. 

 

1.3.3. Preparazione della libreria di miRNAs 

La preparazione della libreria di "small RNA" (sRNA) per il sequenziamento Illumina si 

basa sull’utilizzo del Truseq® small RNA kit di Illumina (Illumina, San Diego, California, 

USA) e si divide principalmente in cinque fasi: purificazione della frazione di sRNA 

dall’RNA totale estratto, ancoraggio degli adattatori alla pozione 3’ e 5’, retrotrascrittasi, 

reazione di PCR e purificazione della libreria di sRNA ottenuta.  

 

1.3.3.1. Purificazione della frazione di sRNA dall’RNA estratto 

Per ottenere librerie genomiche di "small RNA" di qualità superiore e più rappresentative di 

ogni campione, è stato utilizzato un pool contenente 30 μg di RNA totale derivante dalle 

singole estrazioni effettuate da foglie e da steli dei singoli campioni. Il primo step della 

purificazione della frazione di "small RNA" dal pool di RNA totale di ciascun campione ha 

previsto la realizzazione di un gel denaturante 8% poliacrilamide in TBE contenente urea 

(appendice 4). Ottenuto il gel è stata eseguita una corsa elettroforetica a vuoto a 100 V per 

30 minuti e successivamente si è proceduto pulendo ciascun pozzetto con una soluzione 

tampone 1xTBE. Parallelamente ciascun pool di RNA è stato addizionato con equivalente 

volume di colorante FDE [10 mg bromofenolo blu, 10 mg xilene cianolo in 10 ml di 

formaldeide, 200 μl 0,5 EDTA (pH 8.0)], denaturato a 65°C per 20 minuti e immediatamente 

posto in ghiaccio. Ogni singolo campione è stato dunque caricato nel gel di poliacrillamide 

ove è stata eseguita una corsa elettroforetica a voltaggio costante pari a 100 V per circa 1 ora 

e mezza. A questo punto la struttura è stata disassemblata ed il gel è stato immerso in 60 ml 

1x TBE contenenti 3 μl di etidio bromuro 1% per circa 5 minuti. Controllato e visualizzato il 

gel mediante transilluminatore UV si è proceduto, mediante bisturi sterile, ad asportare la 

porzione di gel immediatamente sopra il colorante (15-30 nt) contenente tutta la frazione di 

sRNA. Attraverso l’utilizzo di un ago sterile, tubi Eppendorf da 0,5 ml sono stati dapprima 

forati sul fondo, posti all’interno di tubi microcentrifugabili da 2 ml, e caricati con la 

porzione di gel recisa precedentemente. I tubi sono stati centrifugati (Eppendorf 5427 R) alla 
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massima velocità a temperatura ambiente per due minuti controllando che tutto il gel fosse 

passato attraverso i fori. Rimosso il tubo Eppendorf da 0,5 ml sono stati aggiunti alla 

porzione di gel 400 μl di NaCl 0,3 M ed i tubi sono stati lasciati nell’agitatore a 4°C per tutta 

la notte allo scopo di eluire l’RNA. Il giorno seguente l’eluato e i residui di gel sono stati 

trasferiti nella colonnina dotata di filtro di cellulosa (Corning® Costar® Spin-X® centrifuge 

tube; Sigma-Aldrich) e centrifugati a 6.000 rpm per 2 minuti. Questo step è stato ripetuto 

una seconda volta dopodichè la colonnina contenente gli ultimi residui del gel è stata 

eliminata. E’ stato aggiunto un egual volume di isopropanolo al 100% (circa 600-700 μl) e 1 

μl di glycoblue (15 mg/ml glycoblue coprecipitante; Thermo Fisher, USA) e l’eluato è stato 

incubato a -70°C per tutta la notte. Il precipitato è stato quindi centrifugato alla massima 

velocità per 20 minuti a 4°C, il sopranatante è stato eliminato e il "pellet" ottenuto lavato due 

volte mediante 1 ml di etanolo freddo al 70%. Il "pellet" è stato disidratato sotto vuoto e 

successivamente risospeso in 12 μl di acqua ultrapura (Thermo Fisher Scientific, USA) 

mediante l’utilizzo di filtri tamponati.  

 

1.3.3.2. Ancoraggio degli adattatori alla porzione 3’ e 5’  

Questo passaggio è fondamentale perché consente, mediante l’utilizzo di questi adattatori, di 

discriminare i diversi campioni una volta sequenziati in base a sequenze index in grado di 

legarsi ad essi. Aliquote di 2,5 μl di RNA purificato sono state poste in un tubo Eppendorf, 

addizionate di 0,5 μl RNA adattatore 3’ (RA3; Illumina, USA), successivamente poste per 2 

minuti in un termociclatore (iQ5-Biorad) preriscaldato a 70°C e successivamente in 

ghiaccio. Dopo l’aggiunta di 1 μl di "ligation buffer" (HML; Sigma Aldrich), 0,5 μl di 

inibitore della RNasi (Sigma Aldrich) e 0,5 μl di T4 RNA ligasi 2 (troncato; New England 

Biolabs, USA) il tutto è stato mescolato più volte e incubato per un’ora a 28°C. La reazione 

è terminata con l’aggiunta di 0,5 μl di "stop solution" (STP; Sigma Aldrich) e successiva 

incubazione a 28°C per 15 minuti; i campioni sono stati infine posti in ghiaccio per 10 

minuti. Terminata la fase di appaiamento dell’adattatore al 3’ si è proceduto con la fase di 

appaiamento al 5’. In un nuovo tubo Eppendorf sono stati aggiunti 0,5 μl di RNA adattatore 

5’ (RA5; Illumina) e il tutto è stato posto nel termociclatore a 70°C per due minuti. Il tubo è 

stato poi posto in ghiaccio e addizionato di una miscela contenente 0,5 μl di ATP 10 mM e 

0,5 μl di T4 RNA ligase (non troncato; 5 U/μl, Life Technology, USA).  
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La soluzione cosi ottenuta, pari a 1,5 μl, è stata aggiunta alla miscela finale ottenuta nella 

fase precedente di appaiamento dell’adattatore 3’ ottenendo un volume totale di 6 μl. La 

miscela totale (reazione di appaiamento 3’-5’) è stata posta nuovamente a 28°C nel 

termoclicatore per un’ora e infine lasciata in ghiaccio per le fasi successive. 

 

1.3.3.3. Retrotrascrizione 

Il primo step ha previsto l’aggiunta nella miscela precedentemente ottenuta (reazione di 

appaiamento 3’-5’) di 1 μl di "primer RT" (RTP; Illumina, USA); la soluzione è stata 

mescolata vigorosamente, posta a 70°C per 2 minuti e infine lasciata in ghiaccio. In un tubo 

Eppendorf  a parte (0,2 ml) è stata preparata la miscela per la retrotrascrittasi composta da 

1,1 μl di acqua ultrapura (Thermo Fisher Scientific, USA), 2,2 μl di tampone di reazione 5x, 

0,55 μl della miscela dNTP 12,5 mM, 1,1 μl di inibitore RNasi e 1,1 μl di Revert Aid H- 

trascrittasi inversa (Thermo Fisher Scientific, USA). Dopo una breve centrifugazione la 

miscela cosi ottenuta è stata aggiunta alla reazione di appaiamento 3’-5’ ottenendo una 

soluzione totale pari a 12,5 μl; il tutto è stato centrifugato e incubato a 50°C per un’ora e 

mantenuto in ghiaccio per le successive analisi o consevato -20°C se non usata 

immediatamente.   

 

1.3.3.4. Reazione di PCR 

In un tubo Eppendorf nuovo (0,2 ml) è stata preparata la miscela di reazione composta da 

4,25 μl di acqua MilliQ (Thermo Fisher Scientific USA), 12,5 μl di PCR mix (PML), 1 μl di 

RNA PCR "primer" (RP1) e 1 μl di RNA PCR "primer" index (RPIX) (TruSeq® small RNA 

library prep kit; Illumina, USA). In questo passaggio bisogna prestare particolare attenzione 

allo scopo di utilizzare index diversi per ogni libreria che verrà sequenziata nella stessa 

corsia, in modo che esse siano facilmente distinguibili una volta ottenute le sequenze. 

Ciascun index è composto da una diversa sequenza di 6 nucleotidi che permette di 

distinguere i diversi campioni una volta sequenziati. Dopo aver centrifugato e mescolato la 

miscela di reazione sono stati aggiunti i 6,25 μl di cDNA precedentemente ottenuti dalla 

reazione di trascrittasi inversa, ottenendo una soluzione totale pari a 25 μl. Il tutto è stato 

posto nel termociclatore impostato come segue: 30 secondi a 98°C, 16 cicli di 

amplificazione comprendenti 10 secondi a 98°C per la denaturazione, 30 secondi a 60°C per 
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l’appaiamento e 15 secondi a 72°C per la fase di amplificazione. La reazione è stata poi 

conclusa mediante incubazione a 72°C per 10 secondi. La libreria genomica così ottenuta, 

contenente la frazione degli "small RNA" amplificata, è ora pronta per essere purificata.  

 

1.3.3.5. Purificazione della libreria di "small RNA" 

Il primo step, come in precedenza, ha previsto la preparazione del gel di poliacrilammide 8% 

in TBE; il gel è stato ottenuto come descritto in appendice 3 senza però, in questo caso, 

l’utilizzo di urea. E’ stata eseguita una corsa a vuoto a 100 V per 30 minuti, sono stati puliti 

tutti i pozzetti mediante tampone 1xTBE e successivamente la miscela di PCR è stata 

addizionata di 5 μl di colorante Orange DNA (Thermo Fisher Scientific, USA) ottenendo un 

volume totale di 30 μl. Nel gel sono stati caricati due DNA “markers” di pesi molecolari 

differenti: 4 μl di DNA “ladder” 20 bp e 50 bp (Thermo Fisher Scientific, USA). La miscela 

di PCR addizionata del colorante “orange DNA” è stata dunque caricata nel mezzo del gel 

utilizzando due pozzetti (15 μl di miscela ciascuno). Per ogni campione analizzato è sempre 

stato utilizzato un gel diverso allo scopo di evitare possibili contaminazioni. Il gel è stato 

fatto correre a voltaggio costante di 100 V per circa due ore ossia fino a quando il colorante 

xilene cianolo non avesse raggiunto il fondo del gel. Finita la corsa la struttura è stata 

disassemblata e il gel è stato posto in una soluzione contenente 60 ml di 1xTBE e 3 μl di 

etidio bromuro 1% per 5 minuti. La porzione di gel contenente la frazione di “small RNA” 

(140-145 nt) è stata visualizzata mediante l’utilizzo di transilluminatore UV e 

successivamente asportata con bisturi sterile. Tale porzione, come in precedenza, è stata 

posta in tubi Eppendorf da 0,5 μl precedentemente forati più volte nel fondo e posti 

all’interno di un tubo da 2 ml. Dopo una centrifugazione di 4 min a 14.000 rpm, sono stati 

aggiunti 400 μl di NaCl 0,3 M e i tubi sono stati lasciati in agitatore a 4°C per tutta la notte. 

Il giorno successivo l’eluato è stato posto in una colonnina dotata di filtro di cellulosa 

(Corning® Costar® Spin-X® centrifuge tube; Sigma-Aldrich) e centrifugato a 6.000 rpm 

per 2 minuti. Dopo aver ripetuto questo passaggio una seconda volta è stato aggiunto 1 μl di 

glicoblue all’eluato ed il tutto è stato messo a precipitare mediante 1 ml di etanolo al 100%. I 

tubi sono stati lasciati a -70°C per tutta la notte e successivamente centrifugati alla massima 

velocità per 20 minuti; scartato il sopranatante il "pellet" è stato pulito per due volte 

mediante 1 ml di etanolo al 70%. Dopo centrifugazione a 13.400 rpm per 5 minuti il "pellet" 
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è stato disidratato sotto vuoto e risospeso in 12 μl di tampone 1xTE. La libreria genomica 

ottenuta è stata conservata a -20°C per il sequenziamento o -70°C per lunghi periodi.  

 

1.3.4. Sequenziamento e analisi delle sequenze 

Le librerie di "small RNA" sono state sequenziate mediante la piattaforma Illumina 

Hiseq2000 sRNA-seq (http://support.illumina.com). Le sequenze ottenute sono state 

analizzate ed elaborate mediante il programma CLC Genomics Worbench (v 11.0, CLCbio, 

Arhus, Danimarca). Inizialmente si è proceduto importando nel programma le sequenze in 

formato fastq, sono state controllate le qualità delle singole librerie e i valori delle letture, 

poi successivamente sono stati tagliati dalle sequenze le porzioni inerenti gli adattatori 

(index). A questo punto è stata generata la mappatura globale delle librerie, senza adattatori, 

che permette di valutare la qualità e la quantità delle letture. Le singole librerie sono state 

analizzate e comparate con il trascrittoma di C. roseus disponibile online 

(http://nipgr.res.in/mjain.html?page=catharanthus) impostando 1 solo mismatch come 

possibile differenza tra le sequenze in analisi. Terminato questo procedimento tutte le 

librerie sono state normalizzate sullo stesso valore in modo che le letture venissero 

rapportate tutte alla stessa quantità di sRNA. Successivamente, sempre mediante l’utilizzo 

del medesimo software, sono stati creati due esperimenti comparativi: uno per comparare le 

librerie ottenute dalle piante trattate con PAW1 e ddH2O e uno per comparare le librerie 

ottenute dalle piante manifestanti sintomi da fillodia, scopazzi e dai controlli sani. Ottenuti i 

file comparativi dei due esperimenti si è proceduto mediante l’analisi statistica dei dati; in 

entrambe le prove è stato eseguito il Baggerley’s Test (Baggerley et al., 2003) comparando 

le librerie in analisi con le librerie di controllo (ddH2O nel primo caso, e piante sane nel 

secondo). Dai valori ottenuti sono stati selezionati solo i miRNA che evidenziavano 

differenze statisticamente significative rispetto ai relativi controlli ossia miRNA con valori 

comparativi di FDR p-value correction < 0,05 (Benjamini & Hochberg, 1995). I valori 

riscontrati sono stati trasformati in funzione logaritmica (log2) per una più semplice 

rappresentazione ed analisi comparativa. Infine, con l’obiettivo di affinare l’analisi statistica, 

i miRNA differenzialmente espressi sono stati comparati anche mediante il test DFC 

("distributional fold change"; Farztdinov et al., 2012) selezionando solo quelli che si 

differenziavano per un valore assoluto maggiore di due e mediante la valutazione dell’indice 
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IQR ("interquartile range"; Bland, 2015) ossia lo scarto interquartile, in questo caso 

selezionando solo quelli che presentavano tale indice maggiore di 5. Allo scopo di 

rappresentare graficamente le differenze riscontrate tra le varie tesi i valori espressi mediante 

funzione logaritmica sono stati elaborati attraverso il sito web Clusvis (Metsalu et al., 2015) 

per l’ottenimento della mappa di calore.  

 

1.3.4.1. Analisi dei possibili siti “target” 

Allo scopo di capire come le differenze riscontrate tra le varie tesi potessero riflettersi a 

livello trascrizionale e post-trascrizionale nelle piante oggetto di studio, sono stati predetti i 

possibili siti bersaglio dei miRNA rinvenuti maggiormente espressi. Con l’obiettivo di 

svolgere un’accurata analisi sono stati utilizzati tre diversi software: psRNATarget (Dai X. et 

al., 2011), CLC Genomics Worbench (v 11.0, CLCbio, Arhus, Danimarca) e Blast2GO 

(Conesa et al., 2005). I risultati della "gene ontology (GO) annotation" ottenuti mediante 

l’utilizzo dei tre software sopra citati sono stati elaborati graficamente mediante Blast2GO 

allo scopo di capire le differenze a livello metabolico dovute a diverse tipologie e relativi 

livelli di miRNA. 

 

1.3.5. Analisi "Northern Blot" 

L’analisi "Northern Blot" ha previsto la separazione degli "small RNA" mediante corsa 

elettroforetica di 5 μg di RNA totale disciolti in 20 μl di acqua deionizzata sterile e 

addizionati di 20 μl di colorante FLS [10 ml di formammide deionizzata, 200 μl 0,5 M 

EDTA (pH 8.0), 10 mg xilene cianolo, 10 mg bromofenolo blu]. Dopo incubazione di 20 

minuti a 65°C e raffreddamento in ghiaccio, la miscela veniva sottoposta ad elettroforesi di 

circa 2.30-3 h a 400 V su gel denaturante di poliacrilamide 17% [42,5 ml di soluzione 40% 

acrilamide/bis acrilamide (19:1), 10 ml 10 X TBE, 50 g di urea, 600 μl 10% ammonio 

persolfato, 40 μl TEMED, 10 ml di acqua deionizzata sterile], in tampone TBE. Terminata la 

corsa, il gel è stato posto in una soluzione contenente 500 ml di 1xTBE e 2 μl di etidio 

bromuro e la qualità degli acidi nucleici è stata controllata mediante visualizzazione al 

transilluminatore UV. Successivamente, il gel è stato posto in una soluzione 20xSSC (NaCl 

3 M, Na3C6H5O7 0,3 M, pH 7.0) per 10 minuti e trasferito nella membrana di nylon carica 

positivamente (Hybond N+, Amersham International, UK) precedentemente immersa nella 
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soluzione 20xSSC. Gli RNA sono stati dunque trasferiti ''overnight'' dal gel di poliacrilamide 

alla membrana di nylon per capillarità mediante l'utilizzo del tampone 20xSSC secondo il 

protocollo descritto da Sambrook et al 2001. Gli RNA sono stati successivamente fissati alle 

membrane per esposizione ai raggi ultravioletti di 700 nm di lunghezza d'onda ("ultraviolet 

cross-linking"). La membrana cosi ottenuta può essere conservata per lungo tempo a 

temperatura ambiente prima di essere ibridata. 

 

1.3.5.1. Preparazione sonde 

Il procedimento utilizzato per la “detection” dei miRNA differenzialmente espressi ha 

previsto l'utilizzo di oligonucleotidi modificati denominati LNA (Valoczi et al., 2004), che 

permettono di ottenere sonde con una pù elevata precisione e sensibilità rispetto a quelle 

tradizionali a DNA. Le sonde sono state preparate utilizzando 1 μl di LNA-modificato 

(Exiqon, Qiagen), 1 μl di 10xT4 polinucleotidi kinasi buffer, 1 μl [ү32 P] ATP [0.4 Mbq 

(mega-Becquerel)] (Amersham, # PB218), 1 μl di polinucleotidi kinasi T4 (Fermentas, # 

EK0031) e 6 μl di acqua. La miscela cosi ottenuta è stata incubata a 37°C per un’ora. 

 

1.3.5.2. Ibridazione molecolare 

La membrana è stata posta in un apposito tubo e preibridata a 40°C per 30 minuti in un 

fornetto rotante (Mini-Hyb, AMS, UK) in 10 ml di buffer (100 ml di soluzione: 50 ml 

formammide deionizzata, 25 ml 20xSSPE [NaCL 1M, Na3PO4 0,2 M, EDTA 0,04 M; pH 

7,4], 10 ml di soluzione Denhardt 50x [1% Ficoll 400, 1% polivinilpirrolidone, 1% siero 

albumina bovina], 5 ml di SDS 10%, 9 ml di H2O e 1 ml di 2 mg ml-1 di DNA di sperma di 

salmone. Il liquido di preibridazione è stato poi sostituito da quello di ibridazione contenente 

la sonda radiomarcata di LNA precedentemente denaturata a 95°C per 2 minuti e mantenuta 

in ghiaccio; il tutto è stato quindi lasciato nel fornetto di ibridazione "overnight" a 40°C. 

Dopo 2 lavaggi da 10 minuti a 40°C in soluzione 2XSSC-0,1% SDS, la membrana è stata 

posta in cassetta autoradiografica su pellicola piana (Kodak BioMax Light Film) a -80°C. 

Dopo alcune ore/giorni di esposizione (a seconda dell'intensità del segnale), la pellicola 

veniva sviluppata per 30 sec. con Kodak GBX developer e fissata con Kodak GBX fixer.  
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2. RISULTATI 
 

2.1. Analisi molecolari delle piante di C. roseus 

L'analisi del gene ribosomico 16Sr delle piante di C. roseus mediante l'utilizzo dei ''primers'' 

16RF2n/R2 ha confermato la positività delle piante infette selezionate alla presenza del 

fitoplasma hydrangea 35 (16SrI-B) e la negatività delle piante utilizzate come controllo. 

 

2.2. Estrazione degli acidi nucleici 

L’estrazione dell’RNA a carico dei tessuti fogliari e degli steli di C. roseus ha consentito di 

ottenere una concentrazione media degli acidi nucleici pari a 1.500 ng/µl, che presentavano 

rapporti di assorbanza quasi sempre pari a 2 ed ottimi livelli qualitativi (Figura 16).   
 

 

Figura 16. Corsa elettroforetica su gel di agarosio 1,2% TAE di RNA estratto da piante di C. roseus. 

 

2.3. Sequenziamento mediante Illumina Hi-seq 

Dal sequenziamento sono state ottenute un totale di dodici librerie, sei inerenti la prova 

PAW1 e nove inerenti lo studio dell'interazione pianta-fitoplasma. Tutte le librerie hanno 

evidenziato un’ottima riuscita del sequenziamento, con un elevato numero di letture (Tabella 

13). Succesivamente si è proceduto rimuovendo le letture di scarsa qualità e le sequenze 

inerenti gli adattatori. L'analisi della distribuzione e della lunghezza delle sequenze di small 

RNA ha rilevato una maggiore presenza di miRNAs di lunghezza pari a 24 nt seguita da 

miRNAs di lunghezza 21 nt; anche dopo l'eliminazione delle letture ridondanti le sequenze 

pari a 24 nt risultavano essere le più presenti. Sono stati identificati 81 diversi miRNA, più o 
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meno conservati, appartenenti a 36 diverse famiglie. Membri della famiglia miR166, come 

ad esempio miR166d e miR166f sono risultati essere quelli maggiormente presenti seguiti da 

miRNA appartenenti alla famiglia di miR159 e alla famiglia di miR396. 

 

Tesi Libreria n° di letture n° di letture senza adattatori 

PAW1 

Replica b. 1 26.901.619 26.607.758 

Replica b. 2 23.315.061 23.133.444 

Replica b. 3 13.273.280 12.719.647 

ddH2O 

Replica b. 1 25.353.587 25.028.886 

Replica b. 2 17.344.132 16.902.029 

Replica b. 3 13.890.882 13.660.161 

PH 

Replica b. 1 15.367.119 14.436.219 

Replica b. 2 20.529.869 19.139.697 

Replica b. 3 21.904.481 21.551.806 

WB 

Replica b. 1 27.862.117 26.981.121 

Replica b. 2 18.791.214 17.632.893 

Replica b. 3 14.857.688 14.478.414 

Sane 

Replica b. 1 16.025.485 15.390.889 

Replica b. 2 26.337.469 25.315.002 

Replica b. 3 18.181.990 17.492.307 

 
Tabella 13. Numero di letture ottenute dal sequenziamento Illumina Hi-seq per ciascuna replica biologica. 

 

2.3.1. Analisi dei miRNAs nella prova PAW 
 

2.3.1.1. Studio dei miRNAs differenzialmente espressi  

Dopo aver analizzato tutte le sequenze mediante il software CLC Genomics Worbench (v 

11.0, CLCbio, Arhus, Danimarca) ed aver svolto le opportune analisi statistiche (paragrafo 

1.3.6) sono stati selezionati i miRNA differenzialmente espressi tra le tre repliche biologiche 

trattate con PAW1 ed i controlli trattati con acqua. Da un'analisi comparativa delle letture 

normalizzate, controllando che i valori di espressione fossero confermati in tutte le repliche 

biologiche in analisi, sono risultate essere statisticamente significative le differenze rilevate 

per 21 miRNAs (Tabella 14).  
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miRNA 
PAW H20 

miRNA 
PAW H20 

n° di letture normalizzate^ n° di letture normalizzate^ 
miR172a* 18,99 43,88 miR399b 33,6 21,05 

miR172c-5p 3,47 8,13 miR398b 24.470,24 18.283,28 

miR172c 6,69 25,92 miR396a* 9.791,12 3.473,35 

miR157d-3p 0,76 10,49 miR396b 7.084,25 5.558,85 

miR157a 32,45 76,13 miR396a-3p* 789,64 477,53 

miR393a 128,95 331,73 miR165a 223,37 148,96 

miR166f 1.021,06 710,88 miR8016 89,19 273,77 

miR166d 1.188,44 1.726,98 miR5368 2,25 14,79 

miR159a 34.526,29 22.389,27 novel-79 31 47,96 

miR319a 613,36 302,02 miRnovel05 276,79 327,54 

miR395a 15,64 0,77     
  

Tabella 14. Letture normalizzate dei livelli di miRNA rivenuti differenzialmente espressi nelle due tesi. In 
grassetto i miRNA statisticamente più espressi nella tesi di controllo trattata con ddH2O. ^ = valore medio delle 
tre repliche biologiche analizzate. 
 

Dai risultati ottenuti si evince come mir172a*, miR172c-5p, miR 172c, miR157d-3p, 

miR157a, miR393a, miR166d, miR8016, miR5368, miRnovel-79 e miRnovel05 risultino 

sottoregolati nella tesi PAW1 rispetto ai controlli trattati acqua mentre risultino sovraespressi 

miR166f, miR159a, miR319a, miR395a, miR399b, miR398b, miR396a*, miR396b, 

miR396a-3p* e miR165a.  

La mappa di calore è stata successivamente ottenuta dalla rielaborazione statistica e poi 

grafica delle differenze riscontrate nell’espressione dei miRNA presenti in Tabella 14, 

espressi attraverso valori di "fold-change" (Figura 17). 

 La mappa evidenzia inoltre la presenza di due "clusters" principali, uno comprendente le 

piante trattate con PAW1 e uno i controlli trattati con ddH2O, confermando un 

comportamento analogo tra le diverse repliche biologiche della stessa tesi. Sebbene i valori 

di espressione di alcuni miRNA siano leggermente diversi tra le repliche appartenenti alla 

stessa prova, è possibile notare come la mappa delinei quattro zone distinte e opposte tra le 

due tesi analizzate (Figura 17) confermando come alcune famiglie di miRNA risultino 

differenzialmente espresse a seguito del trattamento con PAW1.  
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Figura 17. Mappa di calore composta dai valori di "fold change" log2 ottenuti dall'analisi statistica 
comparativa dei livelli di miRNA tra le repliche biologiche trattate con PAW1 e i controlli trattati ddH2O; ogni 
colonna esprime i valori ottenuti per la singola replica biologica. La scala della mappa di calore rappresenta i 
valori di "fold change" in base logaritmica atraverso un range da -2 (grigio) a + 2 (rosso); le differenze sono 
statisticamente significative per p <0,05, DFC > |2| e IQR > 5. 
 

La porzione di mappa in basso a sinistra è caratterizzata da valori di espressione superiori 

nelle repliche biologiche della tesi PAW1 mentre la porzione in alto a destra evidenzia i 

livelli di espressione superiori nella tesi ddH2O; all'interno di queste aree le singole repliche 

biologiche evidenziano comportamenti leggermenti diversi sebbene appartenengano alla 

stessa tesi. E' possibile notare come all'interno della prova PAW la replica denominata 

PAW1 manifesti livelli di espressione, per alcune famiglie di miRNA, superiori alle altre 

due; comportamento analogo è stato rinvenuto anche nella prova di controllo per quanto 
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riguarda la replica H2O 2. Nonostante queste differenze, le tre repliche biologiche di 

ciascuna tesi manifestano un comportamento analogo e sono raggruppate in due "clusters".  

 

2.3.1.2. Identificazione e classificazione dei possibili miRNA “target” 

Per studiare una possibile correlazione tra i diversi livelli di espressione dei miRNA, 

rinvenuti nelle due tesi, e i processi biologici delle piante in esame, si è cercato di predire i 

loro putativi geni “target” mediante l'utilizzo di tre diversi software ossia psRNATarget (Dai 

et al., 2011), CLC Genomics Worbench (v. 11.0, CLCbio, Arthus, Danimarca) e Blast2go 

(Conesa et al., 2005) e i risultati sono stati comparati con la letteratura disponibile. La 

sequenza del trascrittoma di C. roseus è stata utilizzata come referenza per tutte le analisi 

svolte. Lo studio ha preso in esame solo i miRNA che hanno manifestato elevate omologie 

di sequenza con i relativi “target”, ovvero valori di "expectation" derivanti dall'algoritmo 

EM ("espectation-maximization") minori di 3 (Bailey & Elkan, 1995). Comparando gli 

"output" generati dai tre programmi utilizzati, sono stati predetti i “target” di tutti i miRNA 

differenzialmente espressi e per ognuno di essi sono state definite le principali funzioni 

biologiche ad essi correlate (Tabella 15 e 16).  

 

miRNA Gene  Proteina GO (ruolo biologico) 

miR166 
(166f) 

RDR6 
RNA polimerasi 6 - RNA 

dipendente 

risposte di difesa a virus 

silenziamento genico da RNA 

mantenimento dell'identità degli apici 
meristematici 

produzione di siRNA interferenti con RNA 

silenziamento genico indotto da virus 

ATHB-14 
Box-proteine a cerniera di 

leucina- ATHB-14 

differenziazione abassiale/adassiale dei tessuti 

specificazione dei meristemi apicali 

A G O 10 Proteina argonauta 10 

risposte di difesa a virus 

silenziamento genico da RNA 

processo metabolico dei miRNA 

sviluppo organi multicellulari 

  
 

miR159a 

 
 

MYB33 

 
 

Fattore di trascrizione 
MYB33 

segnale mediato dal patwhay dell'acido giberellico 

regolazione - della proliferazione cellulare 

regolazione + del pathway dell'acido abscissico 

regolazione +  della morte cellulare programmata 

organizzazione stoccaggio proteico nei vacuoli 
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risposta alle citochinine 

risposta all'etilene 

risposta alle giberelline 

miR319a 

TCP4 
Fattore di trascrizione 

TCP4 

differenziazione cellulare 

morfogenesi delle cotiledoni 

regolazione + dello sviluppo 

LOX 2 
Lipossigenasi 2, 

cloroplastica 

processi biosintetici nella fotosintesi fogliare 

processi di biosintesi dell'acido jasmonico 

ossidazione lipidica 

miR395a 
OsAPx7 - 
SIF3HL-  

Stroma ascorbato 
perossidasi- flavonone 3 

idrossilasi e proteine LRR  

ATP solforilasi 

trasporto del solfato 

stroma ascorbato-perossidasi 

flavanone3-idrossilasi 

famiglia delle proteine LRR  

miR399b 

UBC24 
Enzima  E2 24 coniugato 

all'ubiquitina 

proteine cellullari coinvolte nel catabolismo 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del P 

omeostasi cellulare degli ioni fosforici 

trasporto ionico del fosfato 

r trasporto trans-membrana del fosfato 

PHR1 
Proteine collegate 

all'immagazzinamento 
del fosforo 

risposte cellulari alla luce e al freddo 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del P 

ritmo circadiano 

omeostasi cellulare degli ioni fosforici 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del P 

miR398b 

CSD2 
Superossido dismutasi2 
[Cu-Zn] , cloroplastica 

risposte cellulari alla luce 

risposti cellulari a stress ossidativi 

risposti cellulari all'ozono 

CCS 
Trasportatore del Cu per 
la superossido dismutasi 

omeostasi cellulare degli ioni rameici 

trasporto degli ioni metallici 

    
miR396a*  

GRF 
Fattori di regolazione 

della crescita 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del N 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del P 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del K 

attivazione del pathway etilenico 

regolazione dei processi metabolici 

risposta al freddo 

miR165a   
Fattori di trascrizione 
Phabulosa-Phavoluta 

fattori di tras. HD-Zip  (Phabulosa-Phavolita) 

regolazione dell'acido abscissico (ABA) 

serina/treonina fosfatasi 7 

 
Tabella 15. Elenco dei pricipali miRNA rinvenuti maggiormente espressi nella tesi PAW1 con relativo gene 
“target” e principali funzioni biologiche controllate. 
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All’interno del gruppo di miRNA rinvenuti maggiormente espressi a seguito del trattamento 

con PAW1 la famiglia del miR159 è risultata associata al fattore di trascrizione MYB33, 

coinvolto nella regolazione positiva del "pathway" dell'acido abscissico (ABA), nel 

fenomeno di morte cellulare programmata e nella via metabolica dell'etilene. 

I miRNA appartenenti alla famiglia di miR319 sembrano invece regolare la via biosintetica 

dello jasmonato evidenziando come principali “target” il fattore di trascrizione TCP4 e il 

gene LOX2. Il miR395 risulta invece associato ad ATP solforilasi ed ai trasportatori del 

solfato sottolineando la sua implicazione nei meccanismi di immagazzinamento e trasporto 

delle sostanze nutritive. Anche miR399 sembra svolgere un ruolo determinante a livello di 

regolazione nutrizionale, in quanto agendo sui geni PHR1 (codificante proteine legate 

all'immagazzinamento del fosforo) e PHO2 (fosfatasi 2) interviene nei fenomeni di 

omeostasi del fosfato. Bassi livelli di PHO2 portano ad una maggiore espressione dei 

trasportatori del fosfato con conseguente aumento del suo assorbimento a livello radicale. 

Risultato anch'esso più espresso nella tesi trattata con PAW1, il miR398 evidenzia come 

principali “target” le superossido-dismutasi CSD1, CSD2 e CSD3 composti chiave nel 

controllare i livelli di H2O2 nelle cellule vegetali e nelle risposte ossidative indotte da 

fenomeni di stress. Fattori atti a regolare l'accrescimento (GRF) sono risultati essere invece i 

principali “target” della famiglia di miR396, rinvenuti anch'essi maggiormente espressi a 

seguito del trattamento con PAW1; agendo su questo fattore questa famiglia di miRNA 

sembra controllare anche fenomeni di tolleranza al freddo, l'attivazione del "pathway" 

dell'etilene e la risposta cellulare all'accumulo di importanti composti quali azoto, fosforo e 

potassio. Infine, miR165 è risultato avere come principali “target” i fattori di trascrizione 

PHABULOSA e PHAVOLUTA coinvolti nell'omeostasi dell'acido abscissico (ABA) e nella 

regolazione dello sviluppo dei tessuti fogliari; l'altro “target” ossia la serina/treonina 

fosfatasi 7 è invece un'enzima coinvolto nelle risposte ossidative generate dalle piante.  
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miRNA Gene  Proteina GO (ruolo biologico) 

    

miR172 
(172a*-172c) 

GI 
Proteina GIGANTEA 

APETALA 

differenziazione cellulare 

ritmo circadiano 

sviluppo dei fiori 

regolazione del fotoperiodo 

risposta alla luce 

risposta al freddo 

risposta al perossido di idrogeno 

TOE2 
AP2-fattore di 

trascrizione TOE2 

attivazione del pathway etilenico 

sviluppo organi multicellulari 

RAP2-7 
fattore di tras. in risposta 

all'etilene RAP2-7 
famiglia di proteine leganti il DNA (bHLH) 

TOE3 AP2-fattore di tras. TOE3 complesso associato ai microtubuli 

mir157a - 
miR157d-3p 

SPL4 Proteina squamosa 4 

sviluppo fiorale 

regolazione della fase vegetativa 

processi metabolici della pectina a livello di parete 

famiglia di proteine legate alla tubulina 

ARP Proteine legate all'actina famiglia di proteine legate all'actina 

    

fosfolipasi A2A  

proteine legate alla glutatione s-transferasi 

glutatione s-transferasi TAU16 

miR393a TIR1 
Proteina inibitrice del 

trasporto  

segnale di attivazione del pathway auxinico 

ciclo cellulare 

risposte di difesa 

segnale di attivazione del pathway etilenico 

sviluppo degli stami 

 
miR166 
(166d) 

RDR6 
RNA polimerasi 6 - RNA 

dipendente 

risposte di difesa verso i virus 

silenziamento genico da RNA 

mantenimento dell'identità degli apici meristematici 

produzione siRNA per silenziamento dell'RNA 

differenziazione abassiale/adassiale dei tessuti 

AGO10 Proteina argonauta 10 

silenziamento genico da RNA 

processo metabolico dei miRNA 

sviluppo organi multicellulari 

  
    

proteine della famiglia fosfatasi 2  

Risposta ad altri organismi 

novel05 
    

RNA-leganti il dominio KH 

complesso della tubulina a livello di parete cell. 

novel79   alfa 4 tubulina processi a livello di microtubuli 

 
Tabella 16. Elenco dei pricipali miRNA rinvenuti maggiormente espressi nella tesi ddH2O con relativo gene 
“target” e principali funzioni biologiche controllate. 
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Come visto precedentemente miR172a*, miR172c-5p e miR172c sono risultati 

statisticamente più espressi nella tesi trattata con ddH2O; questi miRNA appartengono tutti 

alla famiglia del miR172 il quale ha come “target” diversi fattori di trascrizione come ad 

esempio GIGANTEA, APETALA2, TOE2 ("AP2-like ethylene-responsive transcription 

factor") e RAP2 ("ethylene-responsive transcription factor RAP2") coinvolti nella 

regolazione del ritmo circadiano, nella regolazione del fotoperiodo legato alla fioritura, nel 

"pathway" dell'etilene e nei fenomeni di resistenza indotta. Inoltre, suddetti miRNA regolano 

anche altri fattori di trascrizione del genere AP2/ERf tra cui ORCA1, ORCA 2, ORCA 3 e 

CR1 coinvolti nella regolazione del metabolismo secondario in C. roseus. Altra famiglia di 

miRNA rivenuta sovra-espressa nella tesi trattata con ddH2O è quella realtiva a miR157; 

questi miRNA sono risultati dall'analisi associati al gene SPL4 ("SQUAMOSA promoter-

binding-like protein 4") coinvolto nella regolazione del fotoperiodo connesso alla fioritura, 

alla biosintesi delle antocianine, alla deposizione di pectine a livello di parete cellulare e 

nella regolazione di un enzima chiave nella risposta di ipersensibilità innescata dalla pianta 

ossia il glutatione s-transferasi. Infine, l'analisi condotta sulla famiglia di miR393, più 

espressa nelle repliche biologiche trattate con ddH2O, evidenzia come principale “target” il 

gene TIR1 ("Protein TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1") codificante un recettore 

auxinico; l'auxina, come noto, svolge un ruolo determinante nella crescita e fenomeni atti a 

limitarla, come il silenziamento ad opera di questo miRNA, possono aver luogo in risposta a 

svariate tipologie di stress allo scopo di ridurre i consumi d'acqua e di nutrienti. 

Allo scopo di verificare se degli miRNA rinvenuti differenzialmente espressi tra le due tesi, 

ce ne fossero alcuni con geni “target” coinvolti nelle vie metaboliche individuate negli 

esperimenti di qRT-PCR, dal trascrittoma di C. roseus sono state selezionate le sequenze 

specifiche di fenilalanina ammonio liasi, strictosidina-ẞ-glucosidasi, calcone sintasi e 

callosio sintasi e tutti i miRNA sono stati analizzati con il programma psRNAtarget (Dai et 

al., 2011). Dallo studio è emersa una maggior presenza di miRNA aventi come “target” geni 

implicati nelle vie metaboliche di risposta a stress biotici/abiotici nei controlli, facendo 

presupporre ad una generale minor attività dei relativi geni “target”, fondamentali nei 

meccanismi di resistenza indotta. In particolare miR157d-3p, rinvenuto significativamente 

più espresso nella tesi di controllo, evidenzia tra i propri “target” una sequenza codificante 

fenilalanina ammonio liasi (TC34956) e una codificante calcone flavonone isomerasi 
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(TC06879). Sequenze codificanti i fattori di trascrizione AP2 (TC40624) e bHLH 

(TC05059), entrambi coinvolti nelle risposte ossidative messe in atto dalle piante e anche nel 

metabolismo degli alcaloidi, sono risultate associate a miR166d anch'esso over-espresso nei 

controlli (Tabella 17).  

 

miRNA Sequenza Nucleotidi Target Mod. d'azione Expectation Tesi 

miR157d-3p esatta 21 
TC34956 I.T. 5 ddH2O 
TC06879 T 5 ddH2O 

miR166d variante 21 
TC40624 T 5 ddH2O 
TC05059 T 5 ddH2O 

miR166 esatta 21 TC05059 T 4 ddH2O 

miR168a esatta 21 TC10480 T 4.5 ddH2O 

 
Tabella 17. miRNA rinvenuti associati a geni implicati nel metabolismo secondario di C. roseus; TC34956: 
fenilalanina ammonio liasi2; TC06879: calcone-flavonone isomerasi; TC40624: calcone-flavonone isomerasi; 
TC05059: fattore di trascrizione bHLH ("basichelix-loop-helix"); TC10480: calcone-flavonone isomerasi. Le 
modalità di azione dei miRNA sono espresse come: I.T = inibizione della traduzione; T = taglio del trascritto. 
 

Comportamento simile è stato riscontrato anche dall'analisi delle sequenze di miR172 il 

quale, come nel caso di miR166d, ha tra i propri “target” i fattori di trascrizione bHLH 

(TC05059) implicati nella via biosintetica degli alcaloidi (Tabella 17). Infine miR168a, 

anch'esso più espresso nella tesi di controllo, è risultato essere associato ad un gene 

codificante una calcone flavonone isomerasi (TC104809; Tabella 17). 

 

2.3.1.3. Analisi di ontologia genica 

L'analisi di ontologia genica ("gene ontology"), eseguita mediante il programma Blast2GO, 

ci ha permesso di prevedere come le differenze rinvenute in termini di 

popolazioni/espressioni dei diversi miRNA possano influenzare a livello biologico, cellulare 

e molecolare il comportamento delle piante studiate.  

I risultati ottenuti evidenziano come, sia a livello biologico, sia cellulare e molecolare i 

livelli di attività espressi nella tesi di controllo siano maggiori di quelli determinati nella tesi 

PAW1; questo risultato determina una maggior attività di regolazione post-trascrizionale 

nella tesi trattata con ddH2O che si traduce in una regolazione negativa di un maggior 

numero di processi (Figura 18). La tesi di controllo, in tutti e tre gli ambiti investigati, ha 

manifestato attività non rinvenute a seguito del trattamento con PAW1. In particolare i 
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miRNA hanno evidenziato maggiore attività in termini di processi riproduttivi ("signalling 

reproduction", "reproductive process" [funzioni biologiche]), processi cellulari come attività 

collegate agli organelli, alle regioni extracellulari e alle membrane e nell'ambito delle 

funzioni molecolari sono state determinate attività collegate ai trasportatori (Figura 18). 

 

 
 
Figura 18. Analisi di ontologia genica svolta mediante il softaware Blast2GO dei principali miRNA rinvenuti 
nella tesi PAW1 e nella tesi di controllo trattata con ddH2O. Le attività sono state suddivise in base al loro ruolo: 
molecolare, cellulare e biologico. 
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2.3.2. Analisi dei miRNAs nell'interazione pianta-fitoplasma 
 

2.3.2.1. Studio dei miRNAs differenzialmente espressi 

Seguendo lo stesso procedimento descritto nel paragrafo 2.3.1.2 sono stati selezionati i 

miRNA diferenzialmente espressi tra le repliche biologiche appartenenti alla tesi delle piante 

infette manifestanti sintomi da fillodia (PH), tra le repliche delle piante infette con chiara 

sintomatologia da scopazzi (WB) e tra le piante sane (H), utilizzate come controllo. Anche in 

questo caso, oltre all'analisi statistica svolta attraverso il software CLC Genomics Worbench 

(v 11.0, CLCbio, Arhus, Danimarca), sono state controllate tutte le letture di ogni singola 

replica biologica allo scopo di verificare che le differenze riscontrate fossero confermate da 

tutte e tre le piante di ogni tesi e non solo da singoli valori discordanti. L'analisi cosi svolta 

ha evidenziato differenze statisticamente significative per 18 miRNA (Tabella 18, Figura 

19). L'elaborazione delle letture evidenzia un comportamento abbastanza simile in termini di 

tipologie di miRNA e loro livello di espressione tra le tesi PH e WB, in comparazione alle 

piante di controllo, sebbene i livelli di alcuni miRNA appaiano differenti. In particolare, in 

entrambe le tesi composte dalle piante infette con il fitoplasma hydrangea 35 (16SrI-B), sono 

stati rinvenuti maggiormente espressi miR156g-5p, miR166d, miR166f, miR172c, miR397a 

e miR398b (Tabella 18). Comportamenti discordanti tra i due gruppi di piante infette sono 

invece stati determinati per miR157a, miR157d-3p e miR166c-5p apparsi più espressi nella 

tesi WB e per miR171c-5p il quale ha manifestato un numero di letture maggiore nella tesi 

PH. Comparando invece le tesi in studio con il relativo controllo, ossia le piante esenti da 

fitoplasma, è possibile notare come alcuni miRNA quali miR159a, miR168a, miR396a* e 

del miR8016 appaiano sottoregolati in presenza del patogeno (Tabella 18). Infine, il 

miR169h, il miR162-5p e il miR162a risultano più espressi nella tesi WB e nel controllo 

sano (H) rispetto alle piante manifestanti sintomi da fillodia (PH; Tabella 18).  
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miRNA 
WB PH H 
n° di letture normalizzate^ 

miR156g-5p miR156g-5p 16,41 15,71 2,26 

miR157a 
miR157a 3,56 2,05 0,96 

miR157a (2) 19,38 12,98 11,23 

miR157d-3p 400,03 73,02 144,87 

 miR159a 
miR159a 1.068,36 1.038,55 1.709,86 

miR159a (2) 20.917,77 29.134,07 38.529,14 

miR162a 
miR162-5p 7,03 2,63 7,01 

miR162a1 871,33 534,26 925,78 

miR166c-5p 
miR166c-5p 70,73 15,64 40,19 

4,59 miR166c-5p (2) 20,7 3,95 

miR166d miR166d 15.509,76 14.103,63 8.415,40 

miR166f 
miR166f 1.030,87 975,9 771,36 

miR166f (2) 1.027,88 906,22 893,5 

miR166f (3) 2.075,34 1.487,99 1.340,83 

 miR168a 

miR168a 2.912,21 900,2 4.816,11 

miR168a (2) 12,8 6,9 20,92 

miR168a (3) 0,78 0,56 4,03 

miR168a-3p* 2,6 0,73 5,25 

miR168a-3p* (2) 2,54 1,02 9,5 

miR169h miR169h* 4,01 0,88 7,19 

miR171c miR171c-5p 13,03 53,05 1,85 

miR172c 

miR172c 29,21 22,96 2,05 

miR172c (2) 27,33 24,44 1,37 

miR172c (3) 121,62 21,19 3,46 

miR172c-5p 7,04 1,71 0 

miR172c-5p (2) 7,28 2,37 2,38 

miR396a 
miR396a* 7.275,07 8.031,65 21.722,55 

miR396b 3.948,31 5.799,23 6.539,94 

miR397a miR397a 923,96 813,93 412,87 

miR398b miR398b 23.844,38 30.255,45 7.786,93 

miR8016 
miR8016 15,83 8,65 24,96 

miR8016 (2) 7,61 8,34 14,94 

 
Tabella 18. Letture normalizzate dei livelli di miRNA rinvenuti differenzialmente espressi nelle 
tre tesi. ^ = valore medio delle tre repliche biologiche analizzate. 
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Figura 19. Rappresentazione grafica ad insiemi dei principali miRNA rinvenuti sovra-espressi nelle tesi in 
esame; in blu i miRNA inerenti la tesi H (piante sane), in rosso quelli appartenenti alla tesi WB (scopazzi) e in 
giallo quelli della tesi PH (fillodia). 
 

Come nello studio precedente, con l'obiettivo di rappresentare graficamente le differenze 

emerse attraverso l'analisi statistica, i valori di "fold change" ottenuti dalla comparazione 

delle tre prove sono stati dapprima trasformati in scala logaritmica in base 2 e infine 

elaborati mediante il sito web Clusvis (Metsalu et al., 2015). La rappresentazione grafica 

cosi ottenuta evidenzia la formazione di due "clusters" principali, uno comprendente le 

piante sane e uno le piante infette da fitoplasmosi. I risultati emersi dall’analisi delle letture 

normalizzate, ovvero la presenza di popolazioni e livelli di espressione dei miRNA simili tra 

le tesi WB e PH, vengono confermati anche dalla mappa ove si evidenziano due zone di 

calore (maggiori livelli di espressione) contrapposte tra le tesi infette e i controlli sani 

(Figura 20). Le tre repliche di controllo evidenziano profili di espressione praticamente 

identici tra loro caratterizzati da una zona di maggior espressione (porzione della mappa in 

alto a sinistra) e una zona di scarsa attività (porzione in basso a sinistra). 
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Figura 20. Mappa di calore composta dai valori di "fold change" log2 ottenuti dall'analisi statistica 
comparativa dei livelli di miRNA tra le repliche biologiche infette manifestanti fillodia (PH), le repliche infette 
con sintomi da scopazzi (WB) ed i controlli sani (H); ogni colonna esprime i valori ottenuti per la singola 
replica biologica. La scala della mappa di calore rappresenta i valori di "fold change" in base logaritmica 
atraverso un range da -2 (grigio) a + 2 (rosso); le differenze sono statisticamente significative per p <0,05, DFC 
> |2| e IQR > 5. 
 

Comportamento differente è stato invece riscontrato per le repliche delle tesi WB e PH ove i 

livelli di espressione sono risultati più variabili. Sebbene tutte le piante infette siano state 

raggruppate nel medesimo “cluster” si nota la formazione di tre sottogruppi: il primo 

composto da due repliche appartenenti all tesi scopazzi (WB2, WB3), il secondo 

rappresentato da due repliche manifestanti fillodia (PH1, PH3) mentre il terzo in cui 

vengono poste insieme due repliche appartenenti alle due diverse tesi ossia la pianta WB1 e 
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la pianta PH2. Analizzando ad uno ad uno i sottogruppi delineati è possibile notare come 

effettivamente i profili di espressione delle due repliche appaiano molto simili tra loro 

evidenziando zone di calore, tra i tre sottogruppi, leggermente diverse (± 1 "fold change 

log2"). Il sottogruppo WB manifesta un maggior livello di espressione nella porzione 

centrale della mappa mentre il sottogruppo PH nella zona basale, risultando più simile al 

cluster misto composto dalle piante WB1-PH2. Proprio questo ultimo gruppo, sebbene 

formato da due piante appartenenti alle due diverse tesi, risulta molto omogeneo 

evidenziando nelle due repliche l’espressione delle medesime famiglie di miRNA e livelli di 

lettture comparabili. Questo risultato conferma la lieve divergenza comportamentale tra le 

piante della tesi WB e quelle della tesi PH rinvenuta dall’analisi delle letture normalizzate 

ma al contempo, ponendo nello stesso gruppo la pianta WB1 e la pianta PH2, sottolinea la 

presenza di un profilo di espressione comune tra tutte le repliche infette.  

 

2.3.2.2. Identificazione e classificazione dei possibili miRNA “target” 

Con l'obiettivo di verificare se le differenze in termini di popolazioni e livelli di espressione 

dei miRNA rinvenuti nelle tre tesi in esame possano influenzare il comportamento delle 

piante sono stati predetti i “target” di tutte le famiglie di miRNA apparse differenzialmente 

espresse. Come nell'esperimento precedente, per la suddetta analisi sono stati utilizzati tre 

diversi software ossia psRNATarget (Dai et al., 2011), CLC Genomics Worbench ( v 11.0, 

CLCbio, Arthus, Danimarca) e Blast2go (Conesa et al., 2005) e i risultati sono stati 

comparati con la letteratura disponibile. La sequenza del trascrittoma di C. roseus è stata 

utilizzata come referenza per tutte le analisi comparative. Anche in questo caso sono stati 

presi in considerazione solamente i miRNA che hanno manifestato elevate omologie di 

sequenza con i relativi “target”, ovvero valori di "expectation" derivanti dall'algoritmo EM 

("espectation-maximization") minori di 3 (Bailey & Elkan, 1995). Successivamente, 

comparando gli "output" generati dai tre programmi utilizzati, sono stati predetti i “target” di 

tutti i miRNA differenzialmente espressi e per ognuno di essi sono state definite le principali 

funzioni su cui essi andrebbero ad agire (Tabella 19). 
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miRNA Gene Proteina GO (ruolo biologico) 

miR156 
(156g-5p) 

SPL3 Proteina squamosa 3 

differenziazione cellulare e sviluppo fiorale 

regolazione della fase vegetativa 

transizione fase vegetativa/riproduttiva 

HSTY1 Proteina HASTY 1 

silenziamento genico da RNA 

regolazione negativa dello sviluppo fiorale 

regolazione del flusso proteico 

sviluppo degli steli / morfologia fogliare 

CYP78A5 Citocromo P450 78A5 

sviluppo organi fiorali 

regolazione + della proliferazione cellulare 

regolazione + della crescita degli organi 

via biosintetica del metabolismo secondario 

miR166 
(166d/f) 

RDR6 
RNA polimerasi 6 RNA 

dipendente 

risposta di difesa verso virus 

silenziamento genico da RNA 

mantenimento dell'identità meristematica 

produzione siRNA coinvolti nel silenziamento 

silenziamento indotto da virus 

ATHB-14 
Box-Proteine a cerniera di 

leucina- ATHB-14 
differenziazione abassiale/adassiale dei tessuti 

specializzazione dei meristemi apicali 

A G O 10 Proteina argonauta 10 

risposte di difesa verso virus 

silenziamento genico da RNA 

processo metabolico dei miRNA  

sviluppo organi multicellulari 

miR172 
(172c) 

GI Proteina GIGANTEA 

differenziazione cellulare 

ritmo circadiano e sviluppo fiorale 

regolazione fotoperiodo 

risposta alla luce ed al freddo 

  
risposta al perossido di idrogeno 

TOE2 AP2-fattore di tras. TOE2 
attivazione pathway etilenico 

sviluppo organi multicellulari 

RAP2-7 
fattore di tras. in risposta 

all'etilene RAP2-7 
resistenza alle malattie 

TOE3 AP2-fattore di tras. TOE3 complesso associato ai microtubuli 

miR397a 
 

SPL7 
 

Proteina squamosa 7 
risposta cellulare all'accumulo di ioni Cu2+ 

regolazione dello sviluppo 

    Laccasi 3 

miR398 
(398b) 

 
CSD2 

 
Superossido dismutasi2 [Cu-

Zn] , cloroplastica 

 risposta cellulare a stress ossidativo e alla luce 

risposta cellulare a ozono 

    trasporto ioni metallo 

 
Tabella 19.  Elenco dei pricipali miRNA rinvenuti maggiormente espressi in entrambe le tesi infette (WB, PH) 
in comparazione con le piante sane di controllo (H). 
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Come si può notare dalla tabella 19, entrambe le tesi infette con il fitoplasma hydrangea  35 

(16SrI-B) hanno evidenziato livelli di espressione più elevati per miR156g-5p, miR166d, 

miR166f, miR172c, miR397a e miR398b. La famiglia di miR156 è risultata associata al 

gene SPL3 codificante la proteina squamosa 3, al gene HASTY1 codificante la proteina 

omonima trasportatrice di miRNA, e al citocromo P450; questi geni regolano diversi 

processi fisiologici tra cui lo sviluppo dei fiori, delle foglie, degli steli, la differenziazione 

cellulare, il passaggio dalla fase vegetativa a quella riproduttiva e altre funzioni implicate 

nello sviluppo e nella crescita della pianta. Una maggior presenza di questo miRNA nelle 

piante infette testimonia una regolazione negativa di suddetti processi fisiologici. Anche la 

famiglia miR166, sovraespressa in presenza del patogeno, sembra influenzare 

l’accrescimento e la differenziazione dei tessuti vegetali avendo tra i propri “target” il box 

delle proteine a cerniera di leucina denominato REVOLUTA (HD-SIP); suddetto comparto 

agendo come fattore di trascrizione influisce sul normale accrescimento modificandone sia 

l’orientamento sia il controllo meristematico. Altri “target” individuati dall’analisi sono 

risultati essere la polimerasi-RNA dipendente 6 implicata in fenomeni di resistenza indotta 

da virus, nel silenziamento genico e nella produzione di siRNA e la proteina argonauta 10 

composto fondamentale nella via biosintetica dei miRNA e nei meccanismi di risposta messi 

in atto dalle piante.  

Comportamento analogo è stato determinato per la famiglia miR172 la quale, avendo tra i 

propri “target” il gene GI codificante la proteina GIGANTEA e diversi fattori di trascrizione 

AP2/ERF implicati nel "pathway" etilenico risulta coinvolta nella regolazione di importanti 

processi fisiologici tra cui il ritmo circadiano, il fotoperiodo, la differenzizione cellulare, lo 

sviluppo fiorale e le risposte agli stimoli esterni come la luce e il freddo. Altra famiglia 

maggiormente espressa nelle tesi WB e PH è risultata essere quella di miR397 avente come 

principale “target” il gene SPL7 codificante la proteina squamosa 7 implicata nella 

regolazione della crescita e nei fenomeni di assorbimento e immagazzinamento degli ioni 

Cu2+. Il miR397 è risultato inoltre associato al gene codificante l’enzima laccasi composto 

coinvolto nei fenomeni di ossidazione a carico dei fenoli e di degradazione della lignina. 

Infine, la famiglia di miR398 avente come “target” le tre superossido dismutasi CSD1, 

CSD2 e CSD3 è risultata coinvolta nei fenomeni di risposta agli stress ossidativi quali 

l’esposizione alla luce, ai metalli pesanti, all’ozono oppure a stimoli di origine biotica. 
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miRNA Gene Proteina GO (ruolo biologico) 

miR162-5p - miR162a DCL1 Dicer-like1 miRNA biosintesi 

miR169h 
CRN 

proteina chinasi 
CORYNE 

regolazione sviluppo fiorale 

fosforilazione proteica 

regolazione crescita meristematica 

CLV2 
Proteina 

CLAVATA2 

sviluppo meristemi 

sviluppo organi multicellulari 

mir157a - miR157d-3p SPL4 
Proteina 

squamosa 4 

sviluppo fiorale 

regolazione della fase vegetativa 

 
Tabella 20. Elenco dei miRNA maggiormente espressi nella tesi scopazzi  (WB) in comparazione con la tesi 
fillodia (PH). I miRNA sottolineati sono risultati espressi sia nella tesi WB sia nei controlli sani (H) 
testimoniando una sottoregolazione nella tesi PH.  
 

Livelli di espressione differenti tra le tesi WB e PH sono invece stati determinati per 

miR157a, miR157d-3p, miR171c-5p, miR169h, miR162a, miR162-5p e miR396b (Tabelle 

20, 21). In particolare la famiglia di miR157, rinvenuta maggiormente presente nelle repliche 

biologiche della tesi WB, evidenzia come pricipale “target” il gene SPL4 codificante la 

proteina squamosa 4 e implicata in fenomeni atti a regolare lo sviluppo fiorale, la fase 

vegetativa e la morfologia dei tessuti fogliari. Contrariamente la famiglia miR171 è apparsa 

più espressa nella tesi manifestante sintomi da fillodia e mostra come principale “target” i 

geni della famiglia GRAS, numerosa famiglia di fattori di trascrizione coinvolti nella 

regolazione di svariati processi durante lo sviluppo delle piante. Sotto-regolati rispetto alla 

tesi WB e ai controlli negativi (H) sono invece risultati nella tesi PH il miR169h, il miR162-

5p e il miR162a. La famiglia del miR169 è risultata associata alla protein-chinasi CORYNE 

e alla proteina CLAVATA2 entrambe coinvolte nella regolazione di processi fisiologici 

quali lo sviluppo meristematico, lo sviluppo fiorale e di organi multicellulari. miR162 

sembra invece implicato nella regolazione del DICER-LIKE 1 catalizzante la formazione dei 

miRNA e quindi composto fondamentale nei processi di regolazione a livello post-

trascrizionale.  

Meno presente nella tesi WB rispetto alla tesi PH e alle tre repliche di controllo è invece 

apparso miR396b avente come principali “target” i fattori di regolazione della crescita GRF3 

e GRF2; questi fattori sembrano coinvolti nei meccanismi di assorbimento e conservazione 

dei nutrienti, nel "pathway" dell’etilene e nella proliferazione cellulare. 
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miRNA Gene Proteina GO (ruolo biologico) 

miR396b 
GRF3 

Fattore di regolazione della 
crescita 3 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del N 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del P 

risposta cellulare agli ioni potassio  

attivazione del pathway etilenico 

regolazione dei processi metabolici 

risposta al freddo 

risposta al congelamento 

GRF2 
Fattore di regolazione della 

crescita 2 
regolazione - della proliferazione cellulare 

miR171c-5p GRAS Fattore di trascrizione GRAS 

trasporto del sodio 

proteine fosfatasi endo-esonucleasi 

proteine di risposta all'auxina-SAUR 

 
Tabella 21. Elenco dei miRNA rinvenuti maggiormente espressi nella tesi manifestante fillodia (PH) in 
comparazione con la tesi scopazzi (WB). Il miR396b è risultato maggiormente espresso sia nella tesi PH sia nei 
controlli sani (H) testimoniando una sottoregolazione nella tesi WB.  
 

Analizzando e comparando i risultati ottenuti è inoltre possibile determinare come alcune 

famiglie di miRNA siano risultate sotto-espresse nelle tesi inerenti le piante infette rispetto ai 

controlli sani. Nello specifico sono apparsi meno presenti miR159a, miR168a, miR396a e 

miR8016 (tabella 22). La famiglia miR159 è risultata avere come principale “target” il 

fattore di trascrizione MYB 33, coinvolto prevalentemente in fenomeni di risposta verso 

agenti patogeni e nella regolazione di importanti ormoni quali citochinine, giberelline e 

acido abscissico. Il miR168 sembra invece regolare maggiormente processi messi in atto 

dalla pianta in risposta a stimoli esterni di origine biotica ed abiotica controllando la proteina 

argonauta 1 e quindi influenzando la regolazione post-trascrizionale. Sembra influenzare 

infatti le risposte indotte dalla pianta in presenza di virus, la risposta immunitaria innata, il 

silenziamento genico e il metabolismo dell’auxina. La famiglia miR396a, come visto 

precedentemente, evidenzia come principale “target” i fattori di regolazione della crescita 

(GRF) influenzando il metabolismo dei nutrienti e il "pathway" etilenico. Infine, l’ultimo 

miRNA apparso più espresso nei controlli sani è miR8016 risultato associato alla famiglia 

proteica MATE coinvolta nei meccanismi di trasporto transmembrana.  
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miRNA Gene Proteina GO (ruolo biologio) 

miR159a MYB33 
Fattore di trascrizione 

MYB33 

segnale mediato dal patwhay dell'acido giberellico 

regolazione - della proliferazione cellulare 

regolazione + del pathway dell'acido abscissico 

regolazione + della morte cellulare programmata 

organizzazione stoccaggio proteico nei vacuoli 

risposta alle citochinine 

risposta all'etilene 

risposta alle giberelline 

miR162-5p - 
miR162a 

DCL1 Dicer-like1 miRNA biogenesi 

miR168a A G O1 Proteina argonauta 1 

differenziazione abassiale/adassiale dei tessuti 

metabolismo auxina 

risposte di difesa verso virus 

silenziamneto genico da RNA 

risposta immunitaria innata 

morfogenesi fogliare 

formazione tessuti vascolari 

silenziamento post-trascrizionale 

risposta alla luce 

processi virali 

miR169h 
CRN 

Proteinachinasi 
CORYNE 

regolazione sviluppo fiorale 

fosforilazione proteica 

regolazione crescita meristematica 

CLV2 Proteina CLAVATA2 
sviluppo meristemi 

sviluppo organi multicellulari 

miR396a/b  GRF 
Fattori di regolazione 

della crescita  

risposte cellulari implicate nell'accumulo del N 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del P 

risposte cellulari implicate nell'accumulo del K 

attivazione del pathway etilenico 

regolazione dei processi metabolici 

risposta al freddo 

risposta al congelamento 

miR8016 MATE 
 

Proteina trasportatrice 
di tossine 

trasporto di membrana 

Proteina fosfatasi 2 

proteine della famiglia GH3 

 
Tabella 22. Elenco dei miRNA rinvenuti sotto-regolati nelle tesi WB e PH in comparazione alla tesi di 
controllo (H).  
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2.3.2.3. Analisi di ontologia genica 

Per approfondire le possibili cause delle difformità riscontrate in termini di popolazioni e 

livelli di espressione delle singole famiglie di miRNA si è proceduto mediante l’analisi di 

ontologia genica. Utilizzando il software Blast2GO, come nell’esperimento precedente, è 

stato possibile raggruppare in tre ambiti di studio ossia processi biologici, processi cellulari e 

processi molecolari le principali differenze riscontrate in termini di GO "annotations". 

L’analisi ha fatto emergere una maggior attività post-trascrizionale nelle repliche biologiche 

della tesi scopazzi (WB) rispetto a quelle infette manifestanti fillodia (PH) e quelle della tesi 

di controllo (H); questo risultato è in accordo con l’analisi delle letture svolte 

precedentemente ove erano state registrate popolazioni di miRNA più numerose proprio in 

suddetta tesi. In particolare la tesi WB ha espresso, a livello biologico, maggiore attività 

nelle segnalazioni connesse al sistema riproduttivo, nei processi riproduttivi stessi e nelle 

reazioni che regolano l’organismo a livello multicellulare (Figura 21). Le differenze più 

evidenti sono emerse però nei processi di origine cellulare ove, a differenza delle tesi PH e 

H, la tesi WB ha evidenziato attività a livello di regioni extracellulari, di complessi di 

macromolecole e a livello di membrana citoplasmatica (Figura 21). D’altra parte le repliche 

delle tesi PH e H sono risultate associate ad un numero maggiore di “target” coinvolti in 

processi di legame cellulare e di simplasto. Infine, per quanto riguarda le funzioni molecolari 

la tesi WB ha messo in luce, rispetto agli altri due casi studio, maggior attività in termini di 

reazioni catalitiche e di legame ma nessuna interazione a livello di attività di trasporto 

(Figura 20). Nello specifico sia la tesi WB che la tesi PH hanno manifestato maggior attività 

a livello di idrolisi, di reazioni di ossidoriduzione e di legami a RNA. Solo la tesi PH è 

risultata coinvolta in meccanismi atti a regolare i legami GTP ed il trasporto attivo a livello 

di membrana. 
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Figura 21. Analisi di ontologia genica svolta mediante il softaware Blast2GO dei principali miRNA rinvenuti 
nella tesi WB, nella tesi PH e nella tesi di controllo H. Le attività sono state suddivise in base al loro ruolo: 
molecolare, cellulare e biologico. 
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2.4. Analisi mediante "Northern-blot" 

Allo scopo di validare i risultati ottenuti mediante sequenziamento Illumina i principali 

miRNA differenzialmente espressi nelle tesi in esame sono stati analizzati mediante 

ibridazione con specifiche sonde a LNA. Sono stati accertati i livelli di espressione di 

miR156, miR159, miR166, miR167, miR168, mir172, miR319, miR393 e miR398. La 

durata di esposizione delle membrane in cassetta autoradiografica è risultata molto variabile 

a seconda del miRNA analizzato: miR167, miR166, mir172 risultavano visibili già dopo 6 

ore mentre, per poter ottenere il medesimo risultato con miR156, miR398 e miR159 sono 

risultate necessarie fino a due settimane. I risultati ottenuti hanno confermato le letture 

generate dal sequenziamento Illumina Hi-seq per tutti i miRNA in analisi ad eccezione di 

miR319 e miR393 ove non è stato possibile evidenziare differenze in termini di ibridazione 

(Figura 22). 

 

 
Figura 22. RNA in gel di poliacrilammide 12% e relativi livelli di espressione dei miRNA in esso presenti a 
diversi tempi di esposizione: dal basso 6, 16, 24, 30, 72 ore in cassetta radiografica. A sinistra ibridazione su 
miR167 e a destra ibridazione su miR319. 
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3. DISCUSSIONE 

Allo scopo di approfondire, da un lato l’effetto in pianta del trattamento con PAW1 e 

dall’altro le modalità di risposta delle piante all’infezione da fitoplasma, è stato condotto uno 

studio sulle popolazioni e relativi livelli di espressione delle principali famiglie di miRNAs.  

Le sequenze ottenute mediante metodo Illumina Hi-seq sono risultate tutte di ottima qualità 

essendo composte da un elevato numero di letture; l’analisi ha evidenziato la maggior 

presenza, in C. roseus, di miRNAs di lunghezza pari a 24 nt seguita da miRNAs di 21 nt. 

Degli 81 miRNA rinvenuti, appartenenti a 36 diverse famiglie, sono risultati maggiormente 

presenti quelli appartenenti alle famiglie miR166, miR159 e miR396.  

 

3.1. Effetto del trattamento PAW 

Il sequenziamento su tessuti fogliari e fusti campionati a 16 ore dal trattamento ha 

evidenziato differenze statisticamente significative nelle popolazioni di miRNA delle 

repliche biologiche appartenenti alle due tesi in esame (PAW1, ddH2O). In particolare, sono 

stati rinvenuti maggiormente espressi nella tesi trattata ddH2O miRNA appartenenti alle 

famiglie miR172, miR157, miR393, miR8016 e miR5368 mentre nella tesi PAW1 quelli 

inerenti le famiglie miR159, miR319, miR395, miR399, miR398, miR396 e miR165.  

La famiglia miR172, più presente nel controllo trattato acqua, ha come "target" diversi 

fattori di trascrizione come GIGANTEA, APETALA2, TOE2 e RAP2 coinvolti nella 

regolazione del ritmo circadiano, del fotoperiodo connesso alla fioritura, del "pathway" 

etilenico e dei meccanismi di resistenza indotta (Prakash et al., 2015). Studi condotti da 

Schwab et al., 2005 e da Chuck et al., 2007 hanno dimostrato come le fasi di transizione 

nello sviluppo di alcune piante siano regolate dall’attività antagonistica tra questo miRNA e 

miR156, concentrazioni crescenti di miR156, in concomitanza a ridotta attività di miR172, 

sembrano limitare le transizioni da una fase evolutiva all’altra, prolungando la fase giovanile 

e ritardando la fioritura (Chuck et al., 2007). Contrariamente, alti livelli di miR172 inibendo 

l’attività di APETALA2 e di alcuni repressori della fioritura (SMZ, SNZ, TOE1 e TOE2) 

velocizzano il raggiungimento della fase adulta nelle foglie e inducono precocemente la 

fioritura (Aukerman & Sakai, 2003). Suddetto miRNA evidenzia tra i propri “target” anche 

fattori di trascrizione AP2/ERf tra cui ORCA1, ORCA2, ORCA 3 e CR1 coinvolti nella via 

biosintetica degli alcaloidi (Liu et al., 2017); una maggior espressione di questo miRNA 
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potrebbe dunque alterare l’attività di questi importanti fattori di trascrizione limitando 

conseguentemente la sintesi di suddetti composti. Piante di C. roseus silenziate per il gene 

codificate il fattore CR1 hanno manifestato una sovra-espressione dell’intero "pathway" 

metabolico ed in particolare dei geni G10H (geraniolo-10-idrossilasi), SLS (secolaganina 

sintasi), TDC (triptofano decarbosillasi), STR (strictosidina sintasi), SGD (strictosidina-ẞ-

glucosidasi), DAT (deacetilvindolina-4-O-acetiltransferasi) e PRX (perossidasi) producendo 

un quantitativo maggiore dell’alcaloide vindolina (Liu et al., 2017). 

Altra famiglia di miRNA, rinvenuta maggiormente espressa nei controlli trattati con acqua 

distillata e quindi sottoregolata nella tesi PAW1, è risultata quella di miR157 avente come 

principale “target” il gene SPL4 ("squamosa promoter-binding-like protein 4") coinvolto 

nella regolazione del fotoperiodo connesso alla fioritura, nella biosintesi delle antocianine e 

nel metabolismo della pectina a livello di parete cellulare (Prakash et al., 2015). Suddetto 

miRNA è risultato inoltre associato a geni codificanti la famiglia proteica delle glutatione-s-

transferasi, enzimi fondamentali nelle risposte ossidative messe in atto dalle piante (Hung et 

al., 2005). Variazioni delle concentrazioni di questo enzima sono considerate essere uno dei 

primi segnali di risposta ossidativa; livelli superiori dei propri trascritti sono infatti stati 

determinati in piante sottoposte a codesto stress (Hung et al., 2005).  

Ulteriore miRNA risultato sottoregolato a seguito del trattamento con PAW1 è miR393 che 

presenta come principale “target” il gene TIR1 ("protein transporter inhibitor response 1") 

codificante un recettore auxinico coinvolto nella regolazione dei segnali mediati da auxina e 

implicato nei fenomeni di accrescimento dell’ipocotile, delle radici secondarie e in generale 

della distensione cellulare. Concentrazioni elevate di miR393, o di altri miRNA aventi come 

“target” il "pathway" di segnalazione dell’auxina, sembrano manifestarsi in risposta a diversi 

fenomeni di stress allo scopo di ritardare lo sviluppo della pianta e ridurre il consumo di 

acqua e nutrienti (Sunkar et al., 2012; Ehya et al., 2013). Sottoregolato nella tesi PAW1 è 

risultato anche miR8016 avente tra i propri “target” il gene MATE codificante trasportatori 

trans-membrana implicati in fenomeni indotti da stress o nell’idrolisi di ATP (Vijverberg et 

al., 2016). 

Più espressa a seguito del trattamento con PAW1 è risultata la famiglia di miR159 che ha 

come principale “target” il fattore di trascrizione MYB33 coinvolto nella regolazione 

positiva dell' acido abscissico, nella morte cellulare programmata e nel "pathway" 
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dell’etilene (Prakash et al., 2015). Membri della famiglia di questo fattore di trascrizione 

esercitano un ruolo fondamentale nelle risposte di difesa indotte dalla pianta e nella 

regolazione ormonale (Liu et al., 2008). Livelli maggiori di miR319, avente come principali 

“target” i geni TCP4 e LOX2 coinvolti nella biosintesi dell’acido jasmonico (Snyman et al., 

2017; Schommer et al., 2008), limitano l’espressione di codesta via metabolica confermando 

i risultati ottenuti da Perez 2016 ove, a seguito di trattatamento con PAW1 su piante di 

pomodoro, non era stata riscontrata alcuna sovra-espressione dei geni coinvolti in tale 

"pathway". Altra famiglia di miRNA maggiormente espressa a seguito di esposizione con 

PAW1 è risultata quella di miR395, concentrazioni elevate di codesta sequenza si verificano 

solitamente in risposta a carenze di solfato e presentano come principali “target” ATP 

solforilasi ed appunto, i trasportatori del solfato (Matthewman et al., 2012). Il miR395 è 

inoltre associato ai fenomeni di stress ossidativo evidenziando aumenti dei propri livelli di 

espressione durante tale meccanismo di risposta (Dong-Wen et al., 2016). 

Comportamento simile è espresso anche da miR399 il quale, avendo come principale 

“target” il gene PHO2 ("ubiquitin-conjugating E2") coinvolto nell’omeostasi del fosfato, 

gioca un ruolo fondamentale nelle risposte messe in atto dalla pianta in situazioni di carenza 

di tale elemento. Livelli inferiori del gene PHO2 generano una maggior espressione dei 

trasportatori del fosfato che conseguentemente portano ad un maggior accumulo di codesto 

elemento. E’ stato dimostrato inoltre come piante esposte a deficienze da fosfato risultino 

maggiormente colonizzate dalle specie fungine (Matthewman et al., 2012). L’azione di 

miR398, anch’esso più espresso nella tesi PAW1, è coinvolta nelle risposte delle piante a 

seguito di stress ossidativo avendo come “target” principali le superossido dismutasi CSD1, 

CSD2 e CSD3. Svariati studi correlano le variazioni dei suoi livelli di espressione con il 

manifestarsi di differenti fenomeni di stress nelle piante ma i risultati non sono sempre 

concordanti evidenziando a volte una sua sovra-espressione e a volte una sua sotto-

regolazione (Ferdous et al., 2015). Infine, sono stati rinvenuti maggiormente espressi 

miR396 associato a GRF ("growth-regulating factor") coinvolto principalmente nel 

metabolismo dei nutrienti e dell'etilene e miR165 avente come principali “target” i fattori di 

trascrizione PHABULOSA e PHAVOLUTA coinvolti prevalentemente nella crescita 

abassiale e adassiale delle foglie durante il loro sviluppo (Emery et al., 2003; Yan et al., 

2016). L’analisi dei geni “target” ha rivelato inoltre come miR165 agisca a livello delle 
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proteine serina/treonina fosfatasi implicando un suo ruolo diretto nei fenomeni di stress 

ossidativo. L’inattivazione di queste proteine è stato dimostrato essere uno step cruciale nella 

via di trasduzione del segnale mediato da H2O2 (Hung et al., 2005).  

L’analisi svolta ha evidenziato le differenze riscontrate in termini di popolazioni di miRNA 

tra le due tesi in esame ed ha cercato, mediante la predizione dei possibili geni “target”, di 

fornire un quadro generale sulle possibili modificazioni a livello biologico, cellulare e 

molecolare indotte dal trattamento con PAW1. Definire con precisione quali processi 

metabolici vengano influenzati non risulta possibile in quanto l’azione dei miRNA appare 

molto complessa e nella maggior parte dei casi co-regolata da diverse famiglie in modo 

differente a seconda della specie vegetale, dell’età della pianta e di molteplici fattori. 

Partendo dai risultati sopra citati è stato comunque possibile delineare due comportamenti 

distinti tra le tesi in esame confermando in ogni caso un effetto dell’acqua attivata al plasma 

sulla regolazione post-trascrizionale delle piante. In particolare alcune famiglie di miRNA 

rinvenute maggiormente espresse in C. roseus a seguito del trattamento con PAW1 quali 

miR398, miR395 e miR159 sono stati descritti come sovra-espressi a seguito di esposizioni a 

H2O2 (Dong-Wen et al., 2016). Questa correlazione supporta l’idea che il trattamento con 

PAW1 stimoli diversi “target” coinvolti nelle risposte a stress ossidativo in pianta. Ipotesi 

rafforzata anche dal comportamento di miR165 e miR166f, più presenti nella tesi PAW1, e 

aventi come “target” due proteine serina/treonina fosfatasi 2C, specificatamente ABI1 e 

ABI2; questi due enzimi risultano inattivati rapidamente dalla presenza di elevate 

concentrazioni di GSH (glutatione) correlate all’accumulo di H2O2 (Hung et al., 2005). ABI1 

e ABI2 vengono quindi descritti come i principali recettori del segnale generato dalla 

presenza di perossido di idrogeno in pianta (Hung et al., 2005). Medesimo comportamento 

viene confermato anche dai livelli di espressione inerenti miR157 risultato sotto-regolato a 

seguito del trattamento con PAW1; suddetto miRNA regola negativamente GST (glutatione-

s-transferasi) enzima chiave nei meccanismi di risposta ossidativi regolando la riduzione 

dell’H2O2 in H2O (Hung et al., 2005). La presenza, a seguito dell’esposizione a PAW1, di 

livelli di espressione maggiori di miR165 e miR166f (inattivanti AB1 e ABI2) in 

concomitanza con la sotto-regolazione di miR157 (maggior presenza di glutatione-s-

transferasi) conferma la presenza di una risposta a stress ossidativo. In aggiunta, miR157 è 

risultato avere come “target” geni coinvolti nella formazione di microtubuli di actina e 
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pectina a livello di parete cellulare, fenomeni coinvolti nelle prime forme di risposta a stress. 

Ulteriore considerazione, a supporto di tale teoria, è la sotto-regolazione del fattore di 

trascrizione APETALA2 nelle piante di controllo, risultato essere uno degli intermediari 

della risposta generata dalla pianta in risposta all’H2O2 (Hung et al., 2005). Interessante 

anche il comportamento riscontrato per miR398 sovra-espresso a seguito del trattamento con 

PAW1; questo "small RNA" ha come “target” le superossido dismutasi CSD1, CSD2 e 

CSD3 enzimi coinvolti nella detossificazione delle forme reattive dell’ossigeno. La sua 

implicazione in reazioni di risposta a stress è stata dimostrata in svariati studi sebbene con 

livelli di espressione discordanti (Sunkar et al., 2012; Ferdous et al., 2015). Livelli maggiori 

di questo miRNA riducono la trascrizione di questi enzimi limitando la capacità della pianta 

di detossificare i composti ossidanti. Partendo dal presupposto che il trattamento con PAW1 

si è dimostrato abile nel generare nelle piante meccanismi di difesa indotta, il fatto di ridurre 

l’azione di questi enzimi potrebbe avere due spiegazioni: da un lato, limitare la degradazione 

di H2O2 facilitandone l’accumulo e quindi favorendo la trasduzione del segnale per 

l’attivazione di ulteriori risposte di difesa (Chen et al., 1993; Bi et al., 1995) dall’altro, 

generare il segnale atto a bloccare l’azione di codesti enzimi precedentemente attivati, con 

l’obiettivo di detossificare i composti ossidanti presenti in PAW e successivamente anche 

quelli prodotti dalla pianta in risposta allo stress. Infine, la sovraespressione di miR395 e 

miR399 è stata dimostrata essere correlata alla sotto-regolazione di alcuni geni in condizioni 

di carenze nutrizionali allo scopo di favorire l’attivazione di trasportatori coinvolti 

nell’assorbimento del fosfato, solfato e azoto (Matthewman et al., 2012). Questo potrebbe 

parzialmente spiegare i miglioramenti fisiologici descritti in piante e semi esposti a 

soluzione PAW ove sono stati registrati incrementi del tasso di crescita (Park et al., 2003; 

Thirumdas et al., 2018). 

Lo studio svolto mediante software psRNAtarget (Dai X. et al., 2011) ha permesso inoltre di 

verificare il coinvolgimento di miRNA differenzialmente espressi nella via biosintetica degli 

alcaloidi. Dall’analisi svolta è apparso come mir157d-3p, più presente nella tesi di controllo, 

abbia tra i propri “target” sequenze codificanti fenilalanina ammonio liasi (TC34956) e 

calcone flavonone isomerasi (TC06879). Questo risultato, sebbene molto teorico perché 

influenzato da molteplici variabili, appare in accordo con i valori ottenuti nell’esperimento di 

espressione genica ove le piantine di C. roseus hanno mostrato una maggiore attività del 
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gene CrPAL1 a seguito di trattamento con PAW1. Inoltre miR166d e miR172, sottoregolati 

nella tesi PAW1, hanno evidenziato come possibili “target” rispettivamente il dominio dei 

fattori di trascrizione AP2 (TC40624), implicato nelle risposte a stress ossidativo, ed il 

dominio bHLH (TC05059) fattore di trascrizione coinvolto nella via metabolica degli 

alcaloidi (Yamada et al., 2013). 

Sebbene non sia possibile definire con esattezza le precise funzioni metaboliche influenzate 

dalle diverse popolazioni di miRNA presenti, i risultati ottenuti confermano l’effetto della 

soluzione PAW1 in pianta evidenziando livelli di regolazione post-trascrizionale differenti 

tra le tesi soprattutto nelle vie metaboliche coinvolte nei processi di risposta a stress 

ossidativo.   

 

3.2. Interazione pianta-fitoplasma 

L’analisi condotta sull’interazione pianta-fitoplasma ha fatto emergere differenze 

statisticamente significative tra le popolazioni e le relative concentrazioni di miRNA delle 

piante infette (WB-PH) e del controllo sano (H); lievi variazioni sono state determinate 

anche in relazione alla sintomatologia espressa in presenza del fitoplasma. Nello specifico la 

presenza del patogeno ha generato nelle piante di C. roseus una maggior espressione di 

miRNA appartenenti alle famiglie  miR156, miR397a, miR172c, miR398b e miR166 mentre 

una sotto-regolazione di miR159a, miR168a, miR396a e miR8016. In merito alle differenze 

riscontrate tra le piante manifestanti sintomi riconducibili a scopazzi (WB) e le piante 

caratterizzate da spiccata fillodia (PH) sono rinvenuti maggiormente espressi nella prima tesi 

miR157d-3p e miR168a, mentre nella seconda miR171c; le repliche biologiche della tesi PH 

hanno inoltre evidenziato una sotto-regolazione di miR162a e miR169h rispetto alla tesi di 

controllo e alle altre piante infette.  

La famiglia miR156, in particolare miR156g-5p, rinvenuta maggiormente espressa in 

entrambe le tesi infette (WB-PH) ha come “target” diversi geni coinvolti nella biosintesi di 

brassinosteroidi (Xie et al., 2012). Tali composti sono implicati in un ampio spettro di 

processi cellulari e fisiologici come lo sviluppo del tubetto pollinico, l’allungamento degli 

steli, l’inibizione radicale, lo sviluppo dei fiori, la differenziazione dello xylema, la 

fotosintesi, la biosintesi dell’etilene e numerose regolazioni geniche (Clouse, 2011; Divi et 

al., 2009). Suddetto miRNA può influenzare la concentrazione di giberelline nei tessuti 
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vegetali generando squilibri nello sviluppo come ad esempio una spiccata ramificazione, 

dovuta alla perdita di dominanza apicale, e un ritardo nella fioritura (Xie et al., 2006; 

Eviatar-Ribak et al., 2013). E’ stato inoltre dimostrato un ruolo sinergico di miR156 e 

miR157 a livello di geni codificanti fattori di trascrizione del DNA in grado di controllare la 

morfologia dell’intera pianta (Shikata et al., 2012). In aggiunta, i brassinosteroidi possono 

indurre nelle piante fenomeni di tolleranza a diversi stress biotici ed abiotici; è stato infatti 

dimostrato come il perossido di idrogeno utilizzi tali composti per mediare il proprio segnale 

di difesa e attivare il NADPH ossidasi per la produzione di forme reattive dell’ossigeno 

(ROS) in grado di innescare la cascata di fosforilazione proteica (Xia et al., 2009). 

Livelli di espressione maggiori di miR156 in piante infette da fitoplasmosi sono stati 

descritti anche da Ehya et al., 2013 in piante di lima infette da ‘Candidatus Phytoplasma 

aurantifolia’ e da Gai et al., 2014 in piante di gelso affette da “yellow dwarf disease”. 

Studi condotti su Arabidopsis e piante di riso hanno dimostrato come alti livelli di miR156, 

agendo a livello del gene SPL ("squamosa-promoter binding-like proteins"), generino piante 

di taglia inferiore manifestanti scarsa fioritura, perdita di dominanza apicale e formazione di 

un numero di foglie maggiore ma molto più piccole (Schwarz et al., 2008; Xie et al., 2006). 

Il miR172, anch’esso più espresso nelle tesi WB e PH, ha come “target” diversi fattori di 

trascrizione del dominio AP2/ERF tra cui APETALA2; l’interazione tra questo miRNA e il 

dominio AP2/ERF è molto conservato ed è noto essere coinvolto nele fasi di transizione 

dello sviluppo determinando la tempistica della fioritura e l’identità degli organi stessi (Zhu 

et al., 2011). Variazioni nei livelli di espressione di miR156 e miR172 sembrano essere 

all’origine dellle tipiche sintomatologie connesse alla presenza di fitoplasmosi come ad 

esempio fillodia e sterilità dei fiori in gelso e giuggiolo (Gai et al., 2014; Shao et al., 2016). 

L’analisi svolta ha determinato in entrambe le tesi infette la sovra-espressione di queste due 

famiglie di miRNA evidenziando però una maggior presenza di mir172c nelle piante 

manifestanti sintomi da scopazzi; probabilmente variazioni nei rapporti di espressione tra 

questi due miRNA possono generare sintomatologie differenti.   

Altra famiglia di miRNA maggiormente espressa in presenza del fitoplasma è risultata essere 

quella di miR397a avente come “target” principale la laccasi, questo enzima comprende tre 

domini ossidasici "multicopper" i quali catalizzano l’ossidazione di diverse tipologie di 

substrati fenolici. La laccasi è un’ossidasi che generalmente ossida substrati non fenolici e la 
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lignina (Bourbonnais & Paice, 1990); la lignificazione è infatti uno dei principali 

meccanismi messi in atto dalla pianta in presenza dei patogeni (Resende et al., 2002).  

Anche miR398b, coinvolto nella regolazione delle superossido dismutasi CSD1, CSD2 e 

CSD3, implicato nei fenomeni di risposta a stress ossidativo e rinvenuto differenzialmente 

espresso a seguito di svariati stress di origine biotica ed abiotica, è apparso maggiormente 

presente nelle due tesi infette (WB, PH; Ferdous et al., 2015). Fluttuazioni dei suoi livelli di 

espressione sono stati associati alla presenza di diverse tipologie di stress e in questo caso 

potrebbero evidenziare un’interferenza del fitoplasma sulle normali risposte di difesa messe 

in atto dalla pianta. Infine, i risultati del sequenziamento hanno evidenziato anche la sovra-

espressione, in presenza del patogeno, di miR166d e miR166f confermando quanto descritto 

da Fan et al., 2015 in piante di paulownia affette da scopazzi. In accordo con l’analisi di 

predizione dei “target”, miR166 risulta associato al fattore di trascrizione REVOLUTA 

appartenente al dominio proteico HD-Zips III; variazioni dei suoi livelli di espressione sono 

stati associati ad un anormale sviluppo della pianta caratterizzato da defezioni a livello 

meristematico con conseguente manifestazione di sintomi quali nanismo e scopazzi (Gai et 

al., 2014). Il domino HD-Zips III è inoltre coinvolto nella regolazione del segnale mediato 

dall’acido abscissico (ABA; Khraiwesh et al., 2012); è stato dimostrato come la presenza del 

fitoplasma tenda ad incrementare, nelle piante, la concentrazione di ABA con conseguente 

induzione del dominio HD-Zips III e riduzione della fosforilazione a carico della proteina 

ribosomica S6. Tale processo porta all’espressione di espansina A10 (EXPA10) e della 

proteina DWARF4 (DWF4) influenzando la morfologia e la dimensione fogliare (Hur et al., 

2015). 

Una delle famiglie sottoregolate in presenza del patogeno è risultata quella di miR159 che ha 

come “target” il fattore di trascrizione MYB coinvolto nei meccanismi di difesa attuati dalle 

piante e nella regolazione ormonale (Liu et al., 2008). Tale fattore di trascrizione prende 

parte nella regolazione del segnale mediato da auxina interagendo con i domini carbossilici 

delle ARFs (fattori di risposta all'auxina, Zhang et al., 2011b). La riduzione dei processi 

metabolici è una strategia di difesa messa in atto dalle piante in situazioni di stress allo scopo 

di preservare le risorse e le energie, il segnale auxinico ha un’importanza cruciale nello 

sviluppo delle piante, nelle risposte di difesa e nel superamento di svariati stress. Il fatto che 

molti miRNA aventi come “target” TIR1 e ARFs siano influenzati da carenze nutrizionali e 
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da altri stress suggerisce un loro ruolo chiave nella regolazione del segnale auxinico in 

risposta a specifici stress ambientali (Sunkar et al., 2012). Livelli di espressione minori di 

miR159 sono stati rinvenuti anche da Ehya et al., 2013 in piante di lima affette da 

fitoplasmosi. Altre famiglie di miRNA rinvenute meno espresse nelle piante infette sono 

risultate quelle di miR168, miR396a e miR8016; miR168 presenta come principale “target” 

il gene AGO1 codificante l’enzima RNA "slicer", indispensabile nel "pathway" dei miRNA, 

e coinvolto nella regolazione di diversi processi fisiologici legati allo sviluppo, alla 

regolazione dei processi biologici, al sistema immunitario ed ai meccanismi di risposta verso 

gli stimoli esterni (Shen et al., 2014; Rhoades et al., 2002; Vaucheret et al., 2006). Svariati 

studi hanno dimostrato il convolgimento del gene AGO1 nei meccanismi di difesa antivirali 

(Qu et al., 2008; Várallyay et al., 2010) e nella via di segnalazione PAMP (Li et al., 2010). 

Una regolazione positiva dei suoi livelli di espressione è stata dimostrata sia a seguito di 

fenomeni di stress abiotico (Li et al., 2008) sia a seguito di trattamento con jasmonato di 

metile (Meja) confermandone l’implicazione nei meccanismi adattativi messi in atto dalle 

piante (Shen et al., 2017). La sottoregolazione di questo miRNA nelle piante di C. rosues 

infette potrebbe essere dovuta al comportamento del fitoplasma, capace di modificare la 

risposta di difesa messa in atto dalla pianta ospite per facilitare la colonizzazione dei tessuti. 

Risultati simili sono stati dimostrati anche nell’interazione Verticillium longisporum – 

Brassica rapa (Shen et al., 2014) e in piante di paulownia affette da “witches’ broom” (Fan 

et al., 2015); in entrambi gli esperimenti la presenza dei patogeni ha determinato una 

sottoregolazione di miR168 rispetto ai controlli sani. E’ plausibile supporre come questo 

comportamento sia la conseguenza della presenza del patogeno il quale, mediante 

sopressione dell’attività di miR168 e conseguente sovra-espressione di AGO1 trae beneficio 

per la sua colonizzazione nelle prime fasi dell’infezione (Shen et al., 2014). Anche miR396a, 

avente come principali “target” i fattori di regolazione della crescita GRF e coinvolto nel 

metabolismo dei nutrienti e nel "pathway" etilenico, è stato rinvenuto sottoregolato in 

presenza del fitoplasma confermando i risultati ottenuti da Ehya et al., 2013 in piante di lima 

affette da scopazzi. Infine anche miR8016, associato al gene MATE codificante trasportatori 

trans-membrana implicati in fenomeni di risposta a stress e nell’idrolisi di ATP, è risultato 

sotto-regolato in presenza del fitoplasma. Questi miRNAs sono solitamente implicati nei 

meccanismi di risposta delle piante verso stress di origine biotica ed abiotica attivando 
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diverse vie metaboliche; il fatto che siano stati rinvenuti sotto-regolati in presenza del 

fitoplasma fa supporre ad un’azione diretta del patogeno sulla loro regolazione allo scopo di 

limitare le risposte di difesa dell’ospite. 

E' stato inoltre possibile delineare lievi differenze, in termini di concentrazioni di miRNA, 

anche tra le due tesi infette (WB-PH); in particolare a carico di miR157d-3p, miR162a e 

miR169h più espressi nella tesi WB, e a carico di miR171c più presente nelle repliche della 

tesi PH. La tipica sintomatologia espressa da piante affette da scopazzi, caratterizzata da 

perdita di dominanza apicale, sviluppo di gemme ascellari, accorciamento degli internodi e 

foglie di taglia più piccola sembra essere correlata all’azione di effettori rilasciati dal 

fitoplasma nell’ospite. In particolare è stato dimostrato come la proteina effettrice codificata 

dal gene TENGU del fitoplasma “onion yellows” sia capace di generare sintomi da scopazzi 

e nanismo in piante transgeniche di Nicotiana benthamiana ed Arabidopsis (Hoshi et al., 

2009). Queste proteine effettrici interferendo sui normali processi di segnalazione all’interno 

delle piante ne alterano la morfologia (Hoshi et al., 2009). Studi condotti da Ehya et al., 

2013 hanno evidenziato come in presenza del fitoplasma e dei tipici sintomi da scopazzo 

fosse possibile rilevare nelle piante livelli di espressione maggiori per diversi miRNA 

appartenenti alla famiglia miR157. Risultato confermato anche da Shikata et al., 2012 il 

quale, utilizzando piante transgeniche di Torenia fournieri esprimenti miR157b di 

Arabidopsis ha confermato il manifestarsi della tipica sintomatologia avvalorando una 

relazione diretta tra miR157 e sintomo di scopazzo. L’alta specificità della sequenza 

bersaglio di miR157 sembra permettergli una regolazione precisa del proprio “target” ossia il 

gene codificante la proteina di legame SQUAMOSA (SBP) consentendogli di influenzare la 

normale architettutura e morfologia della pianta (Hoshi et al., 2009). La maggior espressione 

di miR157d-3p nelle piante manifestanti scopazzi in comparazione con quelle della tesi PH 

risulta in accordo con gli studi sopra citati confermando il ruolo centrale di questa famiglia 

di “small RNA” nell’espressione della sintomatologia. Sotto-regolato rispetto alla tesi PH è 

invece apparso miR171c avente come principale “target” geni della famiglia GRAS, 

numerosa famiglia di fattori di trascrizione coinvolti nella regolazione di svariati processi 

delle piante come la differenziazione e lo sviluppo cellulare (Zhang et al., 2010). Le piante 

appartenenti alla tesi PH hanno inoltre evidenziato, rispetto alla tesi WB ed ai controlli sani, 

una minor espressione di miR162a e mir169h aventi come “target” il gene DCL1 (DICER-
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LIKE 1) nel primo caso ed i geni CRN e CLV2 codificanti la proteina CORYNE e 

CLAVATA nel secondo. L’analisi di ontologia genica ha evidenziato come entrambe le 

proteine sopra citate, regolate da miR169h, controllino importanti processi fisiologici come 

lo sviluppo e l’accrescimento dei fiori, dei meristemi e di svariati organi. La sotto-

regolazione di questa famiglia di miRNA, rinvenuta solamente nella tesi PH, insieme ad una 

minor espressione della famiglia miR157 potrebbero essere correlate alla presenza di 

fillodia. Studi condotti da Gay et al., 2014 in piante di gelso infette da nanismo giallo e da 

Shao et al., 2016 in Ziziphus jujuba affetto da scopazzi suggeriscono come variazioni nei 

livelli di espressione di miR156 e miR172 siano responsabili dello sviluppo di strutture 

fogliari invece che fiorali. In merito a suddetta considerazione i livelli di miR156 sono 

risultati praticamente identici tra le due tesi infette (WB-PH) mentre miR172 è apparso più 

espresso nelle piante manifestanti scopazzi. Valutando i risultati ottenuti è possibile 

ipotizzare come le diverse sintomatologie espresse dalle piante di C. rosues infette con il 

fitoplasma hydrangea 35 possano essere correlate a minime differenze in termini di 

popolazioni e concentrazioni delle famiglie di miRNA presenti. La tesi WB è risultata 

caratterizzata da una maggior espressione di miR157 e miR172 mentre la tesi PH dalla 

sottoregolazione di due famiglie di miRNA ossia miR162 e miR169h.  

I livelli di espressione dei miRNA rinvenuti nella prova e lo studio dei relativi geni “target” 

risultano in accordo con gli studi svolti sull’interazione pianta-fitoplasma presenti in 

bibliografia. Il lavoro svolto ha evidenziato come, la presenza di diverse famiglie di miRNA 

in concentrazioni differenti, possano modificare lo sviluppo e la morfologia delle piante sia 

attraverso un’azione diretta sia influenzando il metabolismo di auxina ed acido abscissico. In 

particolare è stato possibile dimostrare come piccole variazioni nei livelli di espressione di 

questi "small RNA" riescano a modificare l’architettura e la fisiologia delle piante generando 

sintomatologie simili ma allo stesso tempo differenti. Attraverso questo approccio di analisi 

è stato possibile ipotizzare associazioni tra le famiglie di miRNA presenti e le modificazioni 

a livello fisiologico/strutturale delle piante in esame. 
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CAPITOLO 4 

Utilizzo sperimentale di PAW in campo 

 

1. MATERIALI E METODI 
 

1.1. Acqua attivata al plasma 

Nel seguente esperimento si è valutata l’efficacia della soluzione PAW in campo. La prova è 

stata eseguita utilizzando la soluzione denominata PAW1 ottenuta mediante generatore DBD 

(Capitolo 1, paragrafo 1.1.). Allo scopo di preservarne le caratteristiche e la composizione 

chimica la soluzione veniva prodotta il giorno precedente ai trattamenti ed immediatamente 

congelata; in campo si procedeva al suo scongelamento graduale in modo da utilizzarla non 

appena tornata alla fase liquida. Mantenendo la soluzione ad una temperatura di -20°C è 

stato verificato che le forme reattive in essa presenti (RONs) permanevano per circa una 

settimana. 

 

1.2. Modalità di trattamento 

Con l’obiettivo di preservare il più possibile la composizione reattiva di PAW1 e 

massimizzare il suo effetto all'interno delle piante si è deciso di sperimentare il suo utilizzo 

mediante endoterapia. Questa tipologia di trattamento permette di rendere direttamente 

disponibile la soluzione nel sistema vascolare delle viti limitando le interferenze con 

l’ambiente esterno. Prove preliminari eseguite mediante alcune strumentazioni endoterapiche 

disponibili in commercio come l’Arbocap® (Ital-agro, Italia) e il BITE® (PAN s.r.l., spin 

off dell’Università di Padova) sono risultate poco efficienti in vite in termine di quantità di 

liquido iniettato e tempi di applicazione. Suddette apparecchiature vengono utilizzate per 

trattamenti su piante ornamentali a grande fusto, e sono risultate troppo invasive per 

l’applicazione in viticoltura. Sono stati quindi progettati e testati diversi prototipi per 

individuare quello più idoneo in grado di ridurre al minimo le lesioni a carico dei tessuti 

legnosi e di velocizzare le tempistiche del trattamento. L’utilizzo di questo nuovo puntale ci 

ha permesso di eseguire i trattamenti senza l’impiego del trapano; la sua conformazione a 

cuneo permette di inserirlo nel tronco della vite attraverso l’ausilio di un martello riuscendo 

a limitare le dimensioni del foro ed eliminando i danni da calore generati dalla rotazione 



 

- 139 - 
 

della punta del trapano (Figura 23). Nei casi in cui l’utilizzo di questo puntale non è risultato 

possibile, si è proceduto eseguendo un foro di diametro 3 mm mediante trapano ed il liquido 

è stato iniettato mediante siringa. Quest’ultimo approccio è risultato essere quello più 

efficiente in termini di quantità di liquido iniettato in unità di tempo ma anche quello più 

invasivo per i tessuti legnosi della pianta (Figura 23). L’efficienza dei diversi puntali 

utilizzati e in generale le efficienze riscontrate nei diversi trattamenti sono state valutate 

misurando la quantità di liquido assorbito dalla piante per unità di tempo. 

 

 
Figura 23. Immagine del foro ottenuto sul tronco di vite mediante l’utilizzo di trapano con punta da 3 mm (A) 
e attraverso l’impiego del puntale a cuneo (B); sezione di tronco di vite ove è possibile notare l’invasività delle 
due metodologie impiegate: a sinistra il foro generato dal trapano mentre a destra quello ottenuto mediante 
l’utilizzo dell’apposito puntale. 
 

Il trattamento veniva eseguito con apposito puntale, dopo aver disinfettato con una soluzione 

di sali di rame la porzione di tronco selezionata (Figura 24). Terminata l’iniezione si 

procedeva a disinfettare il puntale e nuovamente la porzione di legno, chiudendo 

successivamente il foro con cilindretti in cera naturale.  
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Figura 24. A) Applicazione di trattamento endoterapico contenente blu di metilene allo scopo di verificare il 
suo trasporto acropeto e basipeto. B) Sezione longitudinale della pianta trattata (in rosso il punto di iniezione). 
 

1.3. Effetto di PAW sui giallumi della vite 
 

1.3.1. Scelta degli appezzamenti 

Allo scopo di verificare l’efficacia del trattamento PAW1 anche in pieno campo, all’interno 

dell’areale di produzione del Conegliano Valdobbiadene DOCG, sono state selezionate 131 

viti, dislocate in 17 vigneti differenti per impianto-età-varietà-ubicazione, che erano state 

analizzate molecolarmente per la presenza di fitoplasmi negli anni precedenti (Zambon, 

2014; appendice 6). In ogni appezzamento sono state analizzate un numero variabile di viti 

(3-7) per verificare la presenza ed il ceppo di fitoplasma, altre sono state selezionate in 

funzione della presenza dei sintomi caratteristici (appendice 6). Per verificare la presenza dei 

fitoplasmi si è proceduto all’estrazione del DNA mediante cloroformio/fenolo (Prince et al., 

1993; appendice 1) e successiva analisi "nested" PCR/RFLP sul gene ribosomico 16S 

(appendice 2). Per ogni appezzamento sono state selezionate piante infette e piante sane ove 

eseguire il trattamento con PAW1 e con ddH2O (controlli negativi; Tabella 23). Mediante 

questo approccio di analisi si è voluto sperimentare l’effetto di PAW1 sia in piante infette da 

fitoplasmi sia in piante sane allo scopo di determinare possibili effetti benefici di suddetta 

soluzione sul normale decorso della malattia e nel prevenire nuove infezioni. 
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n° di piante Positive all'analisi PCR e/o sintomatiche Trattamento 
76 positive e/o sintomatiche PAW1 
30 negative PAW1 
16 positive e/o sintomatiche ddH2O 
9 negative ddH2O 

 
Tabella 23. Schema sperimentale della prova eseguita in vigneti affetti da giallumi della vite. 

 

Durante ogni anno di sperimentazione (20151-2016-2017-2018) sono stati eseguiti 3 

trattamenti endoterapici: metà/fine aprile, a fine di giugno e nell’ultima decade di luglio. Il 

trattamento è stato eseguito in ciascun appezzamento per due annate consecutive; visto 

l’elevato numero di viti trattate la prova è stata divisa in due gruppi: dieci vigneti trattati nel 

2015 e 2016 e sette nel 2017 e 2018 (appendice 6). Ogni anno su tutte le piante oggetto della 

sperimentazione sono stati eseguiti rilievi sintomatologici a cadenza mensile (maggio-

agosto) e campionamenti fogliari a fine luglio. Durante il sopraluogo di luglio è stata 

attribuita, per ciascuna vite analizzata, un indice rappresentativo delll’incidenza della 

sintomatologia connessa alla presenza di fitoplasmosi mediante una scala di gravità da 0 a 5.  

 

1.3.2. Identificazione dei fitoplasmi  

Le analisi molecolari per l'individuazione dei fitoplasmi presenti nelle piante campionate in 

ogni anno sono state eseguite sul DNA totale estratto secondo il protocollo descritto in 

appendice 1 mediante nested-PCR/RFLP sul gene ribosomico 16S (appendice 2).  

 

1.3.3. Elaborazione statistica dei risultati 

I risultati ottenuti dalle analisi molecolari sono stati elaborati statisticamente mediante alcuni 

parametri di riferimento utilizzati negli studi epidemiologici. Per valutare la presenza di un 

possibile effetto curativo della soluzione PAW1 è stato calcolato l'odds ratio (OR) (Atman, 

1991; Atman et al., 1998). L'Odds di un fenomeno, entro l'ambito di una popolazione, è 

espresso dal rapporto fra numero di casi in cui il fenomeno si è verificato e numero di casi in 

                                                 
 
1 la sperimentazione di campo inerente l’annata 2015 è stata svolta antecedentemente al 

conseguimento della borsa di dottorato. 
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cui il fenomeno non si è verificato. Questo indice può esser utilizzato solamente quando la 

variabile in oggetto viene espressa in scala dicotomica. Per valutare invece un possibile 

effetto preventivo del trattamento PAW1 l'analisi statistica dei risultati è stata svolta 

mediante il calcolo del rischio relativo (RR) secondo il metodo descritto da Atman (1991). 

Questo indice esprime di quanto è maggiore il rischio di nuove infezioni nei campioni 

esposti al trattamento (PAW1) rispetto ai non esposti (trattati ddH2O). Il valore ottenuto è 

dato dal rapporto tra incidenza della malattia negli esposti e nei non esposti, è una misura 

della associazione tra fattore di rischio e malattia. In entrambe le elaborazioni statistiche i 

test di significatività per il calcolo del “p-value” sono stati svolti in accordo con Sheskin 

2004.  

 

1.4. Effetto di PAW sulla produzione 
 

1.4.1. Scelta degli appezzamenti 

Con l’obiettivo di verificare se il trattamento con PAW1 possa migliorare la fisiologia della 

pianta e dunque generare miglioramenti quanti-qualitativi nella produzione d’uva in quattro 

dei vigneti sopra citati è stata eseguita una valutazione agronomica. Sono state selezionate 

per ciascun appezzamento 20 viti disposte nelle stesse situazioni pedo-climatiche all’interno 

del vigneto, della stessa età e con il medesimo stato sanitario. In uno dei quattro vigneti le 

piante sono state 40 per ottenere un numero totale di piante più rappresentativo per le analisi 

statistiche (Tabella 24). In quest'ultimo caso, delle 40 viti selezionate, 20 (10 PAW1, 10 

ddH2O) erano situate in cima ad una collina e le altre 20 nella porzione più bassa; le parcelle 

sono quindi state designate 16a e 16b (Tabella 24). Nel mese di dicembre 2017 tutte le piante 

sono state potate allo stesso modo (Guyot) lasciando in ciascun appezzamento lo stesso 

numero di gemme per pianta (Figura 25). Le piante sono state suddivise nelle due tesi PAW1 

e ddH2O. I trattamenti sono stati eseguiti ad aprile, giugno e fine di luglio 2018. 
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Vigneto n° 
Forma di 

allevamento 
n° di gemme 

PAW H2O 
n° di piante n° di piante 

4 Guyot 30 10 10 
5 Guyot 24 10 10 

12 Guyot 30 10 10 
16 a 
16 b 

Guyot 
Guyot 

30 
30 

10 
10 

10 
10 

 
Tabella 24. Schema sperimentale della prova di valutazione agronomica. 

 

 

Figura 25. Viti selezionate per la prova agronomica nell'appezzamento n° 16a. 

 

1.4.2. Valutazione dei parametri agronomico/produttivi  

Allo scopo di definire possibili effetti benefici del trattamento con PAW1 in termini di 

quantità e qualità della produzione nelle piante selezionate sono stati valutati i seguenti 

parametri: i) numero di grappoli per pianta e ii) peso di 100 acini / tesi / campo. Questi valori 

sono generalmente utilizzati per quantificare le rese agronomico/produttive in modo non 

distruttivo; si è scelto di valutare il peso di 100 acini (10 acini per ciascuna delle 10 piante 

per tesi) partendo dalla considerazione che la variabilità del peso di un singolo acino è 

minore di quella di un grappolo (Fidelibus et al., 2006). 



 

- 144 - 
 

Sul mosto ottenuto dalla pigiatura dei cento acini sono state effettuate le analisi per 

verificare l’acidità reale o pH (GUCE, 1990), l’acidità totale (GUCE, 1990) ed il grado Babo 

per la concentrazione zuccherina ottenuto mediante rifrattometro (PCE-Oe, PCE Italia).  

 

1.4.3. Elaborazione statistica dei risultati 

Le differenze riscontrate nella prova agronomica tra le piante trattate PAW1 e i controlli 

trattati con ddH2O sono state elaborate statisticamente mediante calcolo dell'errore standard 

e test "T-student" (Fisher, 1925). Inoltre, allo scopo di valutare l'attendibilità dei risultati, è 

stata analizzata statisticamente la loro distribuzione mediante la realizzazione 

dell'istogramma "a scatola a baffi" (“box and whiskers plot'') come descritto da Tukey, 1977.  

 

 

2. RISULTATI  
 

2.1. Trattamento endoterapico 

La modalità di trattamento utilizzata si è dimostrata molto efficace in termini di 

assorbimento da parte delle piante trattate (20 ml/15 min). Durante gli anni della 

sperimentazione è stato possibile verificare come le ore più fresche della giornata, prima 

mattina o tardo pomeriggio, rappresentino l'arco temporale più idoneo per eseguire 

l'iniezione. Paragonando i tre trattamenti eseguiti nel corso della stagione quello nel mese di 

aprile è risultato il più efficiente, sebbene le piante presentassero un LAI (indice di area 

fogliare) minore; in generale è stato possibile iniettare per ogni singolo trattamento, un 

quantitativo medio pari a 20 ml di preparato. Saltuariamente il trattamento mediante 

l'apposito puntale a cuneo è risultato di difficile applicazione allungando i tempi di lavoro; in 

questi casi si è proceduto eseguendo, mediante il trapano, un foro da 3 mm e 

successivamente iniettando il liquido attraverso una semplice siringa di plastica. 

 

2.2. Effetto di PAW sui giallumi della vite 

E’ stato possibile osservare nelle piante trattate con la soluzione PAW1, a differenza dei 

controlli negativi e dei testimoni non trattati, una lieve riduzione dei sintomi associati alla 

presenza di fitoplasmi e soprattutto un lieve ritardo nella loro comparsa che in alcuni casi ha 
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consentito alle piante di portare a raccolta il proprio carico produttivo. Nelle viti infette e 

trattate PAW1 si è osservata una riduzione del numero di piante positive all'analisi PCR. A 

seguito di trattamento biennale il 35,5% delle piante trattate (27/76) sono risultate negative 

alle analisi molecolari a differenza dei controlli trattati ddH2O ove è stata registrata una 

riduzione pari al 12,5 % (2/16; Tabelle 25 e 26).  
 

Varietà Vite 
Anno 0 

1° anno di 
trattamento 

2° anno di 
trattamento 

gravità sint. PCR gravità sint. PCR gravità sint. PCR 

CH 

1C 5 POS. 4 NEG. 4,5 POS. 
3C 2 POS. 2 POS. 5 POS. 
4C 3 POS. 3 NEG. 5 POS. 
9C 3 POS. 3 POS 2 POS. 
10C 0 POS. 0 NEG. 0 NEG. 
11C 3 POS. 3 POS. 5 POS. 
12C 4 POS. 4 POS. 5 POS. 
13C 4 POS. 4 POS. MORTA / 
14C 4 POS. 5 POS. MORTA / 

GL 

2B 1 POS. 0 NEG. 0 NEG. 
3B 2 POS. 1 POS. 1,5 POS. 
8B 3 SINT. 3 POS. 3 POS. 
9B 2 SINT. 2 POS. 3 POS. 

GL 
1E 5 POS. 5 POS. 3 NEG. 
4E 2 SINT. 2 POS 2 POS. 

GL 

1A 4 POS. 3,5 NEG. 1 NEG. 
3A 3 POS. 0 NEG. 0 NEG. 
9A 3 SINT. 1 POS. 1 POS. 
10A 4 SINT. 2 POS. 3 POS. 
11A 4 SINT. 0 NEG. 1 NEG. 
12A 3 SINT. 2 ? MORTA / 

GL 
2Z 1,5 POS. 1,5 NEG. 0 NEG. 
3Z 1 POS. 0 POS. 0 NEG. 
4Z 2 POS. 1 POS 0 POS. 

GL 
1Y 2 POS. 1 NEG. 0 POS. 
4Y 2 POS. 1 NEG. 0 POS. 
6Y 1 SINT. 1 POS. 0 NEG. 

GL 
1D 1 SINT. 0 NEG. 0 POS. 
2D 0 POS. 0 POS. 0 POS. 

CH 

6D 4 POS. 4 POS. MORTA / 
7D 4 POS. / / MORTA / 
9D 1 SINT. 0 NEG. 0 NEG. 
10D 1 SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

GL 
1H 1 POS. 0 POS. 0 POS. 
2H 1 SINT. 0 NEG. 0 NEG. 
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4H 2,5 POS. 3 POS. 2 POS. 

GL 

1F 2 SINT. 0 NEG. 0 POS. 
2F 1 POS. 0 NEG. 0 NEG. 
4F 1 SINT. 0 NEG. 0 POS. 
5F 1 POS. 0 POS. 0 POS. 

GL 

1L 3 POS. 0 POS. 0 POS. 
2L 3 POS. 0 NEG. 0 NEG. 
4L 3 SINT. 4 POS. 0 NEG. 
5L 3 SINT. 0 POS. 0 NEG. 
6L 3 SINT. 3 NEG. 0 NEG. 

GL 

1N 3 POS. 4 NEG. 3 POS. 
2N 3 POS. 0 POS. 3 POS. 
3N 3 POS. 4,5 POS. 2 POS. 
4N 3 SINT. 0 POS. 3 POS. 
5N 3 SINT. 0 NEG. 1 POS. 

GL 

1M 3 POS. 1 POS. 0 POS. 
3M 3 POS. 1 NEG. 0 POS. 
4M 3 SINT. 1 POS. 0 NEG. 
5M 2 SINT. 1 POS. 0 POS. 
7M 2 SINT. 1 POS. 0 NEG. 

GL 
2Q 3 POS. 0 POS. 0 NEG. 
4Q 2 SINT. 0 POS. 0 NEG. 
6Q 2 SINT. 0 POS. 0 NEG. 

GL 

1J 3 POS. 1 POS. 0 NEG. 
3J 4 POS. 1 / MORTA / 
4J 2 SINT. 1 POS. 0 NEG. 
5J 2 SINT. 1 NEG. 0 NEG. 
6J 2 SINT. 1 POS. 0 NEG. 
8J 2 SINT. 1 POS. 0 VII 

GL 

1K 3 POS. 1 POS. 2 POS. 
3K 3 SINT. 1 NEG. 0 POS. 
4K 3 SINT. 1 / MORTA / 
5K 3 SINT. 1 POS. 0 NEG. 
6K 3 SINT. 1 POS. 0 POS. 
7K 2 SINT. 3 POS. 2 POS. 

GL 

BR1 2 POS. 1 POS. 0 POS. 
BR2 2 SINT. 1 POS. 0 POS. 
BR3 2 POS. 1 POS. 0 POS. 
BR4 2 SINT. 1 NEG. 0 POS. 
BR5 2 POS. 1 POS. 0 POS. 
BR6 2 SINT. 1 POS. 0 POS. 

 
Tabella 25. Effetto del trattamento biennale con PAW1 in viti infette da fitoplasmi. CH: varietà Chardonnay; 
GL: varietà Glera. L'incidenza dei sintomi è espressa attraverso una scala di gravità da 0 a 5 e si riferisce alla 
sintomatologia presente nelle piante nei primi giorni di agosto di ciascun anno di sperimentazione. In evidenza 
le piante che sono risultate negative all'analisi PCR al termine della sperimentazione. 
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Varietà Vite Anno 0 
1° anno di 

trattamento 
2° anno di 

trattamento 

gravità sint. PCR gravità sint. PCR gravità sint. PCR 

CH 
2C 5 POS. 5 NEG. 4,5 POS. 
5C 5 POS. 5 POS. 5 POS. 
8C 3 POS. 3 POS. MORTA / 

GL 
1B 1 POS. 1 POS. 2 POS. 
7B 3 SINT. 3 POS. 3,5 POS. 
10B 3 SINT. 3 POS. 0 POS. 

GL 2A 4 POS. 2,5 NEG. 1 POS. 

GL 1Z 2 POS. 0 POS. 1 NEG. 

CH 4D 4 POS. 2 POS. 2 NEG. 

GL 
6H 1 SINT. 0 POS. 0 POS. 
8H 1 POS. 0 POS. 0 POS. 

GL 8F 1 POS. 0 POS. 0 POS. 

GL 3L 3 POS. 0 NEG. 0 POS. 

GL 2M 3 POS. 1 POS. 0 POS. 

GL 2J 3 POS. 1 POS. 5 POS. 

GL 2K 1 POS. 1 POS. 2 POS. 

 
Tabella 26. Effetto del trattamento biennale con il controllo ddH2O in viti infette da fitoplasmi. CH: varietà 
Chardonnay; GL: varietà Glera. L'incidenza dei sintomi è espressa attraverso una scala di gravità da 0 a 5 e si 
riferisce alla sintomatologia espressa dalle piante nei primi giorni di agosto di ciascun anno di sperimentazione. 
In evidenza le piante che sono risultate negative all'analisi PCR al termine della sperimentazione. 
 

Come è possibile vedere nelle tabelle 25 e 26 alcune piante fortemente sintomatiche all'anno 

zero sono morte durante i due anni di sperimentazione sia nel caso fossero state trattate con 

la soluzione PAW1 (vite 4K, 3J, 6D, 7D, 12A, 13C e 14C) sia con ddH2O (8C) 

testimoniando la gravità delle malattie associate alla presenza di fitoplasmi. Questo risultato 

esprime in linea generale il comportamento riscontrato durante la sperimentazione ove piante 

severamente colpite non hanno quasi mai evidenziato miglioramenti connessi al trattamento 

con PAW1; lievi remissioni e/o ritardi nell'espressione dei sintomi sono stati invece registrati 

in piante manifestanti sintomatologie meno severe. L'analisi statistica ha fatto registrare un 

indice “odds ratio” pari a 3,93; questo valore indica che le piante trattate con PAW1 

evidenziano una predisposizione al “risanamento” 3,93 volte superiore ai controlli con una 

significatività statistica per p < 0,05. Per quanto riguarda invece la prova condotta sulle 

piante sane, ove si è voluta valutare la capacità del trattamento nel prevenire nuove infezioni, 

è stato possibile registrare come delle 30 piante sane trattate con PAW1 all'anno zero, 16 

siano risultate negative all'analisi PCR a distanza di due anni (Tabella 27).   
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Varietà Vite 
Anno 0 

1° anno di 
trattamento 

2° anno di 
trattamento 

gravità sint. PCR gravità sint. PCR gravità sint. PCR 

CH 
6C 0 NEG. 1 NEG. 1 POS. 
7C 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 

GL 

5B 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 
6B 0 NEG. 3,5 NEG. 3,5 NEG. 

11B 0 NO SINT. 0 POS. 0 POS. 
12B 0 NO SINT. 0 NEG. 2 NEG. 
13B 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

GL 2E 4 NEG. 3,5 NEG. 3 POS. 

GL 

5A 0 NEG. 5 NEG. 1 NEG. 
6A 0 NEG. 2,5 NEG. 0 NEG. 
7A 0 NO SINT. 1 NEG. 0 NEG. 
8A 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

13A 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 
14A 0 NO SINT. 4 POS. 4 POS. 

GL 
6Z 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 
7Z 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 

GL 
2Y 0 NEG. 0 POS. 0 POS. 
5Y 0 NEG. 1 NEG. 5 POS. 

GL 3D 0 NO SINT. 0 POS. 0 NEG. 

CH 5D 0 NO SINT. 0 NEG. 0 POS. 

GL 
3H 0 NO SINT. 0 NEG. 0 POS. 
5H 0 NO SINT. 0 NEG. 0 POS. 
7H 0 NO SINT. 0 NEG. 0 POS. 

GL 3F 0 NO SINT. 0 NEG. 0 POS. 

GL 7L 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

GL 7N 0 NO SINT. 0 NEG. 2 POS. 

GL 6M 0 NO SINT. 1 NEG. 0 NEG. 

GL 5Q 0 NO SINT. 0 NEG. 0 POS. 

GL 7J 0 NO SINT. 1 NEG. 1 NEG. 

 
Tabella 27. Effetto del trattamento biennale con PAW1 in viti sane allo scopo di limitare le nuove infezioni. 
CH: varietà Chardonnay; GL: varietà Glera. L'incidenza dei sintomi è stata espressa attraverso una scala di 
gravità da 0 a 5 e si riferisce alla sintomatologia espressa dalle piante nei primi giorni di agosto di ciascun anno 
di sperimentazione. In evidenza le piante che sono risultate positive all'analisi PCR al termine della 
sperimentazione (nuove infezioni). 
 

Diverso è stato il comportamento evidenziato nei testimoni trattati ddH2O ove di 9 piante 

selezionate ben 6 sono risultate positive a distanza di un biennio (Tabella 28). Questi dati 

dimostrano la difficoltà nel prevenire l'insorgere di nuove infezioni da fitoplasmi, procarioti 

trasmessi da diverse specie di insetti vettori. 
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Varietà Vite 
Anno 0 

1° anno di 
trattamento 

2° anno di 
trattamento 

gravità sint. PCR gravità sint. PCR gravità sint. PCR 
GL 4B 0 NEG. 0 POS. 1 POS. 

GL 3E 3 NEG. 2,5 POS. 3 POS. 

GL 
4A 0 NEG. 2 NEG. 1 POS. 

15A 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

GL 5Z 0 NEG. 0 NEG. 0,5 POS. 

GL 3Y 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 

CH 8D 0 NEG. 0 NEG. 0 POS. 

GL 7F 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 

GL 6N 0 NEG. 0 POS. 1 POS. 

 
Tabella 28. Effetto del trattamento biennale con il controllo ddH2O in viti sane. CH: varietà Chardonnay; GL: 
varietà Glera. L'incidenza dei sintomi è stata espressa attraverso una scala di gravità da 0 a 5 e si riferisce alla 
sintomatologia espressa dalle piante nei primi giorni di agosto di ciascun anno di sperimentazione. In evidenza 
le piante che sono risultate positive all'analisi PCR al termine della sperimentazione (nuove infezioni). 
 

      
         

Grafico 16. Rappresentazione grafica della presenza percentuale dei diversi ceppi di fitoplasmi identificati 
durante la sperimentazione di campo. 
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L'analisi statistica ha evidenziato un indice di rischio relativo (RR) di 0,70. Questo valore, 

quando superiore a 1, indica che il fattore considerato comporta un aumento del rischio, 

mentre se inferiore che la variabile studiata risulta essere un fattore di protezione. Sebbene 

suddetto indice indichi la predisposizione del trattamento a limitare l'insorgenza della 

malattia, l'analisi statistica non ha permesso di evidenziare differenze significative tra le tesi 

in oggetto a causa del numero limitato di controlli negativi. Per definire la positività o 

negatività delle piante analizzate si è deciso di valutare la presenza/assenza del fitoplasma, 

non identificando come infette solamente le piante positive a flavescenza dorata (FD) e 

legno nero (BN) in accordo con recenti indagini che hanno dimostrato una riduzione della 

presenza di FD e BN ed un incremento della presenza di altri fitoplasmi. Valutando nel 

complesso le analisi PCR condotte nei quattro anni di sperimentazione nelle piante oggetto 

del trattamento si è evidenziata una drastica riduzione della presenza di FD che inizialmente 

rappresentava circa il 47% della totalità dei campioni positivi mentre al termine della prova 

si è attestato intorno al 10% (Grafico 16). Comportamento diverso è stato invece riscontrato 

per BN ove sono state determinate percentuali di presenza pressochè uguali in tutte le annate 

(Grafico 16). Nell’ultimo anno di analisi, sono stati registrati incrementi della presenza di 

fitoplasmi 16SrVII-A e 16SrI-B (Zambon et al., 2018). 

 

2.3. Effetto di PAW sulla produzione 

Come anticipato precedentemente, l'effetto del trattamento PAW1 sulla produzione delle viti 

sottoposte allo studio è stato valutato in termini di numero di grappoli per pianta e peso di 

100 acini. Si è scelto di svolgere questo studio allo scopo di poter valutare oggettivamente i 

miglioramenti visivi riscontrati durante i quattro anni di sperimentazione svolta sui giallumi 

della vite. Durante tale prova infatti è stato possibile riscontrare, in alcune delle piante 

trattate con PAW1 e severamente stentate ad inizio stagione, un netto miglioramento della 

loro fisiologia risultante a fine stagione in un LAI (indice di area fogliare) e in un 

quantitativo produttivo nella norma (Figura 26). 
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Figura 26. Vite cv. Glera (2B) nell'annata 2016 trattata con PAW1. A) Situazione in data 20.04 quando sono 
stati iniettati 20 ml di soluzione; B) situazione in data 17.06 quando sono stati iniettati ulteriori 20 ml di 
soluzione; C) situazione in data 20.07. 
 

Come testimonia la figura 26 la vite 2B in data 20.04.2016 appariva fortemente stentata ed 

inoltre, a differenza delle altre piante presenti in vigneto, non evidenziava alcun germoglio 

sebbene il pianto della vite in tale annata fosse avvenuto molto precocemente. A seguito dei 

trattamenti endoterapici con PAW1 si è assistito ad un graduale miglioramento del suo stato 

fisiologico che ha portato ad una produzione quasi regolare. Fenomeni simili a quanto 

descritto sono stati osservati in altre viti durante i quattro anni di sperimentazione e proprio 

per tale motivo si è impostata la prova agronomica. I risultati ottenuti  nel 2018 hanno 

evidenziato nella totalità degli appezzamenti selezionati, un numero maggiore di grappoli 

nelle piante trattate con PAW1 rispetto ai controlli non trattati; inoltre, in tutti i vigneti il 

peso di 100 acini (risultato rappresentativo di tutte le piante di ogni tesi) è risultato essere 

superiore nella tesi PAW1 (Tabella 29). 
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Vigneto 
n° grappoli per pianta Peso di 100 acini (gr) 

PAW SE H2O SE PAW H2O 
4 27 ±1,63 25 ±1,76 215 198 
5 25 ±2,9 22 ±2,30 226 196 
12 52 ±3,5 45 ±2,9 215 198 
16a 37 ±5,6 33 ±3,5 226 196 
16b 45 ±4,87 36 ±5,09 193 188 

 
Tabella 29. Numero medio di grappoli con relativo errore standard (SE) e peso di cento acini. 

 

Allo scopo di fornire un quadro generale dei risultati ottenuti sono stati unificati i valori 

riscontrati in ciascun appezzamento comparando nella totalità le produzioni delle piante 

sottoposte a trattamento con PAW1 rispetto ai controlli trattati con ddH2O (Grafici 17 e 19). 

Per verificare la significatività dei risultati ne è stata analizzata statisticamente la 

distribuzione mediante istogrammi ''a scatola a baffi'' (Grafici 18 e 20).   

Il grafico 17 evidenzia come, nel complesso, le piante trattate con soluzione PAW1 abbiano 

prodotto in media un numero maggiore di grappoli (37,67) rispetto ai controlli trattati con 

ddH2O (32,54); questi valori sono risultati statisticamente significativi a seguito dell’analisi 

mediante test "T-student” per p < 0,05. 

 

 
Grafico 17. Confronto delle medie produttive, in termini di grappoli prodotti, tra la totalità delle piante trattate 
con PAW1 ed i relativi controlli trattati ddH2O con relativi errori standard (SE). (* = statisticamente 
significativo per p < 0,05) 
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Grafico 18. Rappresentazione sintetica della distribuzione dei risultati ottenuti nella prova agronomica inerente 
il numero di grappoli per tesi (PAW1-ddH2O). 
 

Il grafico 18 rappresenta la distribuzione statistica dei valori ottenuti; la linea interna alla 

scatola rappresenta la mediana della distribuzione mentre le linee estreme del box 

rappresentano il primo e il terzo quartile. La distanza tra il terzo (Q3) e il primo quartile (Q1) 

è una misura della dispersione della distribuzione e rappresenta la porzione di grafico in cui 

sono comprese il 50% delle osservazioni. Conseguentemente, più piccolo risulta l'intervallo 

interquartilico (box) più le osservazioni ottenute risulteranno concentrate intorno alla 

mediana. Le distanze tra ciascun quartile e la mediana forniscono informazioni relativamente 

alla forma della distribuzione; se una distanza è diversa dall'altra allora la distribuzione è 

asimmetrica. Infine, le linee che si allungano dai bordi della scatola (“baffi”) individuano gli 

intervalli in cui sono posizionati i valori rispettivamente minori di Q1 e maggiori di Q3; i 

punti estremi dei "baffi" evidenziano i valori adiacienti superiori e inferiori. Con il termine 

valore adiacente superiore (VAS) si indica il valore maggiore tra le osservazioni che risulta 

minore o uguale a Q3+1,5(Q3-Q1), mentre con il termine valore adiacente inferiore (VAI) il 

valore più piccolo tra le osservazioni che risulti maggiore o uguale a Q1-1,5 (Q3-Q1).  

Analizzando il grafico è possibile notare come i valori ottenuti nella tesi trattata con PAW1 

risultino più dispersi rispetto a quelli dei controlli negativi; in particolare il trattamento ha 

modificato la distribuzione dei rilievi ottenuti (in questo caso il numero di grappoli per 

pianta) verso valori più elevati (porzione del box verde chiaro) nella tesi PAW1 rispetto al 

controllo negativo. All'interno del box (50% delle osservazioni ottenute) la mediana 

risultante nella tesi PAW1 è maggiore di quella ottenuta nel controllo evidenziando la 
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presenza di un maggior numero di osservazioni nel terzo quartile (box verde chiaro) rispetto 

al primo (box verde scuro). Questa distribuzione conferma l'effetto positivo di PAW1 

evidenziando come i risultati ottenuti a seguito del trattamento, risultino maggiormente 

assimetriche verso valori più elevati rispetto ai controlli negativi.  

Per quanto riguarda invece i risultati ottenuti dalla comparazione del peso di 100 acini è stato 

possibile determinare, in ognuno dei 5 appezzamenti selezionati, un incremento significativo 

nella tesi PAW1 (Tabella 29). Raggruppando tutti i dati acquisiti nei singoli vigneti è 

possibile notare come la tesi PAW1 evidenzi un valore medio del peso di 100 acini pari a 

212,80 gr in confronto con il controllo attestatosi a 194,60 gr (Grafico 19). Mediante test "T-

student" e calcolo dell'errore standard è stato possibile determinare come tale differenza sia 

risultata statisticamente significativa (Grafico 19). 

L'analisi della distribuzione dei dati ottenuti ha confermato l'effetto del trattamento 

evidenziando come il box inerente la tesi PAW1 risulti nettamente superiore a quello del 

relativo controllo manifestando forte asimmetria verso valori più elevati (Grafico 20). 

 

 
Grafico 19. Confronto delle medie produttive, in termini di peso di 100 acini, tra la totalità delle piante trattate 
con PAW1 e i relativi controlli trattati ddH2O con relativi errori standard (SE). (* = statisticamente 
significativo per p < 0,05). 
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Grafico 20. Rappresentazione sintetica della distribuzione dei risultati ottenuti nella prova agronomica inerente 
il peso di 100 acini (PAW1-ddH2O). 
 
 
L'ultima prova è stata effettuata sul mosto ottenuto dai 100 acini precedentemente valutati 

per la prova agronomica ove sono state eseguite le principali analisi chimiche per 

determinarne l'acidità reale, l'acidità totale e il grado Babo. I risultati ottenuti non hanno 

evidenziato alcuna differenza tra le due tesi attestandosi su valori praticamente identici. 

Questo risultato testimonia come l'effetto di PAW1, nonostante abbia aumentato lievemente 

i parametri produttivi, non abbia intaccato la qualità dell'uva (Tabella 30).  

 

Vigneto 
Acidità reale (pH) Grado Babo Acidità totale (gr/L) 

PAW H2O PAW H2O PAW H2O 
4 3,208 3,230 13,5 13,5 6,8 7,3 
5 3,297 3,250 14,2 13,4 5 5,5 
12 3,139 3,233 12,8 13,2 7,8 7,2 
16a 3,230 3,223 15,20 15,40 6,8 6,70 
16b 3,225 3,220 15,00 14,80 6,8 7,1 

 
Tabella 30. Profili chimici dei mosti ottenuti dalle due tesi in studio (PAW1, ddH2O). 
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3. DISCUSSIONE 

Il ciclo biologico delle malattie associate alla presenza di fitoplasmi comprende un elevato 

numero di piante ospiti e di insetti vettori risultando complesso e di difficile gestione; 

proprio per questo motivo le principali strategie di controllo non sono dirette contro il 

patogeno ma bensì mirano all'eliminazione delle piante sintomatiche/infette e all'esecuzione 

di trattamenti insetticidi contro i vettori (Belli et al., 2010; Weintraub & Wilson, 2009). 

Punto focale per la gestione di queste malattie è rappresentato dall'utilizzo di materiale di 

propagazione sano, generalmente ottenuto mediante l'ausilio di diverse tecniche quali ad 

esempio coltura di apici meristematici (Green et al., 1989; Wongkaew & Fletcher, 2004; 

Chalak et al., 2005), termoterapia (Green et al., 1989; Bianco et al., 2000; Borgo et al., 

1999; Bertaccini et al., 2001), embriogenesi somatica da tessuti fogliari (Parmessur et al., 

2002), organogenesi (Wongkaew & Fletcher, 2004), culture di cellule staminali (Dai et al., 

1997), microinnesto (Chalak et al., 2005), trattamento mediante antibiotici (Green et al., 

1989; Davis & Clark, 1994) e infine trattamento crioterapico (Wang & Valkonen, 2008). 

Oltre a queste tecniche, utilizzate per limitare la diffusione di materiale di propagazione 

infetto, le uniche strategie di controllo messe in atto in campo sono basate sull'esecuzione di 

trattamenti chimici contro gli insetti vettori e nel caso del Legno nero, dalla gestione delle 

piante spontanee e dall’inerbimento del cotico erboso (Angelini et al., 2018). L' uso di questi 

composti genera tuttavia una serie di effetti indesiderati come tossicità residua nell'ambiente, 

riduzione dell'entomofauna utile e incremento dei costi di produzione per le aziende. Allo 

scopo di definire strategie di controllo ecosostenibili ed efficienti sono state sperimentate 

nuove tecnologie come l'utilizzo di piante transgeniche e l'impiego di elicitori atti a stimolare 

le risposte di difesa in pianta (Laimer et al., 2009; Romanazzi et al., 2009, 2013; Bianco et 

al., 2011).  

Vista la natura fortemente reattiva ed instabile di PAW1 si è scelto di eseguire i trattamenti 

mediante endoterapia limitando il più possibile il contatto tra la soluzione e l'ambiente 

esterno; agendo in questo modo è stato possibile preservare le caratteristiche chimico-fisiche 

della soluzione rendendola prontamente disponibile nei vasi xilematici delle viti non appena 

scongelata. Dal punto di vista applicativo risulterebbe sicuramente più vantaggioso eseguire 

il trattamento mediante l'ausilio di un normale atomizzatore ma questo vorrebbe dire esporre 

la soluzione PAW1 a degradazione prima che possa essere assorbita dai tessuti fogliari delle 
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piante. Il trattamento endoterapico ha evidenziato un'ottima efficienza durante tutti gli anni 

di sperimentazione consentendoci di iniettare un quantitativo medio per applicazione pari a ~ 

20 ml; nonostante questo la sua applicazione su larga scala risulta molto difficile a causa del 

tempo necessario per l’applicazione, approssimativamente pari a 10/15 minuti per pianta. 

Inoltre, tra un trattamento e l'altro risulta di fondamentale importanza la disinfezione del 

puntale e di tutta la strumentazione usata allo scopo di non facilitare la già complicata 

gestione del complesso del mal dell'esca qualora presente in campo. 

I risultati della sperimentazione condotta sulle viti infette da fitoplasmi hanno evidenziato 

una predisposizione al risanamento maggiore nella tesi trattata PAW1 rispetto ai controlli 

trattati con acqua. Alcuni gruppi di ricerca (Romanazzi et al., 2013) hanno evidenziato, 

attraverso uno studio condotto per 4 anni consecutivi, che l'applicazione intensa di induttori 

di resistenza (13 trattamenti/anno) genera una riduzione del numero di viti infette da 

fitoplasmi variabile dal 35,1% ± 4,7, per quanto riguarda il chitosano, al 56,7% ± 7,8 

impiegando benzotiodiazolo (BTH). I controlli negativi in tale prova hanno manifestato una 

naturale predisposizione al risanamento del 26,4% ± 6,9, comportamento analogo a quello 

rinvenuto in questa prova. Gli autori evidenziano come il trend riscontrato nei controlli 

negativi sia molto variabile essendosi attestato al 37,5% nell'annata 2007 per poi scendere al 

8,3% due anni dopo (2009). Questo fenomeno, denominato "recovery", appare influenzato 

da differenti fattori (Kunze, 1976) quali la predisposizione varietale (Bellomo et al., 2007; 

Garau et al., 2007; Romanazzi et al., 2007), la combinazione innesto/portinnesto 

(Romanazzi & Murolo, 2008) e le condizioni ambientali, senza tralasciare l'azione degli 

insetti vettori che possono reinfettare le piante. Gli autori associano l'elevata percentuale di 

piante di controllo risanate nell'anno 2007 all'andamento climatico caratterizzato da una 

stagione fortemente calda ed asciutta che ha registrato il 50% di precipitazioni in meno 

rispetto alle medie del periodo (Romanazzi et al., 2013). Analizzando nel complesso i 

risultati ottenuti dagli autori nei quattro anni è possibile notare come il risanamento 

registrato nelle piante di controllo si sia attestato quasi ogni anno (ad eccezione dell'annata 

2009) su valori pari al 50% di quelli espressi dal miglior induttore di resistenza testato 

(BTH). Comparando questi dati con quelli ottenuti nella prova qui descritta è possibile 

evidenziare come anche a seguito di trattamento con PAW1 il numero delle piante risanate si 

sia attestato su valori doppi rispetto al controllo negativo (34,3 ± 1,25 contro 15,5 ± 3) 
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seppur attraverso sole 3 applicazioni/anno rispetto alle 13 eseguite nello studio sopra citato. I 

risultati ottenuti in questa prova testimoniano quindi il possibile effetto benefico del 

trattamento PAW1 nel favorire il naturale processo di risanamento o "recovery" manifestato 

dai controlli negativi. In merito invece alla prova sulle piante sane volta a verificare una 

possibile azione preventiva di PAW1, sebbene la tesi in esame abbia manifestato una 

predisposizione ad ammalarsi minore dei controlli negativi (45% rispetto a 67%), la 

rielaborazione statistica non ha dimostrato la significatività dei risultati a causa del numero 

ridotto di controlli interni. L'indice di rischio relativo (RR) è risultato comunque pari a 0,70 

dimostrando come il trattamento con PAW1 possa essere considerato fattore di protezione 

nei confronti delle nuove infezioni.  

Nel corso della sperimentazione è stato possibile registrare nelle piante trattate con PAW1 

una graduale e lieve riduzione dei sintomi da fitoplasmi ed un miglioramento del generale 

stato fisiologico che in molti casi ha permesso a piante fortemente stentate ad inizio stagione 

di arrivare a produzione. Fenomeni di remissione dei sintomi sono stati osservati in vite, in 

Arabidopsis, in vinca ed in crisantemo a seguito di trattamenti con BTH o auxina 

(Romanazzi et al., 2013, Bressan et al., 2005; Cùrkovic et al., 2008; D'Amelio et al., 2010). 

Questo comportamento, nel nostro caso, è stato registrato maggiormente in viti cv. Glera 

manifestanti principalmente sintomi settoriali rispetto a piante che già nel primo anno di 

studio esprimevano sintomi estesi a tutta la chioma e di grave entità; questo fenomeno 

avvale l'ipotesi che questa tipologia di applicazioni dovrebbe essere generalmente eseguita in 

modo preventivo allo scopo di mantenere elevate le difese inducibili delle piante limitando il 

proliferarsi della malattia. I risultati ottenuti con la verifica agronomica hanno confermato 

l'effetto positivo del trattamento PAW1 sia in termini di grappoli prodotti per pianta sia in 

termine di peso di 100 acini. Negli studi condotti da Romanazzi et al., 2013 invece, a seguito 

di 13 applicazioni/anno con diversi induttori di resistenza quali Chitosan (Chito Plant; 

ChiPro Gmbh, Germania), phosetyl-Al (Aliette; Bayer Crop Science, Germania), due 

formulazioni di glutatione (Kendal; Valagro, Italia e Olivis; Agrisystem, Italia) e 

benzotiodiazolo (Bion; Syngenta Crop Protection, Svizzera) non è stata riscontrata alcuna 

differenza significativa con i controlli non trattati in termini di peso e diametro degli acini 

prodotti e quantità di uva per ceppo (Kg/vite). Questi risultati dimostrano l'assenza di una 

correlazione positiva tra induzione di resistenza e incremento della "fitness" della pianta 
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trattata confermando quanto fin'ora si è sempre pensato ossia che l'attivazione di vie 

metaboliche secondarie rappresentino un costo energetico per la pianta che deve dunque 

limitare crescita e sviluppo, condizioni molto frequenti in situazioni di stress.  

Considerato tutto ciò appare chiaro come l'effetto di PAW1 risulti diverso da quello degli 

altri induttori di resistenza essendo in grado di implementare il risanamento delle piante ma 

nel contempo di migliorarne anche i parametri produttivi.  
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CONCLUSIONE 

 

La ricerca svolta parte dall'idea di utilizzare semplici composti presenti in natura (acqua, 

atmosfera e plasma), al fine di incrementare le difese delle piante contro agenti biotici ed 

abiotici. Nella pratica si tratta di utilizzare, in modo intelligente e ragionato, ciò che la natura 

costantemente produce: Plasma.  

La tecnologia impiegata consente di ottenere una soluzione denominata acqua attivata al 

plasma (PAW), caratterizzata dalla presenza di forme reattive dell'ossigeno (RONs) e 

dell'azoto (RNS) in ambiente acido, composti sintetizzati generalmente dalla pianta in 

risposta a fenomeni di stress.  

Allo scopo di ottenere il maggior numero di informazioni sull'effetto di questa soluzione in 

pianta sono state valutate le sue capacità di influenzare, da una parte l'espressione di geni 

coinvolti nei processi di resistenza indotta e, dall'altra, la regolazione post-trascrizionale 

operata dai miRNAs. Inoltre, con l'obiettivo di verificare l’applicabilità della metodologia 

studiata, l'utilizzo di PAW è stato sperimentato in vigneto nei confronti dei giallumi della 

vite. 

Le analisi condotte a livello trascrizionale e post-trascrizionale hanno evidenziato la capacità 

di PAW di elicitare nelle piante l'espressione di geni coinvolti nella via biosintetica delle 

fitoalessine (alcaloidi in C. roseus - stilbeni in V. vinifera) e di modificare la regolazione 

post-trascrizionale di geni coinvolti in meccanismi di risposta a stress. Nella prova di campo 

questo si è tradotto in una riduzione del numero di viti colpite da giallume ed in un 

incremento dei loro parametri produttivi. 

I risultati forniscono un quadro incoraggiante per l'utilizzo di questa soluzione in campo 

agrario considerando le capacità di PAW di stimolare le difese inducibili della pianta e nel 

contempo fornire benefici anche in termini fisiologico/produttivi.  

Aspetto non meno interessante è rappresentato dal fatto che alcune delle vie metaboliche 

rinvenute sovra-espresse a seguito di esposizione a PAW, conducano alla sintesi di 

importanti composti anti-ossidanti impiegati in ambito farmaceutico. Esempio sono gli 

alcaloidi vincristina e vinblastina presenti in C. roseus utilizzati nel trattamento di linfomi e 

leucemia e lo stilbene resveratrolo presente in V. vinifera impiegato contro l'insorgenza di 

malattie cardiovascolari. PAW risulta quindi uno strumento utilizzabile sia nella gestione 
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delle malattie delle piante sia in una strategia che preveda l'elicitazione di importanti 

composti utilizzati in campo medico.  

La prova di campo ha confermato i risultati ottenuti in laboratorio evidenziando, nelle piante 

infette trattate, una predisposizione maggiore al risanamento rispetto ai controlli. 

La tecnica endoterapica, inoltre, è risultata un' efficiente metodologia applicativa, in grado di 

preservare le caratteristiche chimico-fisiche di PAW indispensabili per ottenere gli effetti 

osservati. Per l’utilizzo su larga scala di questa tecnologia è però indispensabile individuare 

una modalità di trattamento più consona alle esigenze pratiche atta a ridurre la tempistica ed i 

costi di applicazione. E' perciò possibile ipotizzare un suo utilizzo in ambito preventivo al 

fine di incrementare le difese inducibili delle piante. Tuttavia, al momento, la sua più 

probabile applicazione risulta essere in ambiente controllato (serra-vivaio), dove trattamenti 

frequenti con PAW potrebbero rappresentare un metodo innovativo ed ecosostenibile per 

favorire difesa e "fitness" delle colture. 
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APPENDICI 
 

Appendice 1. 
 

Estrazione degli acidi nucleici 

Il DNA totale delle piante è stato estratto usando per ogni campione 1 g di nervature fogliari secondo 

il metodo descritto da Prince et al., 1993 con alcune modifiche. I campioni sono stati polverizzati in 

azoto liquido con pestello e mortaio sterili in 8 ml di un tampone contenente 95 mM K2HPO4 3H2O, 

30 mM KH2PO4, 10% saccarosio, 0,15% BSA (siero albumina bovina, frazioneV), 2% 

polivinilpirrolidone 10, il tutto a pH 7,6. La sospensione ottenuta è stata centrifugata a 11.400 rpm 

per 30 min a 4°C in una centrifuga refrigerata Allegra 64R (Beckman, Coulter, Germania). Il 

sopranatante è stato allontanato ed il “pellet”, disciolto in 4 ml di tampone di estrazione (100 mM 

Tris-HCl pH 8,0, 100 mM EDTA, 250 mM NaCl), è stato trattato con 80 μl di proteinasi K e 440 μl 

di 10% sarkosyl. Il preparato è stato incubato per 1 ora a 55°C. Dopo una centrifugazione a 8.000 

rpm per 10 minuti a 4°C, è stato prelevato il sopranatante al quale sono stati aggiunti 2,5 ml di 

isopropanolo per ottenere la precipitazione dell’acido nucleico grezzo; il tutto è stato incubato a -

20°C per 30 minuti. I campioni sono stati poi centrifugati a 8.000 rpm per 15 minuti, ed il “pellet” 

risospeso in 3 ml di tampone TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA a pH 8,0) aggiungendo 60 μl di 

proteinasi K e 75 μl di sodio dodecilsolfato (SDS) 20% ed incubato a 37°C per 1 ora. Dopo 

l’aggiunta di 525 μl di NaCl 5 M e 420 μl di alchiltrimetilammonio bromuro (10% CTAB) in 0,7 M 

NaCl, la soluzione è stata incubata per 10 minuti a 65°C. I campioni sono stati ulteriormente trattati 

mediante trattamento con 2 ml di fenolo saturato con TE e 2 ml di cloroformio/alcool isoamilico 

(25:24:1); poi con 4 ml cloroformio. Terminata l’estrazione con i solventi organici, il sopranatante è 

stato trasferito in un tubo corex, con aggiunta di 2,5 ml di isopropanolo, in cui è stato lasciato a 

precipitare per una notte a 4°C. Successivamente è seguita una centrifugazione a 11.000 rpm per 30 

minuti a 4°C; il “pellet” è stato addizionato con 1 ml di etanolo 70% a freddo e dopo un’ultima 

centrifugazione (11.000 rpm per 10 minuti a 4°C) i campioni sono stati rispospesi in 120 μl di 

tampone TE e mantenuti a 4°C. La concentrazione e la purezza dell’acido nucleico estratto sono state 

verificate analizzando allo spettrofotometro (Pharmacia, Gene Quant) la curva di assorbanza di 

aliquote di 3,5 l di ogni campione dissolto in 346,5 l di tampone TE, poste in cuvette di quarzo dal 

passo di 10 mm. 
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Appendice 2. 
 

Analisi del gene ribosomico 16S 

Aliquote di DNA totale estratto dalle piante sono state usate nelle successive analisi di PCR e PCR-

“nested” per l’identificazione di fitoplasmi in piante di vinca e vite. In particolare, 20 ng di DNA 

sono stati aggiunti in 25 µl di una miscela di reazione contenente 17,5 µl di H2O, 2,5 µl di tampone 

10x (Sigma, Germania), 2 µl d-NTP 2,5 mM, 0,5 µl dei "primers" 20 µM, 1 µl di Taq DNA 

polimerasi 5 U/µl Sigma. Le PCR-“nested” sono state effettuate utilizzando una diluizione 1: 30 

dell’amplicone ottenuto nelle PCR precedenti. I “primers” utilizzati sono riportati in tabella 1A. Sono 

stati utilizzati i "primers" R16F2n/R16R2 (Gundersen & Lee 1996) in PCR diretta e le coppie di 

"primers" U5/U3 e 16R758f/16R1232r (Lorenz et al., 1995; Gibb et al., 1995) per le successive 

PCR-“nested”. La miscela di reazione è stata preparata in provette Eppendorf da 0,5 ml e sottoposta a 

35 cicli come segue: denaturazione del DNA per un minuto a 94°C, accoppiamento dei “primers” per 

2 minuti a 50 o 55°C e sintesi del nuovo filamento a 72°C per 3 minuti (10 minuti nell’ultimo ciclo). 

 

 
Tabella 1A. "Primers" utilizzati per l’amplificazione genica. 

 

Al termine delle amplificazioni, aliquote di 6 µl di ogni campione sono state sottoposte ad 

elettroforesi orizzontale in gel di agarosio 1% in tampone TA (TRIS-acetato 1,04 M, EDTA 0,002 M) 

per 20 minuti a 120 V. La visualizzazione della reazione è stata ottenuta con colorazione al bromuro 

di etidio 1% in acqua per 10 minuti, ed osservazione e foto agli ultravioletti ad una lunghezza d'onda 

di 312 nm. Aliquote degli ampliconi ottenuti (circa 300 ng) sono state sottoposte a restrizione con gli 

enzimi Tru1I, TaqI e Tsp509I (Fermentas, Lithuania) a 65°C per 10 minuti. Per evidenziare i profili 

derivanti dalla digestione enzimatica, i campioni sono stati analizzati mediante elettroforesi verticale 

Primers Sequenza Bibliografia 

R16F2n 5’-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3' (Gundersen e Lee, 1996) 

R16R2 5’-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’ (Lee et al., 1993) 

U3 5’- CGGCAATGGAGGAAACT-3’ (Lorenz et al., 1995) 

U5 5’- TTCAGCTACTCTTTGTAACA-3’ (Lorenz et al., 1995) 

16R758f (M1) 5’-GTC TTT ACT GAC GCT GAG GC-3’ (Gibb et al., 1995) 

16R1232r (M2) 5’-CTT CAG CTA CCC TTT GTA AC-3’ (Gibb et al., 1995) 
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a 200 V per 50 minuti in cella "Aquabogue-machine" (New York, USA) in gel di poliacrilammide al 

6,75% in tampone 1 X TBE [TRIS-borato 0,09 M ed acido borico (H3BO3) 0,09 M].  

 

Appendice 3.  
 

Micropropagazione e substrato di crescita 

Come prima cosa è stato preparato il substrato di crescita (Tabella 2A) sono stati addizionati 30 gr di 

saccarosio, 7 gr di agar e 2,4 ml di 6-benzilamminopurina (5 mg/l), a pH 5,7 e sterilizzato mediante 

autoclave. L'operazione di moltiplicazione è stata eseguita in ambiente sterile sotto cappa biologica a 

flusso laminare verticale con strumentazione sterilizzata. 

 

Macronutrienti Micronutrienti Vitamine 

KNO3                          1,90 g/l H3BO3                          6,20 mg/l A. nicotinico                  0,5 mg/l 
NH4NO3                    1,65 g/l MnSO4 4H2O              22,30 mg/l Glicina                           2 mg/l 
KH2PO4                     0,17 g/l ZnSO4 4 H2O               8,60 mg/l Piridossina                    0,5 mg/l 
CaCl2 2H2O               0,44 g/l KJ                                 0,83 mg/l Tiamina                         0,1 mg/l 
MgSO4 7H2O             0,37 g/l NaMoO4 2H2O             0.25 mg/l Mio-inositolo                100 mg/l 
Fe-EDTA                   0,04 g/l CuSO4 5H2O                0,025 mg/l  
 CoCl2 6H2O                  0,025 mg/l  

  
Tabella 2A. Composizione del substrato di crescita dei germogli di vinca. 

 

Appendice 4. 
 

Preparazione gel denaturante di poliacrilammide 8% in TBE 

Prima di iniziare la preparazione del gel è di fondamentale importanza pulire la struttura verticale ove 

avverrà la corsa elettroforetica, i vetri, il pettine, gli "spacer", mediante l’utilizzo di un detergente e 

risciacquando il tutto con acqua deionizzata sterile. Si utilizzano vetri di dimensione 20x20 cm e 

"spacer" larghi 1.5 mm. A questo punto si prepara il gel composto da 40 g di urea, 8 ml di 10xTBE 

(0,9 M Tris, 0,9 M H3BO3, 0,02 M EDTA; pH 8.0) e 20 ml della soluzione acrilamide-bisacrilamide 

(19:1) ottenendo una soluzione finale di acrilamide dell’8% (vol/vol) in 80 ml di soluzione. Il tutto 

viene riscaldato mediante microonde, raffreddato ed addizionato di 480 μl 10% APS (ammonio 

persolfato) e 32 μl di TEMED (Sigma, # T-8122); la soluzione cosi ottenuta viene versata tra i vetri e 

lasciata polimerizzare (1-2 ore). Dopo la polimerizzazione si procede togliendo il pettine e ponendo i 

vetri contenenti il gel nella struttura verticale; viene aggiunto 1xTBE fino a coprire totalmente i 

pozzetti i quali vengono puliti mediante l’utilizzo di una piccola siringa. Infine, viene eseguita una 
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corsa a vuoto a 100 V per circa un ora allo scopo di riscaldare il gel e favorire condizioni di 

denaturazione appropiate. 

 

 

Appendice 5. 
 

Appezzamenti selezionati per la sperimentazione di campo 
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Appendice 6. 
 

Impostazione della prova di campo  

Vigneto Vite 
Gravità 
Sintomi  

Selezionate in relazione a: 
Tesi 

Studio dell'effetto: 
PCR sintomi "curativo" "preventivo" 

2 

1D 1  SINTOMATICA PAW X  

2D 0 16SrX  PAW X  

3D 0  SINTOMATICA PAW  X 

4D 4 16SrV-A  H2O X  

1 

5D 0  NON SINT. PAW  X 

6D 4 16SrV  PAW X  

7D 4 16SrV  PAW X  

8D 0 NEG.  H2O  X 

9D 1  SINTOMATICA PAW X  

10D 1  SINTOMATICA PAW X  

3 

1H 1 16SrI  PAW X  

2H 1  SINTOMATICA PAW X  

3H 0  NON SINT. PAW  X 

4H 2.5 16SrV  PAW X  

5H 0  NON SINT. PAW  X 

6H 1  SINTOMATICA H2O X  

7H 0  NON SINT. PAW  X 

8H 1 16SrI  H2O X  

4 

1F 2  SINTOMATICA PAW X  

2F 1 16SrI  PAW X  

3F 0  NON SINT. PAW  X 

4F 1  SINTOMATICA PAW X  

5F 1 16SrI  PAW X  

6F 0 NEG.  PAW  X 

7F 0 NEG.  H2O  X 

8F 1 16SrI  H2O X  

14 

1C 5 16SrXII-A  PAW X  

2C 5 16SrXII-A  H2O X  

3C 2 16SrV-C  PAW X  

4C 3 16SrV-D  PAW X  

5C 5 16SrXII-A  H2O X  

6C 0 NEG.  PAW  X 

7C 0 NEG.  PAW  X 

8C 3 16SrV-C  H2O X  

9C 3 16SrXII-A  PAW X  

10C 0 16SrX  PAW X  
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11C 

 
 
3 

 
 

16SrV-C 

 
 

PAW 

 
 

X 
12C 4 16SrXII-A  PAW X  

13C 4 16SrV-C  PAW X  

14C 4 16SrV-C  PAW X  

13 

1B 1 16SrI  H2O X  

2B 1 16SrV-C  PAW X  

3B 2 16SrV-D  PAW X  

4B 0 NEG.  H2O  X 

5B 0  NON SINT. PAW  X 

6B 0  NON SINT. PAW  X 

7B 3  SINTOMATICA H2O X  

8B 3  SINTOMATICA PAW X  

9B 2  SINTOMATICA PAW X  

10B 3  SINTOMATICA H2O X  

11B 0  NON SINT. PAW  X 

12B 0  NON SINT. PAW  X 

13B 0  NON SINT. PAW  X 

17 

1E 5 16SrV-A  PAW X  

2E 4 NEG.  PAW  X 

3E 3 NEG.  H2O  X 

4E 2  SINTOMATICA PAW X  

16 

1A 4 16SrV-C  PAW X  

2A 4 16SrV-C  H2O X  

3A 3 16SrXII-A  PAW X  

4A 0 NEG.  H2O  X 

5A 0 NEG.  PAW  X 

6A 0 NEG.  PAW  X 

7A 0  NON SINT. PAW  X 

8A 0  NON SINT. PAW  X 

9A 3  SINTOMATICA PAW X  

10A 4  SINTOMATICA PAW X  

11A 4  SINTOMATICA PAW X  

12A 3  SINTOMATICA PAW X  

13A 0  NON SINT. PAW  X 

14A 0  NON SINT. PAW  X 

15A 0  NON SINT. H2O  X 

11 

1Z 2 16SrV-C  H2O X  

2Z 3 16SrV-C  PAW X  

3Z 2 16SrI  PAW X  

4Z 2 16SrV-C  PAW X  

5Z 0 NEG.  H2O  X 

6Z 0 NEG.  PAW  X 

7Z 0 NEG.  PAW  X 
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Tabella 3A. Piante selezionate nell’annata 2014 in relazione all'analisi PCR e alla sintomatologia espressa e trattate nel 
biennio 2015-2016. In rosso: piante infette trattate con PAW; in arancione: piante sane trattate con PAW; in blu: piante 
malate trattate con H2O; in azzurro: piante sane trattate con H2O. 

 

 
 
 
 
 

15 

 
 
 

1Y 

 
 
 
 

2 

 
 
 
 

16SrV-C 

 
 
 
 

PAW 

 
 
 
 

X 

2Y 0 NEG.  PAW  X 

3Y 0 NEG.  H2O  X 

4Y 2 16SrV-C  PAW X  

5Y 0 NEG.  PAW  X 

6Y 1  SINTOMATICA PAW X  
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Vigneto Vite 
Gravità 
Sintomi 

Selezionate in relazione a: 
Tesi 

Studio dell'effetto: 
 PCR sintomi "curativo" "preventivo" 

5 

1L 3 16SrV  PAW X  

2L 3 16SrV  PAW X  

3L 3 16SrV  H2O X  

4L 3  SINTOMATICA PAW X  

5L 3  SINTOMATICA PAW X  

6L 3  SINTOMATICA PAW X  

7L 0  NON SINT. PAW  X 

6 

1N 3 16SrV-C  PAW X  

2N 3 16SrV  PAW X  

3N 3 16SrV  PAW X  

4N 3  SINTOMATICA PAW X  

5N 3  SINTOMATICA PAW X  

6N 0 NEG.  H2O  X 

7N 0  NON SINT. PAW  X 

7 

1M 3 16SrV  PAW X  

2M 3 16SrI  H2O X  

3M 3 16SrV  PAW X  

4M 3  SINTOMATICA PAW X  

5M 2  SINTOMATICA PAW X  

6M 0  NON SINT. PAW  X 

7M 2  SINTOMATICA PAW X  

8 

2Q 3 16SrX  PAW X  

4Q 2  SINTOMATICA PAW X  

5Q 0  NON SINT. PAW  X 

6Q 2  SINTOMATICA PAW X  

9 

1J 3 16SrV  PAW X  

2J 3 16SrI  H2O X  

3J 4 16SrV-D  PAW X  

4J 2  SINTOMATICA PAW X  

5J 2  SINTOMATICA PAW X  

6J 2  SINTOMATICA PAW X  

7J 0  NON SINT. PAW  X 

8J 2  SINTOMATICA PAW X  

10 

1K 3 16SrV  PAW X  

2K 1 16SrV  H2O X  

3K 3  SINTOMATICA PAW X  

4K 3  SINTOMATICA PAW X  

5K 3  SINTOMATICA PAW X  

6K 3  SINTOMATICA PAW X  

7K 2  SINTOMATICA PAW X  
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Tabella 4A. Piante selezionate nell’annata 2016 in relazione all'analisi PCR e alla sintomatologia espressa e trattate nel 
biennio 2017-2018. In rosso: piante infette trattate con PAW; in arancione: piante sane trattate con PAW; in blu: piante 
malate trattate con H2O; in azzurro: piante sane trattate con H2O. 
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Risultati della prova di campo 

 

Vigneto Vite Tesi Anno 0 
1° anno post 
trattamento 

2° anno post 
trattamento 

gravità sint. PCR gravità sint. PCR gravità sint. PCR 

14 

1C PAW 5 16SrXII-A 4 NEG. 4.5 16SrVII-A 
2C H2O 5 16SrXII-A 5 NEG. 4.5 16SrXII-A 
3C PAW 2 16SrV-C 2 16SrV-C 5 16SrV-C 
4C PAW 3 16SrV-D 3 NEG. 5 16SrI 
5C H2O 5 16SrXII-A 5 16SrXII-A 5 16SrI 
6C PAW 0 NEG. 1 NEG. 1 16SrVII-A 
7C PAW 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 
8C H2O 3 16SrV-C 3 16SrV-C MORTA / 
9C PAW 3 16SrXII-A 3 16SrXII-A 2 16SrVII-A 
10C PAW 0 16SrX 0 NEG. 0 NEG. 
11C PAW 3 16SrV-C 3 16SrV-C 5 16SrV-C 
12C PAW 4 16SrXII-A 4 16SrXII-A 5 16SrXII-A 
13C PAW 4 16SrV-C 4 16SrV-C MORTA / 
14C PAW 4 16SrV-C 5 16SrV-C MORTA / 

13 

1B H2O 1 16SrI 1 16SrV 2 16SrV-C 
2B PAW 1 16SrV-C 0 NEG. 0 NEG. 
3B PAW 2 16SrV-D 1 16SrV-C 1.5 16SrV 
4B H2O 0 NEG. 0 16SrXII-A 1 16SrI 
5B PAW 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG 
6B PAW 0 NEG. 3.5 NEG. 3.5 NEG. 
7B H2O 3 SINT. 3 16SrX 3.5 16SrI 
8B PAW 3 SINT. 3 16SrV 3 16SrV 
9B PAW 2 SINT. 2 16SrVI 3 16SrI 
10B H2O 3 SINT. 3 16SrV 0 16SrI 
11B PAW 0 NO SINT. 0 16SrVII-A 0 16SrI 
12B PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 2 NEG. 
13B PAW 0 NO SINT. 0 16SrVII-A 0 NEG. 

17 
1E PAW 5 16SrV-A 5 16SrV-C 3 NEG. 
2E PAW 4 NEG. 3.5 NEG. 3 16SrV 

12 

 
 

BR1 

 
 

 
2 

 
 

 
16SrXII-A 

 

 
 

 
PAW 

 
 

 
X 

 

BR2 2  SINTOMATICA PAW X  

BR3 2 16SrI  PAW X  

BR4 2  SINTOMATICA PAW X  

BR5 2 16SrI  PAW X  

BR6 2  SINTOMATICA PAW X  
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3E H2O 3 NEG. 2.5 16SrV-C 3 16SrV-C 
4E PAW 2 SINT. 2 16SrV 2 16SrV 

16 

1A PAW 4 16SrV-C 3.5 NEG. 1 NEG. 
2A H2O 4 16SrV-C 2.5 NEG. 1 16SrVII-A 
3A PAW 3 16SrXII-A 0 NEG. 0 NEG. 
4A H2O 0 NEG. 2 NEG. 1 16SrV 
5A PAW 0 NEG. 5 NEG. 1 NEG. 
6A PAW 0 NEG. 2.5 NEG. 0 NEG. 
7A PAW 0 NO SINT. 1 16SrV 0 NEG. 
8A PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 
9A PAW 3 SINT. 1 16SrI 1 16SrI 
10A PAW 4 SINT. 2 16SrV 3 16SrV-C 
11A PAW 4 SINT 0 NEG. 1 NEG. 
12A PAW 3 SINT. 2 ? MORTA / 
13A PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 
14A PAW 0 NO SINT. 4 16SrV 4 16SrV 
15A H2O 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

11 

1Z H2O 2 16SrV-C 0 16SrV 1 NEG. 
2Z PAW 1.5 16SrV-C 1.5 NEG. 0 NEG. 
3Z PAW 1 16SrI 0 16SrVI 0 NEG. 
4Z PAW 2 16SrV-C 1 16SrV-C 0 16SrX 
5Z H2O 0 NEG. 0 NEG. 0.5 NEG. 
6Z PAW 0 NEG. 0 16SrXII-A 0 NEG. 
7Z PAW 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 

15 

1Y PAW 2 16SrV-C 1 NEG. 0 16SrI 
2Y PAW 0 NEG. 0 16SrVII-A 0 16SrI 
3Y H2O 0 NEG. 0 16SrVII-A 0 NEG. 
4Y PAW 2 16SrV-C 1 NEG. 0 16SrI 
5Y PAW 0 NEG. 1 NEG. 5 16SrV-D 
6Y PAW 1 SINT. 1 16SrV-C 0 NEG. 

2 

1D PAW 1 SINT. 0 NEG. 0 16SrXII-A 
2D PAW 0 16SrX 0 16SrX 0 16SrX 
3D PAW 0 NO SINT. 0 16SrVII-A 0 NEG. 
4D H2O 4 16SrV-A 2 16SrV-A 2 NEG. 

1 

5D PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 16SrI 
6D PAW 4 16SrV 4 16SrV-C MORTA / 
7D PAW 4 16SrV / / MORTA / 
8D H2O 0 NEG. 0 NEG. 0 16SrVII-A 
9D PAW 1 SINT. 0 NEG. 0 NEG. 
10D PAW 1 SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

3 

1H PAW 1 16SrI 0 16SrI 0 16SrXII-A 
2H PAW 1 SINT. 0 NEG. 0 NEG. 
3H PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 16SrI 
4H PAW 2.5 16SrV 3 16SrV 2 16SrI 
5H PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 16SrI 
6H H2O 1 SINT. 0 16SrXII-A 0 16SrI 
7H PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 16SrI 
8H H2O 1 16SrI 0 16SrI 0 16SrXII-A 

4 

1F PAW 2 SINT. 0 NEG. 0 16SrI 
2F PAW 1 16SrI 0 NEG. 0 NEG. 
3F PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 16SrVI 
4F PAW 1 SINT. 0 NEG. 0 16SrXII-A 
5F PAW 1 16SrI 0 16SrI 0 16SrX 
6F PAW 0 NEG. 0 NEG. 0 16SrXII-A 
7F H2O 0 NEG. 0 NEG. 0 NEG. 
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8F H2O 1 16SrI 0 16SrI 0 16SrXII-A 

5 

1L PAW 3 16SrV 0 16SrI 0 16SrVII-A 
2L PAW 3 16SrV 0 NEG. 0 NEG. 
3L H2O 3 16SrV 0 NEG. 0 16SrVII-A 
4L PAW 3 SINT. 4 16SrXII-A 0 NEG. 
5L PAW 3 SINT. 0 16SrI 0 NEG. 
6L PAW 3 SINT. 3 NEG. 0 NEG. 
7L PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 NEG. 

6 

1N PAW 3 16SrV-C 4 NEG. 3 16SrI 
2N PAW 3 16SrV 0 16SrXII-A 3 16SrI 
3N PAW 3 16SrV 4.5 16SrVII-A 2 16SrI 
4N PAW 3 SINT. 0 16SrI 3 16SrVII-A 
5N PAW 3 SINT. 0 NEG. 1 16SrI 
6N H2O 0 NEG. 0 16SrXII-A 1 16SrXII-A 
7N PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 2 16SrI 

7 

1M PAW 3 16SrV 1 16SrVII-A 0 16SrVII-A 
2M H2O 3 16SrI 1 16SrI 0 16SrI 
3M PAW 3 16SrV 1 NEG. 0 16SrVII-A 
4M PAW 3 SINT. 1 16SrI 0 NEG. 
5M PAW 2 SINT. 1 16SrI 0 16SrI 
6M PAW 0 NO SINT. 1 NEG. 0 NEG. 
7M PAW 2 SINT. 1 16SrXII-A 0 NEG. 

8 

2Q PAW 3 16SrX 0 16SrXII-A 0 NEG. 
4Q PAW 2 SINT. 0 16SrXII-A 0 NEG. 
5Q PAW 0 NO SINT. 0 NEG. 0 16SrVII-A 
6Q PAW 2 SINT. 0 16SrI 0 NEG. 

9 

1J PAW 3 16SrV 1 16SrI 0 NEG. 
2J H2O 3 16SrI 1 16SrI 5 16SrI 
3J PAW 4 16SrV-D 1 / MORTA / 
4J PAW 2 SINT. 1 16SrXII-A 0 NEG. 
5J PAW 2 SINT. 1 NEG. 0 NEG. 
6J PAW 2 SINT. 1 16SrI 0 NEG. 
7J PAW 0 NO SINT. 1 NEG. 1 NEG. 
8J PAW 2 SINT. 1 16SrI 0 16SrVII-A 

10 

1K PAW 3 16SrV 1 16SrV 2 16SrX 
2K H2O 1 16SrV 1 16SrV 2 16SrV 
3K PAW 3 SINT. 1 NEG. 0 16SrI 
4K PAW 3 SINT. 1 / MORTA / 
5K PAW 3 SINT. 1 16SrI 0 NEG. 
6K PAW 3 SINT. 1 16SrXII-A 0 16SrVII-A 
7K PAW 2 SINT. 3 16SrXII-A 2 16SrI 

12 

BR1 PAW 2 16SrXII-A 1 16SrXII-A 0 16SrI 
BR2 PAW 2 SINT. 1 16SrI 0 16SrI 
BR3 PAW 2 16SrI 1 16SrXII-A 0 16SrXII-A 
BR4 PAW 2 SINT. 1 NEG. 0 16SrXII-A 
BR5 PAW 2 16SrI 1 16SrI 0 16SrI 
BR6 PAW 2 SINT. 1 16SrXII-A 0 16SrXII-A 

 
Tabella 5A. Effetto del trattamento biennale con PAW in piante infette e esenti da fitoplasmosi. La tabella, per ogni anno 
di sperimentazione, evidenzia la gravità dei sintomi riscontrata per ciascun campione e i risultati dell'analisi PCR. In rosso: 
piante infette trattate con PAW; in arancione: piante sane trattate con PAW; in blu: piante malate trattate con H2O; in 
azzurro: piante sane trattate con H2O. 
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