
 
 

 



 
 

 
 

 

 

  



 
 

UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DELLA TUSCIA DI VITERBO 
 

DIPARTIMENTO DI SCIENZE ECOLOGICHE E BIOLOGICHE  
 
 

Corso di Dottorato di Ricerca in 
 

GENETICA E BIOLOGIA CELLULARE- XXVIII Ciclo 
 

 

 

TITOLO TESI DI DOTTORATO DI RICERCA 
 

CARATTERIZZAZIONE DEI MECCANISMI DI RISPOSTA DELLA VITE  
AD INFEZIONI DI PERONOSPORA ED OIDIO  

MEDIANTE APPROCCI DI MICRODISSEZIONE LASER E SILENZ IAMENTO GENICO 
 

BIO/10 
 

 
 
 
 
Tesi di dottorato di: 
 
Dott. LENZI LUISA 
 
 
 
 
Coordinatore del corso                                                           Tutori  

          
Prof. GIORGIO PRANTERA            Prof. CARLA CARUSO 
    

  
                                                                                                  Dott. MICHELE PERAZZOLLI 

                                                                                                        (Fondazione Edmund Mach, San Michele all’Adige, Trento) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Data della discussione 
 

5 maggio 2016 



 
 

 

 
  



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ci si stanca di tutto, tranne di capire. 
 

(Virgilio) 
  



 
 

 

  



 ____________________________________________________________________________________ Indice 

 _________________________________________________________________________________________ I 
 

INDICE 

INDICE DELLE FIGURE E DELLE TABELLE ............... ................................................ V 

RIASSUNTO .......................................................................................................................... IX 

ABSTRACT ........................................................................................................................... XI 

ABBREVIAZIONI ............................................................................................................. XIII 

1 INTRODUZIONE .............................................................................................................. 1 

1.1 Caratteristiche generali della vite ............................................................................................................ 1 

1.1.1 Classificazione tassonomica della vite ................................................................................................ 1 

1.1.2 Importanza economica della vite ......................................................................................................... 1 

1.1.3 Principali patologie della vite .............................................................................................................. 3 

1.2 Caratteristiche generali della peronospora della vite ............................................................................. 3 

1.2.1 Plasmopara viticola: agente causale della peronospora della vite ...................................................... 3 

1.2.2 Classificazione tassonomica di Plasmopara viticola ........................................................................... 3 

1.2.3 Ciclo di infezione di Plasmopara viticola ........................................................................................... 4 

1.2.4 Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola .................................................................................... 5 

1.2.4.1 Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola sulle foglie ............................................................. 5 

1.2.4.2 Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola sul grappolo ........................................................... 6 

1.2.4.3 Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola sul germoglio ed altri organi verdi ......................... 7 

1.3 Caratteristiche generali dell’oidio della vite ........................................................................................... 7 

1.3.1 Erysiphe necator: agente causale dell’oidio della vite ........................................................................ 7 

1.3.2 Classificazione tassonomica di Erysiphe necator ................................................................................ 7 

1.3.3 Ciclo di infezione di Erysiphe necator ................................................................................................ 8 

1.3.4 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator ......................................................................................... 9 

1.3.4.1 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator sulle foglie .................................................................. 9 

1.3.4.2 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator sul germoglio ............................................................ 10 

1.3.4.3 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator sul grappolo .............................................................. 10 

1.4 Meccanismi di difesa delle piante ........................................................................................................... 11 

1.4.1 Aspetti generali dei meccanismi di difesa ......................................................................................... 11 

1.4.2 Meccanismi di resistenza pre-infezione ............................................................................................. 12 

1.4.3 Meccanismi di resistenza indotti ....................................................................................................... 12 

1.4.3.1 Resistenza sistemica acquisita ....................................................................................................... 16 

1.4.3.2 Resistenza sistemica indotta .......................................................................................................... 16 

1.4.4 Meccanismi di resistenza della vite a Plasmopara viticola ............................................................... 17 



Indice ____________________________________________________________________________________  

II ________________________________________________________________________________________  
 

1.4.5 Meccanismi di resistenza della vite a Erysiphe necator .................................................................... 19 

1.5 Metodi di difesa della vite contro peronospora ed oidio ....................................................................... 20 

1.5.1 Metodi di lotta convenzionale contro peronospora ed oidio .............................................................. 20 

1.5.2 Sistemi alternativi per il controllo della peronospora e dell’oidio ..................................................... 21 

1.5.2.1 Agenti microbici e sostanze naturali per il controllo biologico ..................................................... 21 

1.5.2.2 Miglioramento genetico della vite ................................................................................................. 23 

1.5.2.2.1 Geni di resistenza .................................................................................................................... 23 

1.5.2.2.2 Geni di suscettibilità ................................................................................................................ 25 

1.5.2.2.2.1 Geni di suscettibilità MLO ................................................................................................... 25 

1.6 Metodi per lo studio funzionale dei meccanismi di difesa della vite .................................................... 29 

1.6.1 Trasformazione genetica ed applicazioni pratiche ............................................................................. 29 

1.6.1.1 Silenziamento genico mediante RNA interference ......................................................................... 30 

1.6.2 Meccanismi cellulari e microdissezione laser .................................................................................... 32 

2 SCOPO ............................................................................................................................. 35 

3 MATERIALI E METODI .............................................................................................. 37 

3.1 Materiale vegetale e condizioni di crescita............................................................................................. 37 

3.2 Trasformazione genetica della vite ......................................................................................................... 38 

3.2.1 Clonaggio e preparazione dei costrutti ............................................................................................... 38 

3.2.2 Trasformazione genetica della vite ed acclimatazione delle piante trasformate ................................ 39 

3.2.3 Selezione delle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO ....................... 40 

3.2.3.1 Estrazione del DNA genomico ..................................................................................................... 40 

3.2.3.2 Conferma dell’inserimento del costrutto tramite PCR ................................................................. 40 

3.3 Inoculo con Plasmopara viticola .............................................................................................................. 41 

3.3.1 Isolamento e propagazione dell’inoculo di Plasmopara viticola ....................................................... 41 

3.3.2 Inoculo con Plasmopara viticola di foglie di piante di vite cresciute in vitro ................................... 41 

3.3.3 Inoculo con Plasmopara viticola di piante di vite cresciute in serra ................................................. 43 

3.3.4 Valutazione della severità della peronospora della vite ..................................................................... 44 

3.3.4.1 Valutazione visiva della severità della peronospora della vite ....................................................... 44 

3.3.4.2 Quantificazione della sporulazione di Plasmopara viticola ........................................................... 44 

3.4 Inoculo con Erysiphe necator................................................................................................................... 45 

3.4.1 Preparazione dell’inoculo di Erysiphe necator .................................................................................. 45 

3.4.2 Inoculo con Erysiphe necator di piante di vite cresciute in serra ...................................................... 45 

3.4.3 Valutazione della severità dell’oidio della vite .................................................................................. 45 

3.4.3.1 Valutazione visiva della severità dell’oidio della vite ................................................................... 45 



 ____________________________________________________________________________________ Indice 

 _______________________________________________________________________________________ III 
 

3.4.3.2 Quantificazione dei conidi di Erysiphe necator ............................................................................. 46 

3.5 Microdissezione laser di foglie di piante vite cresciute in vitro ............................................................ 46 

3.5.1 Fissazione del campione fogliare....................................................................................................... 46 

3.5.2 Selezione delle regioni di interesse mediante microdissezione laser ................................................. 47 

3.6 Estrazione dell’RNA totale e sintesi del cDNA ..................................................................................... 47 

3.6.1 Estrazione dell’RNA totale da foglie intere fresche di vite e trattamento con DNasi ........................ 47 

3.6.2 Sintesi del cDNA di foglie intere fresche di vite ............................................................................... 49 

3.6.3 Estrazione dell’RNA totale dai tessuti fogliari fissati e sottoposti a microdissezione ....................... 49 

3.6.4 Amplificazione dell’RNA e sintesi del cDNA dei campioni fogliari fissati e sottoposti a 

microdissezione ................................................................................................................................................. 50 

3.7 Verifica del cDNA tramite PCR ............................................................................................................. 51 

3.8 Elettroforesi in gel di agarosio ................................................................................................................ 52 

3.9 Analisi dell’espressione genica mediante real time PCR ...................................................................... 53 

3.9.1 Preparazione delle reazioni per l’analisi real time PCR .................................................................... 53 

3.9.2 Analisi dei dati di real time PCR ....................................................................................................... 54 

3.10 Analisi istologica ...................................................................................................................................... 56 

3.10.1 Analisi istologica delle foglie inoculate con Plasmopara viticola ..................................................... 56 

3.10.2 Analisi istologica delle foglie inoculate con Erysiphe necator .......................................................... 56 

3.11 Analisi statistica ....................................................................................................................................... 57 

4 RISULTATI ..................................................................................................................... 61 

4.1 Ottimizzazione del protocollo di microdissezione laser per lo studio della risposta sito-specifica 

della vite a peronospora ...................................................................................................................................... 61 

4.1.1 Inoculo con Plasmopara viticola di foglie di piante cresciute in vitro .............................................. 61 

4.1.2 Analisi dell’espressione genica in foglie intere fresche ..................................................................... 62 

4.1.2.1 Estrazione dell’RNA da foglie intere fresche e valutazione della qualità ...................................... 62 

4.1.2.2 Valutazione del cDNA ottenuto da foglie intere fresche ............................................................... 63 

4.1.2.3 Quantificazione di Plasmopara viticola nelle foglie intere fresche ............................................... 63 

4.1.2.4 Analisi dell’espressione genica in foglie intere fresche inoculate con Plasmopara viticola ......... 64 

4.1.3 Isolamento degli stomi e delle regioni circostanti mediante microdissezione laser di foglie inoculate 

con Plasmopara viticola .................................................................................................................................... 66 

4.1.3.1 Ottimizzazione del protocollo di fissazione di foglie per la microdissezione laser ....................... 66 

4.1.3.2 Microdissezione ed estrazione dell’RNA da stomi, regioni circostanti e da foglie intere fissate 

inoculate con Plasmopara viticola ................................................................................................................ 67 



Indice ____________________________________________________________________________________  

IV _______________________________________________________________________________________  
 

4.1.3.3 Valutazione del cDNA ottenuto da foglie intere fissate e dalla microdissezione di stomi e regioni 

circostanti ....................................................................................................................................................... 68 

4.1.3.4 Quantificazione di Plasmopara viticola nelle foglie intere fissate, negli stomi e nelle regioni 

circostanti ....................................................................................................................................................... 69 

4.1.3.5 Analisi dell’espressione genica negli stomi e nelle regioni circostanti di foglie inoculate con 

Plasmopara viticola ....................................................................................................................................... 70 

4.2 Caratterizzazione delle piante di vite trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni 

MLO………………………………………………………………………………………………………………72 

4.2.1 Selezione delle linee che mostrano silenziamento per i geni MLO .................................................... 72 

4.2.2 Analisi del grado di resistenza a Erysiphe necator delle linee trasformate con il costrutto per il 

silenziamento dei geni MLO .............................................................................................................................. 73 

4.2.3 Analisi della resistenza a Plasmopara viticola delle linee trasformate con il costrutto per il 

silenziamento dei geni MLO .............................................................................................................................. 76 

4.2.4 Analisi dell’espressione dei geni MLO nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento 

dei geni MLO ..................................................................................................................................................... 76 

4.2.5 Caratterizzazione della linea TLB4 trasformata con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO 78 

4.2.5.1 Analisi istologica della linea TLB4 e della linea controllo EVB ................................................... 78 

4.2.5.2 Analisi dell’espressione di geni legati alla risposta della vite ad oidio nella linea TLB4 e nella 

linea controllo EVB. ...................................................................................................................................... 80 

5 DISCUSSIONE ................................................................................................................ 83 

5.1 La microdissezione laser di foglie di vite rivela una risposta sito-specifica alla peronospora ........... 83 

5.2 Il silenziamento dei geni MLO riduce la suscettibilità della vite ad oidio ........................................... 86 

6 CONCLUSIONI .............................................................................................................. 89 

7 APPENDICE: PUBBLICAZIONI OTTENUTE ................. ......................................... 91 

8 REFERENZE................................................................................................................. 117 

RINGRAZIAMENTI ........................................................................................................... 129 



 _______________________________________________________________ Indice delle figure e delle tabelle 

 ________________________________________________________________________________________ V 
 

INDICE DELLE FIGURE E DELLE TABELLE 

 

Figura 1.1: Produzione media della vite dal 1993 al 2014. .................................................................................... 1 

Figura 1.2: Percentuale media (dal 1993 al 2014) della produzione di uva a livello mondiale .............................. 2 

Figura 1.3: I primi 5 produttori di uva (da vino e da tavola) a livello mondiale. ................................................... 2 

Figura 1.4: Ciclo di infezione di Plasmopara viticola. .......................................................................................... 4 

Figura 1.5: Zoospore nei pressi dello stoma. .......................................................................................................... 5 

Figura 1.6: Sviluppo di Plasmopara viticola all’interno del tessuto fogliare. ........................................................ 5 

Figura 1.7: Sintomi della peronospora sulle foglie. ............................................................................................... 6 

Figura 1.8: Sintomi della peronospora sui grappoli. .............................................................................................. 7 

Figura 1.9: Ciclo di infezione di Erysiphe necator. ............................................................................................... 8 

Figura 1.10: Conidio di E. necator germinato con la formazione dell’appressorio (ap) visualizzato mediante 

colorazione con blu di anilina in microscopia ottica. .............................................................................................. 9 

Figura 1.11: Sintomi dell’oidio sulle foglie. ........................................................................................................ 10 

Figura 1.12: Sintomi dell’oidio sul tralcio. .......................................................................................................... 10 

Figura 1.13: Sintomi dell’oidio sui grappoli. ....................................................................................................... 11 

Figura 1.14: Modello a zig-zag dell’interazione pianta-patogeno. ....................................................................... 13 

Figura 1.15: Rappresentazione schematica dei meccanismi di percezione, segnalazione e risposta alla base ..... 14 

dell'interazione pianta-patogeno. ........................................................................................................................... 14 

Tabella 1.1: Famiglie conosciute di proteine di difesa correlate alla patogenesi (PR). ........................................ 15 

Figura 1.16: Rappresentazione schematica della resistenza sistemica acquisita (SAR) e della resistenza sistemica 

indotta (ISR). ......................................................................................................................................................... 17 

Figura 1.17: Le otto classi dei geni di resistenza (geni R). ................................................................................... 24 

Figura 1.18: Rappresentazione schematica delle proteine MLO. ......................................................................... 26 

Figura 1.19: Modello del silenziamento genico in pianta mediante RNAi. ......................................................... 30 

Figura 1.20: Struttura del costrutto per RNAi. ..................................................................................................... 32 

Figura 1.21: Schema rappresentativo del processo di microdissezione laser. ...................................................... 33 

 

Figura 3.1: Piante di vite cultivar Pinot Noir ENTAV115 cresciute in vitro per 2 mesi. ..................................... 37 

Figura 3.2: Calli embriogenetici di Vitis vinifera cultivar Brachetto a Grappolo lungo. ..................................... 37 

Tabella 3.1: Primer usati per il clonaggio dei geni MLO...................................................................................... 38 

Figura 3.3: Vettore pENTR/SD/D-TOPO. ........................................................................................................... 38 

Figura 3.4: Vettore usato (A) per la trasformazione di piante controllo e (B) per il silenziamento dei geni MLO 

di vite. .................................................................................................................................................................... 39 

Tabella 3.2: Costrutti usati per la trasformazione genetica della vite. .................................................................. 39 

Tabella 3.3: Composizione dei terreni usati per la trasformazione e rigenerazione delle piante. ......................... 40 

Tabella 3.4: Miscela per la reazione di PCR. ....................................................................................................... 41 

Tabella 3.5: Schema dei cicli di amplificazione. .................................................................................................. 41 

Figura 3.5: Foglie di vite sterilizzate che mostrano la sporulazione di Plasmopara viticola. .............................. 42 



Indice delle figure e delle tabelle _______________________________________________________________  

VI _______________________________________________________________________________________  
 

Figura 3.6: Immagine schematica dell’inoculo con Plasmopara viticola sulle foglie di piante di vite cresciute in 

vitro. ....................................................................................................................................................................... 42 

Tabella 3.6: Schema riassuntivo del campionamento delle foglie in vitro. .......................................................... 43 

Figura 3.7: Foglie di vite che mostrano la sporulazione di Plasmopara viticola sulla pagina inferiore. .............. 44 

Figura 3.8: Foglie di vite che mostrano sporulazione di Erysiphe necator sulla pagina superiore....................... 45 

Figura 3.9: Sequenza del gene Actina con gli esoni evidenziati in grigio, gli introni in bianco e le UTR in giallo. 

I primer Act_PCR_For e Act_PCR_Rev usati per verificare l’assenza di DNA nel cDNA sono indicati in rosso.51 

Tabella 3.7: Miscela per la reazione di PCR......................................................................................................... 52 

Tabella 3.8: Schema dei cicli di amplificazione. .................................................................................................. 52 

Figura 3.10: Esempio di curva di amplificazione nella real time PCR. ................................................................ 53 

Tabella 3.9: Sequenze dei primer dei geni di risposta della vite a Plasmopara viticola per l’analisi 

dell’espressione mediante real time PCR. ............................................................................................................. 59 

Tabella 3.10: Sequenze dei primer dei geni di risposta della vite a Erysiphe necator per l’analisi dell’espressione 

mediante real time PCR. ........................................................................................................................................ 60 

 

Figura 4.1: Analisi istologica dello sviluppo di Plasmopara viticola nelle foglie di piante cresciute in vitro ad 1 

dpi. ......................................................................................................................................................................... 61 

Figura 4.2: Infezione di Plasmopara viticola nelle foglie di piante cresciute in vitro. ......................................... 62 

Figura 4.3: Corsa elettroforetica in gel di agarosio dell’RNA estratto da foglie di piante cresciute in vitro. ....... 62 

Figura 4.4: Controllo della qualità del cDNA ottenuto da foglie intere fresche. .................................................. 63 

Figura 4.5: Quantificazione di Plasmopara viticola in foglie intere fresche. ....................................................... 64 

Figura 4.6: Analisi dell’espressione genica nelle foglie intere fresche di piante cresciute in vitro. ..................... 65 

Figura 4.7: Elettroforesi capillare dell’RNA estratto da stomi di foglie fissate. .................................................. 66 

Figura 4.8: Microdissezione laser di stomi e regioni circostanti da foglie di piante cresciute in vitro. ................ 67 

Figura 4.9: Elettroforesi capillare dell’RNA totale estratto da foglie intere fissate. ............................................. 68 

Figura 4.10: Controllo della qualità del cDNA ottenuto dalla microdissezione di stomi e regioni circostanti e 

dalle foglie intere fissate in seguito a microdissezione. ......................................................................................... 68 

Figura 4.11: Quantificazione di Plasmopara viticola in foglie intere fissate, negli stomi e nelle regioni 

circostanti............................................................................................................................................................... 69 

Figura 4.12: Analisi dell’espressione genica negli stomi, nelle regioni circostanti e nelle foglie intere fissate. .. 71 

Tabella 4.1: Numero delle linee di piante trasformate e rigenerate per ciascun costrutto. ................................... 72 

Figura 4.13: Presenza del transgene nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO. 73 

Figura 4.14: Analisi della progressione della malattia (AUDPC) di Erysiphe necator nella linea controllo (EVB) 

e nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, 

TLB6 e TLB7). ...................................................................................................................................................... 73 

Figura 4.15: Severità dei sintomi dell’infezione di Erysiphe necator nella linea controllo (EVB) e nelle linee 

trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6, 

TLB7). ................................................................................................................................................................... 74 

Figura 4.16: Osservazione macroscopica delle foglie in seguito ad infezione con oidio. .................................... 74 



 _______________________________________________________________ Indice delle figure e delle tabelle 

 _______________________________________________________________________________________ VII 
 

Tabella 4.2: Percentuale della riduzione della malattia nelle linee trasformate con il costrutto per il 

silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e TLB7) calcolata rispetto alla severità 

della malattia nella linea EVB. .............................................................................................................................. 75 

Figura 4.17: Intensità della sporulazione di Erysiphe necator nella linea controllo (EVB) e nelle linee 

trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e 

TLB7). ................................................................................................................................................................... 75 

Figura 4.18: Severità dei sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola nella linea controllo (EVB) e nelle linee 

trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB3 e TLB4). ...................................... 76 

Figura 4.19: Analisi dell’espressione dei geni MLO nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformate con i 

costrutti per i geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6). ................................................................. 77 

Tabella 4.3: Livello di espressione relativa percentuale dei geni MLO nelle linee trasformate con il costrutto per 

il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6). ....................................................... 78 

Figura 4.20: Analisi istologiche dello sviluppo di Erysiphe necator nelle foglie della linea controllo (EVB) e 

della linea trasformata con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB4) a 3, 10 e 21 giorni dall’inoculo 

(dpi) con il patogeno. ............................................................................................................................................. 79 

Figura 4.21: Formazione della papilla nella linea controllo (EVB) e nella linea trasformata con il costrutto per il 

silenziamento dei geni MLO (TLB4). .................................................................................................................... 79 

Figura 4.22: Analisi dell’espressione genica nel la linea controllo (EVB) e nella linea trasformata per il 

silenziamento dei geni MLO (TLB4). .................................................................................................................... 81 

 



 

VIII 
 

  



 __________________________________________________________________________________ Riassunto 

 _______________________________________________________________________________________ IX 
 

RIASSUNTO 

 

La vite (Vitis vinifera) è una delle più importanti colture a livello mondiale, soprattutto in termini economici. La 

maggior parte delle varietà usate per la produzione di uva da tavola e da vino sono però suscettibili a numerose 

malattie, tra le quali la peronospora (causata da Plasmopara viticola) ed l’oidio (causato da Erysiphe necator). 

Queste malattie sono controllate dall’uso frequente di fungicidi chimici che, oltre ad avere un elevato costo 

economico per il produttore, hanno effetti nocivi sull’uomo e sull’ambiente e possono causare l’insorgenza di 

resistenza del patogeno. Per questo motivo vi è un enorme interesse nello sviluppo di alternative eco-compatibili 

per il controllo di queste due malattie. Ad esempio, l'ottenimento di varietà di vite resistenti ai patogeni 

rappresenta un'opzione promettente per limitare l'applicazione dei pesticidi chimici in viticoltura. La 

comprensione approfondita dei meccanismi di difesa della vite a peronospora ed oidio e l'identificazione dei geni 

chiave della resistenza sono quindi fondamentali per aiutare i programmi di miglioramento genetico finalizzati 

all’ottenimento di varietà resistenti. Oltre ai geni di resistenza, i geni di suscettibilità sono regolatori chiave dei 

processi di difesa nelle piante, come i geni Mildew Locus O (MLO) noti per essere responsabili della 

suscettibilità all’oidio in piante erbacee. Le analisi di espressione genica sono state ampiamente impiegate per 

comprendere i processi di regolazione dell'interazione della vite con la peronospora e l'oidio e per individuare i 

geni marcatori della resistenza, ma tutti gli studi condotti finora hanno preso in considerazione la foglia intera. 

Tuttavia, solo poche cellule sono realmente in contatto con il patogeno ai primi stadi di infezione e i 

cambiamenti trascrizionali altamente localizzati nelle cellule infette possono essere mascherati dalle restanti 

cellule non infette nelle analisi di organi interi. 

L'obiettivo finale di questo progetto di dottorato era quello di identificare i geni chiave ed i processi cellulari 

coinvolti nei meccanismi di difesa e di suscettibilità della vite contro la peronospora e l’oidio, per in seguito 

sviluppare metodologie innovative per il controllo di queste malattie, come varietà resistenti ed induttori di 

resistenza efficaci. Gli obiettivi specifici sono stati: i) la caratterizzazione della risposta della vite nei siti di 

infezione della peronospora per individuare le regolazioni trascrizionali sito-specifiche attivate negli stomi 

infetti, nelle regioni circostanti e nella parte distale non infetta dal patogeno; ii) il silenziamento di quattro geni 

MLO della vite (MLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13), attraverso la metodologia denominata RNA interference, 

per identificare i geni chiave responsabili della suscettibilità all’oidio. 

Per la caratterizzazione delle regolazioni trascrizionali sito-specifiche, è stato ottimizzato il protocollo di 

microdissezione laser per l’isolamento degli stomi e delle regioni circostanti agli stomi da foglie di vite cresciute 

in vitro ed è stata analizzata l’espressione di dieci geni nelle fasi iniziali dell'infezione di P. viticola. Il livello di 

espressione di sette geni di risposta a P. viticola è risultato maggiore nelle microdissezioni rispetto alla foglia 

intera, indicando una regolazione trascrizionale sito-specifica della risposta della vite alla peronospora. La 

modulazione dei geni era localizzata negli stomi e nelle regioni circostanti suggerendo l’attivazione di segnali 

cellulari con un’azione a breve distanza nel tessuto infetto. L’elevata sensibilità della microdissezione laser ha 

inoltre permesso di identificare la modulazione di tre geni che era completamente mascherata nell’analisi della 

foglia intera.  

Per la caratterizzazione dei geni di suscettibilità, tre linee silenziate nell’espressione dei geni MLO hanno 

mostrato una maggiore resistenza ad oidio. L’analisi dell’espressione genica nelle linee resistenti e suscettibili ha 

dimostrato il ruolo chiave del gene MLO-7 nei processi responsabili della suscettibilità all’oidio, con un 



Riassunto _________________________________________________________________________________  

X ________________________________________________________________________________________  
 

contributo additivo dei geni MLO-6 e MLO-11. Il livello di espressione di tredici geni di difesa della vite era 

inferiore nella linea resistente rispetto alla linea controllo, indicando che la ridotta infezione di E. necator nella 

linea resistente non era sufficiente per attivare la risposta della pianta. I tre geni MLO identificati in questo 

lavoro rappresentano quindi nuovi marcatori di resistenza della vite e possono essere utilizzati per la selezione di 

piante resistenti all’oidio mediante programmi di miglioramento genetico assistito. Il protocollo per la 

microdissezione laser ottimizzato in questo studio permette inoltre di aumentare la sensibilità di future analisi 

trascrizionali e di consentire l’identificazione di nuovi geni marcatori della risposta di difesa della vite 

all’infezione dei patogeni. 
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ABSTRACT 

Grapevine (Vitis vinifera) is one of the most economically important fruit crops worldwide, but many cultivars 

conventionally used for table grape and wine production are susceptible to two several diseases, such as downy 

mildew (caused by Plasmopara viticola) and powdery mildew (caused by Erysiphe necator). These pathogens 

are controlled by frequent applications of chemical fungicides to avoid significant losses in yield and berry 

quality. However, the ecological drawbacks of pesticides and the rapid appearance of resistant pathogen strains 

have sparked crescent interest in sustainable control alternatives. The development of resistant grapevine hybrids 

represents a promising option to limit the application of chemical pesticides in viticulture. Thus, a better 

understanding of the mechanisms responsible for the grapevine defense against downy and powdery mildew and 

the identification of key resistance genes will help breeding programs to develop resistant varieties. In addition 

to the resistance genes, the susceptibility genes are key regulators of defense processes in plants, such as the 

Mildew Locus O (MLO) genes that are known to be responsible for powdery mildew susceptibility in herbaceous 

plants. Gene expression profiling has been used extensively to investigate regulation processes of the grapevine 

interaction with mildews and to identify gene markers of the grapevine resistance. However, all studies to date 

have involved the use of whole leaves, while only a small fraction of host cells is in contact with the pathogen at 

the early infection stages. Therefore, highly localized transcriptional changes of infected cells may be masked by 

the large portion of non-infected cells when analyzing the whole leaf. 

The final goal of this PhD project was to develop innovative methods for disease control, such as resistant 

varieties and efficient resistance inducers, based on a better understanding of the key genes and cellular 

processes involved in the defense and susceptibility mechanisms of the grapevine against downy and powdery 

mildew. Specific aims were i) to characterize the grapevine response in the sites of downy mildew infection in 

order to identify site-specific transcriptional regulations in infected stomata, in surrounding areas and in distal 

part non-infected by the pathogen, and ii) to silence four grapevine MLO genes (MLO-6, MLO-7, MLO-11 and 

MLO-13) through RNA interference in order to identify the key genes responsible for powdery mildew 

susceptibility. 

For the characterization of the site-specific transcriptional regulations against downy mildew, a laser 

microdissection protocol was optimized to collect stomata and surrounding cells from leaves of in vitro-grown 

grapevines at early stages of pathogen infection, and the expression levels of ten genes involved in the grapevine 

response to downy mildew were investigated by real time PCR. The expression levels of seven P. viticola-

responsive genes were greater in microdissected cells than in whole leaves, highlighting the site-specific 

transcriptional regulation of the host response. The gene modulation was restricted to the stomata cells and to the 

surrounding areas of infected tissues, indicating that short-distance signals are implicated. The high sensitivity of 

the laser microdissection analysis showed significant modulations of three genes that were completely masked in 

the whole tissue analysis.  

For the characterization of susceptibility genes, three grapevine lines silenced in the expression of MLO genes 

showed an increased resistance against powdery mildew. Expression analyses of resistant and susceptible lines 

demonstrated the key role of the MLO-7 gene in the susceptibility of powdery mildew, with an additive 

contribution of the MLO-6 and MLO-11 genes. The expression level of thirteen defense-related genes was lower 

in resistant than in susceptible lines, highlighting an early MLO-dependent reduction of powdery mildew 

invasion. However, the accumulation of defense-related compounds was comparable in resistance and 
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susceptible lines, suggesting that further analysis are required to better clarify the complex resistance 

mechanisms against powdery mildew. The protocol for the laser microdissection analysis optimized in this study 

could greatly increase the sensitivity of further transcriptomic studies to identify new marker genes of the 

grapevine defense activated at the sites of infection. Specifically, the three MLO genes identified in this project 

represent novel markers of grapevine resistance and they could be used for marker-assisted selection in breeding 

programs of powdery mildew-resistant grapevines. 
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ABBREVIAZIONI 

 

Act Actina 

ASL Acetolattato sintasi 

AUDPC Area under disease progress curve 

bp paia di basi 

CellS cellulosa sintasi 

CHI calcone isomerasi 

cv cultivar 

dpi day(s) post inoculation 

EDS Enhanced disease susceptibility 

ETI Effector-triggered immunity 

EF-1α Fattore di elongazione-1α 

EVB Empty vector of Brachetto 

ET Etilene 

FACS Fluorescence-activated cell sorting 

GADPH Glutaraldeide 3-fosfato deidrogenasi 

geni R geni di resistenza 

geni S geni di suscettibilità 

GLP Germin-like protein 

HR Risposta ipersensibile 

ISR Resistenza sistemica indotta 

JA Acido jasmonico 

LOX lipossigenasi 

LSU Large ribosomal subunit 

MAPK Mitogen-activated protein kinases 

MLO Mildew Locus O 

NPF Trasportatore NO2
-/NO3

- 

OSM osmotina 

PAD Phytoalexin deficient 

PR proteine di patogenesi 

PTGS Post transcriptional gene silencing 

PTI PAMP-triggered immunity 

ROS Specie reattive dell’ossigeno 

RNAi RNA interference 

rpm rivoluzioni per minuto  

SA Acido salicilico 

SAR Resistenza sistemica acquisita 

TLB Transgenic Line of Brachetto 

TLP Thaumatin-like protein 

v/v volume su volume 

w/v peso su volume 
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1 INTRODUZIONE 

1.1 Caratteristiche generali della vite  

1.1.1 Classificazione tassonomica della vite 

La vite (Vitis vinifera Linneo) è una delle più importanti colture a livello mondiale soprattutto in termini 

economici. L’uva può essere infatti usata come frutta fresca (uva da tavola), per la produzione di succhi o di uva 

essiccata, oltre che per la produzione di beni con un elevato valore aggiunto come il vino e altre bevande 

alcoliche. La vite riveste anche un’importanza storica e culturale in quanto è sempre stata coltivata sin dai tempi 

più antichi.  

Secondo la classificazione botanica, la vite appartiene al regno delle Viridiplantae, ordine Vitales, famiglia 

Vitaceae, genere Vitis. Il genere Vitis è suddiviso in due sottogeneri, ossia Muscadinia ed Euvitis, i cui membri 

hanno scarsa infertilità. I membri del sottogenere Muscadinia hanno infatti un numero cromosomico pari a 20, 

mentre quelli appartenenti al sottogenere Eurovitis pari a 19. Al primo gruppo appartengono solo tre specie di 

origine americana (V. munsoniana, V. rotundifolia e V. popenoei); il secondo comprende 62 specie di origine 

americana, eurasiatica tutte interfertili tra loro, raggruppate in base all’origine geografica e alla morfologia. Le 

viti americane V. rupestris, V. riparia e V. berlandieri sono usate principalmente come portainnesti resistenti alla 

fillossera (Daktulosphaira vitifoliae), e portano inoltre caratteri di resistenza a peronospora ed oidio. La maggior 

parte delle varietà coltivate (cultivar), soprattutto per la produzione di vino, sono invece classificate come Vitis 

vinifera L. subsp. vinifera (o sativa).  

 

1.1.2 Importanza economica della vite 

La coltivazione della vite copre un’area di 7,6 milioni di ettari con una produzione globale di 77 milioni di 

tonnellate nel 2014 (FAOSTAT 2014) (Figura 1.1). 

 

 

Figura 1.1: Produzione media della vite dal 1993 al 2014. 
Sono riportati i dati dal sito www.faostat.fao.org. 
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L’Europa è il maggior produttore di uva a livello mondiale (Figura 1.2). Specialmente i paesi che si affacciano 

sul Mar Mediterraneo sono i maggiori produttori, grazie alle condizioni climatiche favorevoli che garantiscono la 

produzione di uve da tavola e da vino di ottima qualità. 

L’Italia è uno tra i maggiori produttori di vino e di uva da tavola a livello mondiale (Figura 1.3). La viticoltura 

risulta la prima attività agricola e la coltivazione della vite è stata pari a 8,3 milioni di tonnellate nel 2014. Dal 

sesto censimento ISTAT sullo stato dell’agricoltura è infatti emerso che il 5,2% (circa 600-700 ettari) della 

superficie totale è destinato alla coltivazione della vite (ISTAT 2010). 

 

 

Figura 1.2: Percentuale media (dal 1993 al 2014) della produzione di uva a livello mondiale  
Sono riportati i dati del sito www.faostat.fao.org. 

 

 

 

 

 

Figura 1.3: I primi 5 produttori di uva (da vino e da tavola) a livello mondiale.  
Nel 2014 l’Italia ha coperto il 45% della produzione mondiale di uva. Sono riportati i dati dal sito www.faostat.fao.org. 
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1.1.3 Principali patologie della vite 

Come molte altre specie vegetali coltivate, la vite è suscettibile a numerose avversità biotiche e abiotiche che 

spesso compromettono sia la produttività dei vigneti sia la qualità delle uve prodotte, causando ingenti danni 

economici non solo al coltivatore ma anche a tutto il settore della trasformazione. Il controllo delle malattie è 

comunemente basato sull’intensa applicazione di prodotti chimici, spesso dannosi per l’uomo e per l’ambiente. 

Negli ultimi anni però vi è una forte pressione sociale e legislativa che impone una graduale riduzione dell’uso 

dei prodotti chimici in agricoltura (regolamentazione europea 1107/2009).  

Vitis vinifera è suscettibile a numerosi patogeni, in particolare i funghi ed gli oomiceti rappresentano un 

importante classe di patogeni che compromettono qualità e resa della vite (Delaunois et al. 2014). Tra questi, 

l’oomicete biotrofo Plasmopara viticola (agente causale della peronospora della vite), l’ascomicete biotrofo 

Erysiphe necator (agente causale dell’oidio della vite) e il deuteromicete necrotrofo Botrytis cinerea (agente 

causale del marciume grigio) sono i tre principali agenti patogeni (Delaunois et al. 2014). Inoltre, i funghi 

associati alle malattie del legno della vite (ad esempio Phomopsis viticola, Botryosphaeria dothidea e Eutypa 

lata) sono responsabili di altre importanti malattie della vite (Ferreira et al. 2004). Per la sua importanza storica, 

sociale ed economica la vite è una delle specie di interesse agrario maggiormente studiate per la prevenzione e la 

protezione dalle avversità naturali ed è quindi una specie arborea “modello” per lo studio dei meccanismi di 

interazione pianta-patogeno (Delaunois et al. 2014). 

 

 

1.2 Caratteristiche generali della peronospora della vite 

1.2.1 Plasmopara viticola: agente causale della peronospora della vite 

La peronospora causata da P. viticola (Berkeley e Curtis) Barlesse e De Toni rappresenta una delle più gravi 

malattie della vite, in particolare in climi miti e umidi (Gessler et al. 2011). La maggior parte delle cultivar di 

vite usate per la produzione di uva da tavola o da vino sono suscettibili alla peronospora, e le infezioni di questa 

malattia causano ingenti danni economici a causa della riduzione della produzione sia dal punto di vista 

quantitativo che qualitativo. P. viticola colpisce foglie, germogli, infiorescenze ed infruttescenze ed è controllata 

dall’intensa applicazione di prodotti chimici (Gessler et al. 2011).  

 

1.2.2 Classificazione tassonomica di Plasmopara viticola 

L’oomicete P. viticola è originario dell’America del Nord e venne introdotto in Europa nella seconda metà del 

XIX secolo, in seguito all’importazione di viti americane utilizzate per la ricostruzione dei vitigni europei 

distrutti dalla fillossera. In particolare, la peronospora fece la sua comparsa per la prima volta in Francia nel 

1878 e l’anno successivo fu identificata per la prima volta in Italia. La malattia si diffuse rapidamente in tutta 

Europa, in seguito in Turchia e nelle zone viticole della Russia meridionale e successivamente in Africa. 

La classificazione del patogeno iniziò nel 1834, Schweinitz lo inserì erroneamente tra i microrganismi 

appartenenti alla specie Botrytis cana e successivamente Berkeley e Curtis lo descrissero come una nuova 

specie, Botrytis viticola. Nel 1848, con un attento studio del fungo, De Bary descrisse accuratamente la forma 

asessuata e sessuata e lo riferì al genere Peronospora, classificandolo come Peronospora viticola. In seguito, nel 

1886, Shröder suddivise il genere Peronospora spp. in Peronospora spp. e Plasmopara spp., ma il riferimento 
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sistemico a Plasmopara avvenne per opera di Barlesse in collaborazione con De Toni nel 1888. La separazione 

degli oomiceti dal regno dei funghi è invece più recente. Gli oomiceti si differenziano dai funghi per molti 

aspetti, tra i quali la parete cellulare composta di cellulosa e non di chitina, nuclei diploidi e non aploidi (come 

nei funghi ascomiceti) o dicariotici (come nei funghi basidiomiceti) e per la presenza di zoospore biflagellate. 

 

1.2.3 Ciclo di infezione di Plasmopara viticola 

P. viticola è un patogeno obbligato, le ife si sviluppano negli spazi intercellulari dell’ospite e assorbono nutrienti 

dalle cellule vive dell’ospite tramite gli austori. Gli austori sono strutture organizzate che si insinuano all’interno 

delle cellule della pianta ospite e permettono l’assimilazione delle sostanze nutritive per il patogeno e lo scambio 

di altri metaboliti (Jones and Dangl 2006). In Figura 1.4 viene riportato il ciclo biologico di infezione di P. 

viticola.  

 

 
Figura 1.4: Ciclo di infezione di Plasmopara viticola. 

(Agrios 2005) 

 

Il patogeno sverna per mezzo di oospore presenti in tessuti fogliari in decomposizione. Le oospore si formano 

per riproduzione sessuata durante tutto il periodo vegetativo, e, in particolare, dal momento in cui i tessuti colpiti 

riducono la loro attività fisiologica o in coincidenza delle precipitazioni annuali. Nei tessuti vegetali si ha la 

formazione di una cellula femminile (oogonio) dall’estremità di un filamento di micelio e di una cellula maschile 

(anteridio) che si differenzia da una seconda ifa. In seguito a fecondazione si genera l’oospora che subisce un 

processo di maturazione, l’oospora matura è una struttura di conservazione che può rimanere vitale fino a 10 

anni (Gessler et al. 2011). In primavera ed inizio estate (Aprile-Luglio), le oospore mature germinano in 

condizioni microclimatiche favorevoli, producendo un macrosporangio in grado di rilasciare zoospore che danno 

origine all’infezione primaria. Alla prima pioggia dopo la germinazione, gli sporangi e le zoospore sono 

trasportati sulla vegetazione dagli schizzi d’acqua e dai movimenti dell’aria. Le zoospore flagellate, al contatto 

con la superficie fogliare bagnata, si muovono verso le aperture stomatiche, sulla pagina inferiore della foglia, 

sugli organi verdi e sugli acini negli stadi iniziali di accrescimento.  
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É stato dimostrato che le zoospore sono guidate verso gli stomi da fattori rilasciati dagli stomi aperti della pianta 

(Kiefer et al. 2002, Díez-Navajas et al. 2008), ma la natura di questi fattori 

dell’ospite non è ancora nota. Una volta prossime allo stoma, le zoospore 

perdono i flagelli (zoospora incistata) ed emettono un tubetto germinativo 

(Figura 1.5) che raggiunge la cavità sottostomatica.  

Il patogeno forma delle vescicole nella cavità sottostomatica, da questa 

vescicola si origina l’ifa primaria che cresce 

tra le cellule parenchimatiche, formando 

l’austorio primario, in seguito le ife si 

accrescono e invadono il tessuto dell’ospite 

(Unger et al. 2007) (Figura 1.6).  

Il calcolo delle condizioni a rischio per le infezioni primarie è basato sulla 

regola dei “tre dieci” secondo la quale sono necessari una temperatura 

superiore di 10°C, una pioggia superiore a 10 millimetri e foglie di almeno 6-

8 cm2 che corrispondono ad un germoglio di 10 cm di sviluppo (Baldacci 

1947, Baldacci and Refatti 1956). Il ciclo secondario (o agamico) è 

caratterizzato dalla produzione di rami sporangiofori e sporangi, visibili sotto 

forma di muffa bianca sulla pagina inferiore delle foglie e sui tessuti verdi 

della pianta. Le condizioni ideali per la sporulazione sono una temperatura 

superiore a 12°C, con un ottimo attorno a 18-20°C, e un’umidità relativa 

molto elevata (>93%). Gli sporangi possono essere diffusi grazie a gocce d’acqua e, come nel caso delle 

infezioni primarie, rilasciare quindi zoospore che nuotano sullo strato d’acqua che ricopre la pagina inferiore 

delle foglie fino a raggiungere gli stomi. 

 

1.2.4 Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola 

I danni causati dalle infezioni di P. viticola sono molteplici e riguardano vari organi. P. viticola infetta tutti gli 

organi erbacei della vite: foglie, germogli, infiorescenze, infruttescenze e grappoli. Gli attacchi ai grappoli 

possono portare ad una consistente perdita di produzione, mentre i danni alle foglie determinano una riduzione 

dell’attività fotosintetica e, quindi, dell’accumulo di zuccheri e aromi (Pertot et al. 2005). Inoltre, la diminuzione 

dell’attività fotosintetica si ripercuote anche sulle riserve negli organi legnosi e nelle radici (Pertot et al. 2005). 

Le infezioni più gravi possono compromettere l’intero metabolismo della pianta e mettere a rischio la ripresa 

vegetativa nell’anno successivo. 

 

1.2.4.1 Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola sulle foglie 

Il sintomo caratteristico dell’infezione di P. viticola sulle foglie di vite è la presenza di “macchie d’olio”, cioè 

chiazze traslucide che compaiono dopo un periodo di incubazione di 4-18 giorni, a seconda della temperatura 

ambientale (Figura 1.7 A). Ai limiti delle macchie d’olio si formano delle marginature brunastre, poi i tessuti 

imbruniscono, dissecano e le foglie infine cadono. Il periodo di incubazione della malattia può variare da un 

minino di 4-5 giorni ad un massimo di 15-18 giorni in funzione della temperatura. Al termine del periodo di 

incubazione, con un’umidità ambientale elevata, compaiono i rami conidiofori che formano la tipica muffa 

Figura 1.5: Zoospore nei pressi 
dello stoma.  

La freccia indica la formazione 
del tubetto germinativo 

(Jürges et al. 2009). 

Figura 1.6: Sviluppo di 
Plasmopara viticola all’interno del 

tessuto fogliare.  
Le ife di P. viticola all’interno del 
mesofillo sono state colorate con 

blu di anilina e visualizzate in 
microscopia fluorescente. 
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biancastra facilmente riconoscibile sulla pagina inferiore delle foglie in corrispondenza delle macchie d’olio 

(Figura 1.7 B). L’età della foglia gioca un ruolo fondamentale sull’infezione. Le foglie giovani, con un diametro 

inferiore a 2 cm, presentano aperture stomatiche non differenziate e non sono soggette all’infezione (Pertot et al. 

2005). Le foglie con età superiore ai 50-60 giorni diventano meno suscettibili agli attacchi del patogeno, 

principalmente per effetto di una resistenza strutturale dei tessuti e un maggior contenuto di polifenoli ad azione 

antimicrobica (resistenza ontogenica). La diffusione delle ife nel tessuto fogliare vecchio viene limitata 

dall’aumentare della consistenza delle nervature, le infezioni tardive su foglie adulte si manifestano quindi con 

numerose piccole macchie delimitate dalle nervature (peronospora a mosaico) (Pertot et al. 2005).  

 
 

Figura 1.7: Sintomi della peronospora sulle foglie. 
(A) Macchie d’olio sulla pagina superiore della foglia. (B) Sporulazione bianca sulla pagina inferiore della foglia (Gessler et 

al. 2011). 
 

 

1.2.4.2 Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola sul grappolo 

Gli attacchi di peronospora sui grappoli sono estremamente pericolosi per il loro impatto sulla produzione. Le 

infiorescenze sono molto sensibili ai patogeni a partire dalla loro differenziazione fino alla fioritura. I sintomi 

sulle infiorescenze si manifestano con una muffa che ricopre i fiori, similmente a quanto avviene sulle foglie. 

Quando l’attacco è precoce l’intera infiorescenza può necrotizzare o deformarsi ed assumere una tipica “forma 

ad S”, le porzioni colpite possono presentare allessature ed imbrunimenti.  

Sui grappoli giovani, la via di penetrazione del patogeno è rappresentata dagli stomi degli acini, dei raspi e dei 

racimoli (Pertot et al. 2005). L’infezione del giovane grappolo determina allessamento e ripiegamento ad “S” del 

rachide. In seguito compare una muffa bianco-grigiastra emessa dagli stomi e dalle fessurazione della buccia 

chiamata marciume grigio (Figura 1.8 A). Quando gli acini raggiungono un diametro di 2 mm, gli stomi 

atrofizzano e gli acini diventano meno sensibili e non possono più essere colpiti direttamente. Tuttavia, il 

patogeno può penetrare attraverso gli stomi dei pedicelli e propagarsi anche all’interno degli acini. In questo 

caso, in assenza di stomi, la peronospora non può manifestarsi emettendo la tipica muffa bianca, gli acini colpiti 

si colorano di blu-marrone, induriscono e tendono a cadere (marciume bruno o peronospora larvata) (Pertot et al. 

2005) (Figura 1.8 B).  

A B 



 _______________________________________________________________________________ Introduzione 

 ________________________________________________________________________________________ 7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8: Sintomi della peronospora sui grappoli. 
(A) marciume grigio, (B) marciume bruno (Pertot et al. 2005). 

 

 

1.2.4.3  Sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola sul germoglio ed altri organi verdi 

Tutti gli organi verdi con stomi attivi e differenziati possono essere colpiti. I germogli erbacei possono quindi 

essere attaccati soprattutto vicino ai nodi, in maniera diretta attraverso gli stomi o in maniera indiretta, attraverso 

infezioni dei piccioli fogliari. Le zone infette mostrano allessamenti e imbrunimenti e, in casi di infezione 

precoce, si osserva un portamento contorto del tralcio e del viticcio, dovuto a fenomeni di ipertrofia cellulare. 

Con l’avanzare del processo di lignificazione diminuisce la ricettività dei tralci e i sintomi sono caratterizzati da 

lesioni dei tessuti corticali e da piccoli cancri (Pertot et al. 2005).  

 

 

1.3 Caratteristiche generali dell’oidio della vite 

1.3.1 Erysiphe necator: agente causale dell’oidio della vite 

L’oidio, conosciuto anche con il nome di “mal bianco” è causato dal fungo ascomicete Erysiphe necator 

Schwein nella sua forma gamica (precedentemente noto con il nome di Uncinula necator [Schwein] Burill) e di 

Oidium tuckeri Berkeley in forma agamica. L’oidio, può avere un impatto disastroso sulla produzione viticola, 

sia in termini quantitativi che qualitativi, a causa delle caratteristiche biologiche del fungo che lo rendono poco 

dipendente dalle condizioni climatiche e capace di moltiplicarsi e diffondersi velocemente, rendendo 

particolarmente impegnativa la difesa contro questa malattia (Angeli and Pertot 2007). 

 

1.3.2 Classificazione tassonomica di Erysiphe necator 

Come nel caso della peronospora, l’agente causale Erysiphe necator venne introdotto in Europa dall’America del 

Nord e la malattia dell’oidio fu segnalata in Francia nel 1847 e da allora si diffuse rapidamente nelle varie 

regioni viticole europee, al punto che negli anni 1850-51 era presente in tutto il bacino del Mediterraneo, dove 

determinò ingenti danni alla produzione. L’agente causale venne descritto per la prima volta nel 1834 da 

Schweinitz definendolo come E. necator. Più tardi, nel 1847, Berkeley descrisse le principali caratteristiche del 

patogeno, denominando la forma agamica del fungo come Oidium tuckeri. Esistono diversi sinonimi, tra cui 

A B 
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Uncinula necator Schweinitz Burrill (1892) ancora comunemente usato. Il fungo è un ascomicete, produce corpi 

fruttiferi contenenti gli aschi con le ascospore nella fase gamica o ascofora, mentre forma i conidi nella forma 

agamica o conidiofora.  

 

1.3.3 Ciclo di infezione di Erysiphe necator 

L’oidio della vite è un ectoparassita obbligato, cioè sviluppa il micelio all’esterno dei tessuti colpiti entro i quali 

inserisce gli austori per assorbire le sostanze nutritive della cellula vegetale e non può sopravvivere in assenza 

dell’ospite. Il fungo può svernare in due forme: asessuata, cioè come micelio nelle gemme infette, oppure 

sessuata, attraverso i corpi fruttiferi, i cleistoteci (Figura 1.9). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.9: Ciclo di infezione di Erysiphe necator. 
(http://www.metos.at/) 

 

 

 

In condizioni ambientali favorevoli, il micelio svernante origina nuovi conidi, responsabili delle infezioni 

secondarie, mentre i cleistoteci originano le ascospore che sono responsabili delle infezioni primarie. I cleistoteci 

sono corpuscoli sferici con diametro di circa 0,1 mm. Negli stadi giovanili sono trasparenti e successivamente 

diventano gialli, marroni e, quando sono completamente maturi, neri. Ciascun cleistotecio contiene 6 aschi, 

ciascuno dei quali produce 4-8 ascospore (Angeli and Pertot 2007). I cleistoteci cominciano a formarsi in 

massiccia quantità a partire dal mese di agosto nei tessuti infetti, in particolare su foglie e tralci, e vengono 

trasportati dal vento e dalle piogge autunnali all’interno delle screpolature della corteccia dove si conservano 

fino alla primavera successiva. Quando la temperatura raggiunge i 10°C, in seguito ad una leggera pioggia (2-5 

mm) e con 15-20 ore di bagnatura, i cleistoteci si aprono e liberano le ascospore.  
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Se le condizioni rimangono favorevoli le ascospore germinano producendo un tubetto germinativo che termina 

in un appressorio trilobato che le ancora all’epidermide (Figura 1.10). Dall’appressorio si origina uno stiletto di 

penetrazione che determina la formazione di un poro di penetrazione (0,5 

µm) vincendo le barriere della cuticola e della parete cellulare della 

pianta. Al di sotto dell’appressorio si sviluppa un austorio lobato 

(Gadoury et al. 2012). Successivamente dalla spora si origina, 

generalmente al polo opposto al tubo germinativo, un’ifa primaria che si 

allunga, emette il primo appressorio ifale e poi ramifica. Il micelio cresce 

sull’epidermide fogliare, le ife producono appressori che assicurano 

l’ancoraggio ad intervalli regolari e una penetrazione efficace nell’ospite. 

Dopo un periodo di incubazione variabile tra 7-8 e 10-12 giorni, a 

seconda della temperatura, l’infezione diventa visibile sotto forma del 

tipico micelio biancastro dal quale si differenziano, perpendicolarmente alla superficie fogliare, rami conidiofori 

multisettati che portano catene di conidi di forma ovoidale. Le infezioni primarie si esauriscono nella prima parte 

della stagione. I conidi sono invece responsabili delle infezioni secondarie che sono favorite dal verificarsi di 

specifiche condizioni climatiche: periodi privi di piogge per più di 6-7 giorni, assenza di pioggia consistente (> 

25 mm) e temperature medie variabili tra i 20-30°C. Mentre le piogge non favoriscono il progredire della 

malattia, poiché sono responsabili del dilavamento dei conidi e dell’inibizione della loro germinazione, l’umidità 

relativa non rappresenta un ostacolo allo sviluppo del patogeno e valori compresi tra 40 e 90% sono idonei per la 

germinazione dei conidi (Angeli and Pertot 2007).  

 

1.3.4 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator 

I danni diretti o indiretti sono molteplici e sono determinati dalla capacità del patogeno di colpire tutti i tessuti 

verdi della pianta. Gli attacchi dell’oidio non portano mai alla morte della pianta ma ne riducono fortemente la 

produttività e lo sviluppo vegetativo favorendo anche altri patogeni. I germogli e i tralci infetti non si sviluppano 

adeguatamente e le foglie hanno minore capacità fotosintetica con minore disponibilità di zuccheri ed altri 

metaboliti, limitando così la crescita dei tessuti.  

 

1.3.4.1 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator sulle foglie 

I sintomi sulle foglie sono caratterizzati da aree più chiare sulle quali compare inizialmente una patina biancastra 

evanescente ed in seguito una efflorescenza polverulenta (Figura 1.11 A). In caso di forti attacchi e con 

l’evolvere della malattia compaiono imbrunimenti delle nervature e punteggiature necrotiche. Nella fase iniziale 

della malattia i sintomi non sono sempre facilmente visibili. Osservando in controluce il tessuto fogliare in 

corrispondenza delle lesioni, appare decolorato e traslucido. Con la progressione della malattia la lamina fogliare 

si piega verso l’alto assumendo la tipica forma “a coppa” (Figura 1.11 B). In seguito la foglia ingiallisce, 

necrotizza e cade anticipatamente. L’oidio si manifesta su entrambe le superfici della foglia, sulla pagina 

superiore l’oidio si può sviluppare molto precocemente con la formazione di macchie traslucide ricoperte da una 

lieve muffa di color bianco-avorio.  

ap 

Figura 1.10: Conidio di E. necator 
germinato con la formazione 

dell’appressorio (ap) visualizzato 
mediante colorazione con blu di anilina 

in microscopia ottica. 
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A B 

Figura 1.11: Sintomi dell’oidio sulle foglie.  
(A) Efflorescenza polverosa sulle foglie. (B) La lamina fogliare si piega verso l’alto (“forma a coppa”) (Angeli and Pertot 

2007). 
 

 

1.3.4.2 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator sul germoglio 

L’oidio può colpire anche i tessuti giovani dei tralci. Nelle fasi iniziali 

dell’infezione il sintomo non è facilmente visibile in quanto è costituito da 

micelio rado e scarsa sporulazione. In seguito alla necrosi delle cellule 

superficiali dovuta all’azione del patogeno compaiono delle aree brune 

dall’aspetto reticolato che rimangono visibile anche dopo la lignificazione 

(Figura 1.12). Sui germogli il sintomo è causato dalla rapida colonizzazione dei 

tessuti da parte del micelio svernante protetto dalle perule all’interno delle 

gemme (Angeli and Pertot 2007). In primavera i germogli infetti sono 

precocemente ricoperti da un’abbondante muffa biancastra polverulenta e, 

poiché lo sviluppo della lamina fogliare è ridotto dall’attività del patogeno, 

assumono un aspetto particolare denominato “germogli a bandiera” dal termine 

inglese “flag-shoots” (Angeli and Pertot 2007). 

 

 

1.3.4.3 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necator sul grappolo 

I sintomi più gravi si hanno sulle infiorescenze che sono suscettibili già prima della fioritura. Gli attacchi precoci 

causano l’aborto e la caduta dei fiori ed inibiscono la crescita dei grappoli. Le infezioni post-fiorali causano 

necrosi delle cellule dell’epidermide con conseguente rottura dell’acino, aprendo così la strada ad altre infezioni 

(Figura 1.13 B) (Angeli and Pertot 2007). In caso di attacchi deboli o più tardivi sugli acini si formano 

punteggiature ed imbrunimenti, accompagnati dalla classica efflorescenza biancastra (Figura 1.13 A).  

 

 

 

Figura 1.12: Sintomi dell’oidio 
sul tralcio. 

(Angeli and Pertot 2007). 



 _______________________________________________________________________________ Introduzione 

 _______________________________________________________________________________________ 11 
 

Figura 1.13: Sintomi dell’oidio sui grappoli. 
(A) Efflorescenza biancastra sui grappoli. (B) Spaccature sugli acini causate dall’oidio (Angeli and Pertot 2007). 

 

 

1.4 Meccanismi di difesa delle piante 

1.4.1 Aspetti generali dei meccanismi di difesa 

Le piante subiscono continuamente l’attacco di patogeni e predatori, come virus, batteri, funghi, oomiceti, 

nematodi ed insetti, i quali evolvono dei meccanismi in grado di stabilire una relazione di parassitismo con la 

pianta ospite (Pieterse et al. 2009). I patogeni possono essere distinti a seconda del loro stile di vita in biotrofi e 

necrotrofi. I biotrofi ricavano nutrimento dai tessuti vegetali dell’ospite vivente attraverso strutture specializzate 

nel recuperare nutrimento dai tessuti delle cellule ospiti. I necrotrofi invece provocano la morte dei tessuti 

dell’ospite secernendo tossine o enzimi litici e si nutrono di quello che rimane (Pieterse et al. 2009).  

Poiché la pianta non è in grado di evitare l’attacco del patogeno spostandosi in un ambiente favorevole, deve 

riuscire ad attivare tempestivamente dei meccanismi di difesa efficaci, tali da permettere la limitazione 

dell’infezione (Thomma et al. 2001). Le strategie messe in atto per arrestare o limitare l’azione invasiva del 

patogeno sono molteplici e possono essere indipendenti o dipendenti dall’interazione con il patogeno. Le prime 

includono risposte pre-esistenti o costitutive della pianta, come la presenza di barriere strutturali e la produzione 

costitutiva di composti antimicrobici che possono fornire una protezione non-specifica verso un’ampia gamma di 

microrganismi. Le seconde riguardano meccanismi post-infezione, inducibili in seguito alla percezione di segnali 

provenienti dal patogeno.  

In risposta all’attacco dei patogeni, la pianta può attivare diversi tipi di difesa. La resistenza definita “ospite-

specifica” è quella espressa solo da particolari genotipi appartenenti a specie vegetali ospiti, suscettibili ad una 

particolare specie patogena, ed è circoscritta ad un unico genotipo di tale specie patogena. Si tratta di una 

resistenza comunemente espressa da una particolare cultivar vegetale contro uno specifico genotipo della specie 

patogena (pathovar, nel caso di batteri, e forma speciale, nel caso di funghi), per questo viene anche definita 

come resistenza razza-cultivar (Nurnberger and Lipka 2005). 

Un secondo tipo di resistenza si verifica quando un’intera specie vegetale non ospita mai nessuna razza di una 

determinata specie che si è dimostrata patogena nei confronti di un’altra specie vegetale (Mysore and Ryu 2004). 

Questo tipo di resistenza è denominata “non-ospite” ed è espressa da tutte le piante verso la maggior parte dei 

A B 
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microrganismi potenzialmente patogeni (Heath 2000). In questo contesto, un microrganismo che è patogeno per 

una specie vegetale ma che non è però in grado di causare malattia in un’altra specie vegetale, viene indicato 

come patogeno non-ospite di quest’ultima specie vegetale (Mysore and Ryu 2004). La resistenza non-ospite è un 

tipo di resistenza altamente efficace e duratura contro una vasta gamma di patogeni (Hammond-Kosack and 

Parker 2003). Si ritiene che i meccanismi che ne stanno alla base possano essere sfruttati per generare colture 

resistenti (Hammond-Kosack and Parker 2003). La resistenza non-ospite può essere sia di tipo pre-infezione che 

di tipo post-infezione (Mysore and Ryu 2004). 

 

1.4.2 Meccanismi di resistenza pre-infezione 

Le cosiddette difese preformate sono il primo ostacolo che i patogeni devono affrontare prima di poter invadere 

la pianta. I patogeni necessitano di segnali provenienti dalla pianta per indurre la differenziazione cellulare ed 

esprimere i geni essenziali alla manifestazione della loro patogenicità (Thordal-Christensen 2003, Mysore and 

Ryu 2004). Ad esempio, la composizione delle cere sulla superficie cellulare è importante nell’attivazione dello 

sviluppo di strutture infettive e può quindi permettere di riconoscere se la pianta con la quale è a contatto è un 

ospite oppure non-ospite (Tsuba et al. 2002). Anche il citoscheletro delle cellule vegetali fornisce una barriera 

fisica contro l’invasione di molti patogeni ed è stato dimostrato che i microfilamenti di actina forniscono una 

difesa contro la penetrazione da parte di funghi all’interno del tessuto vegetale; infatti una loro distruzione porta 

alla perdita della resistenza non-ospite contro diversi funghi (Yun et al. 2003). Inoltre, le piante producono una 

serie di metaboliti secondari, molti dei quali possono agire come composti antimicrobici (Mysore and Ryu 

2004). Essi sono importanti nella difesa contro molti patogeni, sia ospiti che non-ospiti e il loro successo nel 

prevenire l’instaurarsi di un’infezione dipende probabilmente dal grado di coevoluzione tra pianta e patogeno 

(Thordal-Christensen 2003). Un esempio a tal proposito è quello del patogeno Gaeumannomyces graminis 

varietà tritici , in grado di infettare le radici di frumento, ma non di avena. Il patogeno correlato ad esso G. 

graminis varietà avenae riesce ad infettare avena grazie alla sua capacità di detossificare l’avenacina A-1, una 

saponina antifungina sostitutivamente prodotta. Una linea mutante di avena che non produce questa saponina è 

risultata infatti suscettibile a G. graminis varietà tritici , confermando la specificità di questa interazione pianta-

patogeno (Papadopoulou et al. 1999). 

 

1.4.3 Meccanismi di resistenza indotti 

Il processo di riconoscimento pianta-patogeno avviene innanzitutto attraverso l’interazione tra gli elicitori 

prodotti dal patogeno ed i corrispondenti recettori presenti nella pianta. Il sistema di difesa della pianta può 

essere raffigurato con una struttura a zig-zag come proposto da Jones and Dangl (2006) (Figura 1.14). 
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Figura 1.14: Modello a zig-zag dell’interazione pianta-patogeno.  

(Jones and Dangl 2006) 
 

 

Un primo livello, definito immunità innata o resistenza generale indotta, è caratterizzata dal riconoscimento di 

elicitori generici, come ad esempio la flagellina (la componente principale del flagello batterico) oppure 

molecole di superficie del patogeno, chiamate PAMP (pathogen-associated molecular pattern), da parte di 

recettori transmembrana detti PRR (pattern recognition receptor) (Dodds and Rathjen 2010). Le piante 

rispondono anche a molecole rilasciate a causa dell’infezione del patogeno, come frammenti della parete 

cellulare vegetale, chiamate DAMP (danger-associated molecular patterns). Questo primo livello di difesa viene 

definito PAMP-triggered immunity (PTI). Se il patogeno evolve un meccanismo che blocca questa prima linea di 

difesa attraverso soppressori o fattori di virulenza, la pianta evolve un secondo livello di difesa con un elevato 

grado di specificità, definito come effector-triggered immunity (ETI). Questo secondo livello di resistenza è 

governato da singoli geni di resistenza (geni R) della pianta, il prodotto dei quali interagisce con elicitori 

specifici prodotti dai geni di avirulenza (Avr) dei patogeni. Questo tipo di interazione prende anche il nome di 

“resistenza gene-per-gene”. Questo modello venne proposto da Flor (1971) e sostiene che la resistenza della 

pianta si manifesta solo quando la pianta presenta un gene di resistenza in forma dominante (R) e il patogeno 

esprime il complementare gene dell’avirulenza anch’esso dominante (Avr). Inizialmente si riteneva che ci fosse 

un’interazione diretta tra le proteine R e Avr, secondo un modello recettore-ligando. Studi successivi hanno 

dimostrato che la maggior parte delle interazione R-Avr non avviene in maniera diretta, ma piuttosto attraverso il 

cosiddetto “modello di guardia”, secondo il quale le proteine R fungono da antenne molecolari che registrano le 

interazioni tra i fattori di avirulenza e le loro molecole bersaglio dell’ospite (Jones and Dangl 2006).   

In seguito a tale processo di riconoscimento avvengono una serie di eventi cellulari attivati dalla pianta (Figura 

1.15). La natura di queste risposte di difesa sono molto simili tra PTI e ETI (Pieterse et al. 2009), anche se varia 

l’intensità della risposta di difesa (Dodds and Rathjen 2010). Il riconoscimento del patogeno da parte della pianta 

comporta numerosi eventi molecolari quali il flusso di ioni Ca2+ verso l’interno della cellula ed un rapido 

aumento delle specie reattive dell’ossigeno (ROS), l’attivazione delle chinasi mitogen-activated protein 

(MAPK). Le difese includono la fortificazione della parete cellulare attraverso la sintesi di callosio, la 

formazione della papilla e lignificazione. La lignina è un polimero idrorepellente molto robusto, la cui 
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produzione è stimolata dall’acqua ossigenata. La sua combinazione con il callosio, un polimero del β-1,3-

glucano, forma papille a livello del sito di infezione (Thatcher et al. 2005).  

 

 

Figura 1.15: Rappresentazione schematica dei meccanismi di percezione, segnalazione e risposta alla base  
dell'interazione pianta-patogeno. 

Il riconoscimento dei PAMP (pathogen-associated molecular pattern) mediante specifici recettori sulla superficie cellulare 
inducono delle risposte di difesa nella pianta. Nelle caselle bianche sono elencati le molecole percepite dall'ospite ed i 
meccanismi di percezione e trasduzione del segnale. Nelle caselle blu sono indicate le barriere fisiche, chimiche ed i 

meccanismi di difesa pre-esistenti e indotti (Nurnberger and Lipka 2005). 
 

 

In seguito all’attacco del patogeno aumenta il livello di estensine e di proteine della parete ricche in 

idrossiprolina, con conseguente occlusione dei vasi attraverso la formazione di gomme per bloccare la diffusione 

del patogeno (Thatcher et al. 2005). Tra i composti di difesa che si accumulano vanno anche ricordate le 

fitoalessine, che includono composti fenolici, terpenoidi, poliacetileni e derivati degli acidi grassi (Thatcher et al. 

2005). Viene anche indotta la sintesi di proteine pathogenesis related (PR). Queste proteine inducibili correlate 

alla difesa sono state osservate in molte specie vegetali in seguito all’infezione da parte di oomiceti, funghi, 

batteri, virus e viroidi, insetti e nematodi (van Loon et al. 2006) e sono state classificate in 17 famiglie in base 

alle loro proprietà biochimiche e biologiche (Tabella 1.1).  
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Tabella 1.1: Famiglie conosciute di proteine di difesa correlate alla patogenesi (PR).  
(van Loon et al. 2006) 

 

 

 

 

La resistenza gene-per-gene porta inoltre alla risposta ipersensibile (HR), che è caratterizzata da una rapida 

morte delle cellule dell’ospite, localizzata al sito di infezione del patogeno in seguito all’instaurarsi di 

un’interazione incompatibile (Thatcher et al. 2005). L’HR riesce a confinare la crescita dei patogeni biotrofi 

limitando l’assunzione di nutrienti da parte di essi. Durante l’HR avviene un flusso di ioni Ca2+ e H+ verso 

l’interno della cellula, mentre si ha un flusso nella direzione opposta di ioni K+ e Cl-. Essi sono controllati da 

fosforilazione e defosforilazione di proteine specifiche e danno il segnale per la generazione di specie reattive 

come l’anione superossido (O2
-), l’acqua ossigenata (H2O2) e l’ossido nitrico (NO) (Delledonne et al. 1998).  

In seguito all’attacco del patogeno, i primi segnali di difesa sono spesso amplificati attraverso molecole che 

fungono da messaggeri secondari, come gli ormoni acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) ed etilene (ET), 

che possono attivare risposte di difesa sia a livello locale che a livello sistemico in tessuti non infetti (Pieterse et 

al. 2009). I meccanismi di resistenza sistemica possono essere divisi in due principali categorie: la resistenza 

sistemica acquisita (SAR, Systemic Acquired Resistance) attivata da microorganismi patogeni biotrofi e 

dipendente dalla presenza dell’SA; e la resistenza sistemica indotta (ISR, Induced Systemic Resistance) attivata 

da microorganismi non patogeni e controllata da JA ed ET.  

Le diverse vie di risposta ai patogeni attivate da SA, JA ed ET possono influenzarsi reciprocamente per 

antagonismo o sinergia per massimizzare e ottimizzare la difesa (Pieterse et al. 2009). Questo meccanismo di 

interazione è anche chiamato cross-talk ed aiuta la pianta a minimizzare il costo energetico ed a creare una 

flessibile rete di segnali che le permette di adattare la risposta di difesa al microorganismo incontrato (Koornneef 

and Pieterse 2008). Un esempio di questo meccanismo è stato dimostrato in Arabidopsis thaliana dove si è vista 

una relazione di antagonismo tra l’SA ed l’JA. Infatti, come risultato dell’interazione negativa tra le due 

molecole segnale, l’attivazione della risposta mediata dall’SA rende la pianta più suscettibile agli organismi che 
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sono combattuti tramite la difesa mediata dall’JA e viceversa (Koornneef and Pieterse 2008). Oltre al cross-talk 

tra l’SA e l’JA sono state dimostrate interazioni anche tra l’SA e l’ET, tra il JA e l’acido abscissico (ABA), tra il 

JA e l’ET, che aiutano la pianta a rispondere in modo adeguato all’attacco di insetti erbivori o patogeni biotrofi o 

necrotrofi (Koornneef and Pieterse 2008). 

 

1.4.3.1 Resistenza sistemica acquisita 

Una volta che la risposta di difesa della pianta è attivata localmente in tessuti infetti, spesso viene innescata una 

risposta di difesa a livello sistemico in parti distali dal sito di infezione (Figura 1.16). La SAR è associata 

all’accumulo di SA e coinvolge uno o più segnali a lunga distanza che attivano le difese nei tessuti non infetti 

della pianta. La natura della molecola segnale che viene traslocata per determinare la resistenza a livello 

sistemico non è ancora nota (Pieterse et al. 2009). Studi mostrano come tale ruolo possa essere rivestito da 

diversi candidati di molecole segnale, tra cui metil-salicilato, un glicolipide o un gruppo di peptidi coinvolti nel 

segnale di difesa cellula-cellula (Vlot et al. 2008). Questo mediatore induce l’espressione di geni di difesa 

conferendo alla pianta una resistenza duratura ed efficace contro molti patogeni, tra cui virus, batteri, funghi e 

oomiceti (Van der Ent et al. 2009). La SAR è caratterizzata dall’espressione di geni codificanti per proteine PR, 

alcune delle quali sono considerate marcatori di tale risposta di difesa, come la PR-1. La SAR viene inoltre 

indotta da vari composti di sintesi, quali acido β-aminobutirrico (BABA), acido 2,6-dicloro-isonitocinico (INA), 

acido benzo (1,2,3) tiazole-7-carbotioico S-metil estere (BTH), saccarina e fosfite (Walters et al. 2013).  

 

1.4.3.2 Resistenza sistemica indotta 

L’ISR può essere attivata da specifici microrganismi benefici, come ad esempio rizobatteri non patogeni 

promotori della crescita (PGPR- plant growth-promoting rhizobacteria) e micorrize, attraverso l’interazione con 

radici e foglie (Van der Ent et al. 2009) (Figura 1.16). Le MAMPs dei microrganismi benefici vengono 

riconosciute dalla pianta e questo comporta una debole attivazione delle risposte di difesa a livello sistemico 

(Pieterse et al. 2009, Van der Ent et al. 2009, Pieterse et al. 2014). A differenza della SAR, l’ISR è regolata da 

JA ed ET e comporta uno stato di allerta, denominato priming (Conrath et al. 2006). Il priming determina 

l’aumento della reattività della pianta che, in seguito al contatto con il patogeno, risponde con una più rapida ed 

intensa attivazione delle difese (Conrath et al. 2006). La condizione di priming è particolarmente interessante 

perché garantisce un’efficace reazione di difesa (Conrath et al. 2006) mantenendo elevata la produttività della 

pianta, poiché la ridotta induzione preventiva delle difese evita il consumo di energia cellulare (van Hulten et al. 

2006). Studi recenti suggeriscono che alla base dello stato del priming ci siano dei meccanismi ereditabili che 

coinvolgono la modificazione della cromatina e la metilazione del DNA (Pastor et al. 2013).  
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Figura 1.16: Rappresentazione schematica della resistenza sistemica acquisita (SAR) e della resistenza sistemica indotta 
(ISR). 

(Pieterse et al. 2009) 
 

 

1.4.4 Meccanismi di resistenza della vite a Plasmopara viticola 

Le varietà di vite europea (V. vinifera) sono altamente suscettibili a P. viticola. Al contrario, le specie selvatiche 

di origine americana e asiatica (V. riparia, V. cinerea, V. labrusca, V. rupestris, V. berlandieri, V. lincecumii and 

Muscadinia rotundifolia) esibiscono diversi livelli di resistenza al patogeno (Casagrande et al. 2011). Ad 

esempio, i loci Rpv1, Rpv2 (Rpv=Resistance to Plasmopara viticola) (Merdinoglu et al. 2003) e Rpv3 (Bellin et 

al. 2009) sono responsabili della resistenza in M. rotundifolia e nella varietà Bianca. 

I meccanismi responsabili della resistenza della vite alla peronospora sono stati ampiamente caratterizzati in viti 

resistenti. La resistenza alla peronospora è principalmente basata su un meccanismo post-infezione (Díez-

Navajas et al. 2008, Polesani et al. 2010). Osservazioni al microscopio dello sviluppo del patogeno all’interno 

dei tessuti della vite hanno infatti rivelato che i primi stadi di infezione del patogeno sono paragonabili nelle 

cultivar di vite suscettibili e in quelle resistenti. Nelle piante di vite resistenti, lo sviluppo del patogeno è 

bloccato quando si forma il primo austorio, che stabilisce il primo contatto tra la cellula vegetale e il patogeno 

circa un giorno dopo l’infezione (Unger et al. 2007, Díez-Navajas et al. 2008, Polesani et al. 2010, Liu et al. 

2015). Gli austori favoriscono l’acquisizione di nutrienti dalla pianta e permettono scambi di segnali che hanno 

lo scopo di modificare il metabolismo della pianta e sopprimere la reazione di difesa (Voegele and Mendgen 

2003, Dodds et al. 2009). In particolare, il patogeno rilascia effettori di patogenicità in modo da manipolare le 

cellule dell’ospite e stabilire una relazione di parassitismo (Voegele and Mendgen 2003, Kamoun 2006, Dodds et 

al. 2009). Recentemente sono stati identificati tre effettori in P. viticola (Mestre et al. 2012). Gli effettori di P. 

viticola agiscono come fattori di virulenza nella soppressione della difesa dell’ospite (Milli et al. 2012) e nella 

manipolazione del metabolismo della pianta per la produzione di precursori per la crescita e sviluppo del 

patogeno (Gamm et al. 2011). I meccanismi di resistenza post-infezione contro P. viticola includono la 
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deposizione di callosio negli stomi (Díez-Navajas et al. 2008, Jürges et al. 2009), l’accumulo di specie reattive 

dell’ossigeno (ROS), l’aumento dell’attività perossidasica e l’attivazione dell’HR in genotipi di vite resistenti 

(Kortekamp 2006, Díez-Navajas et al. 2008). Anche la vite suscettibile presenta una risposta di difesa ai primi 

stadi di sviluppo di P. viticola, anche se debole e insufficiente per limitare l’invasione del patogeno, ed in seguito 

si instaura una relazione di tipo compatibile tra la pianta e il patogeno con repressione dei geni di difesa 

(Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010, Gamm et al. 2011, Perazzolli et al. 2012). La risposta della vite a P. 

viticola è caratterizzata dall’induzione di geni coinvolti nella regolazione trascrizionale, come ad esempio il 

fattore di trascrizione NAC (Polesani et al. 2010). Le proteine NAC costituiscono una delle famiglie di fattori di 

trascrizione più numerose e sono coinvolte in varie funzioni tra cui nella risposta di difesa a patogeni (Wang et 

al. 2013). Il dominio NAC è responsabile del legame con il DNA, mentre il dominio al C-terminale, variabile in 

sequenza e lunghezza, conferisce la specificità dell’attività trascrizionale di NAC (Le Henanff et al. 2013). La 

risposta di difesa include anche la sintesi di proteine di patogenesi (PR) e la produzione di composti 

antimicrobici (Kortekamp 2006, Polesani et al. 2010, Wu et al. 2010, Malacarne et al. 2011, Figueiredo et al. 

2012, He et al. 2013). In particolare, i geni codificanti per le proteine di patogenesi PR-2 e PR-4 sono indotti da 

P. viticola sia in specie resistenti che suscettibili (Kortekamp 2006, Perazzolli et al. 2011). In particolare PR-2 

codifica per una β-glucanasi, mentre PR-4 per una chitinasi. Le osmotine (OSMs) e le proteine Thaumatin-like 

(TLPs) appartengono alla famiglia delle PR-5 (van Loon et al. 2006) e mostrano una forte attività di inibizione 

sulla crescita e sulla germinazione di molti funghi patogeni della vite (Monteiro et al. 2003). Alla famiglia delle 

PR-16 appartengono le proteine Germin-like (GLPs). In vite sono stati identificati 7 geni GLP, due dei quali, 

GLP-2 e GLP-7, risultano indotti da P. viticola (Godfrey et al. 2007). Per alcuni membri della famiglia delle 

proteine GLP è stata dimostrata un’attività di ossalato ossidasi e superossido dismutasi, enzimi coinvolti nella 

produzione di H2O2 (Godfrey et al. 2007). L’H2O2 può essere tossica per il patogeno e può contribuire al 

rinforzamento stutturale della parete cellulare, sia connettendo le varie glicoproteine ricche di idrossiprolina e 

prolina con la matrice polisaccaridica, sia aumentando la formazione dei polimeri di lignina mediante l’attività 

dell’enzima perossidasi (Thatcher et al. 2005). Le fitoalessine e i derivati fenolici sono composti antimicrobici 

prodotti in seguito all’infezione con P. viticola, e sono considerati come marcatori della resistenza (Slaughter et 

al. 2008, Malacarne et al. 2011). Questi composti di difesa sono sintetizzati nella via dei fenilpropanoidi, che 

coinvolge diversi enzimi, tra cui la calcone isomerasi (CHI) (Legay et al. 2010). La risposta della vite alla 

peronospora include anche l’induzione dell’enzima cellulosa sintasi (CellS) che è coinvolta nella sintesi di 

precursori che favoriscono il metabolismo del patogeno (Polesani et al. 2008, Polesani et al. 2010).  

L’interazione tra la vite e la peronospora è stata largamente studiata con analisi molecolari, sia in genotipi 

resistenti che suscettibili, analizzando l’intera foglia (Kortekamp 2006, Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010, 

Polesani et al. 2010, Wu et al. 2010, Gamm et al. 2011, Perazzolli et al. 2012, Li et al. 2015, Merz et al. 2015). 

Tuttavia, ai primi stadi di infezione del patogeno solo poche cellule sono realmente in contatto con il patogeno 

(Unger et al. 2007, Godard et al. 2009) e le restanti parti di tessuto fogliare non infette possono mascherare le 

risposte di difesa localizzate al sito di infezione (Coker et al. 2015). Lo studio dell’interazione tra vite e 

peronospora a livello sito-specifico nel sito di infezione è quindi estremamente importante per comprendere i 

meccanismi di risposta localizzati al sito di infezione e identificare nuovi marcatori per la selezione di cultivar 

resistenti a questa malattia. 

 



 _______________________________________________________________________________ Introduzione 

 _______________________________________________________________________________________ 19 
 

1.4.5 Meccanismi di resistenza della vite a Erysiphe necator 

Come per la peronospora, le cultivar di V. vinifera sono suscettibili all’oidio, al contrario le specie Muscadinia e 

numerose specie Vitis di origine americana e asiatica (ad esempio V. rupestris, V. aestivalis, V. riparia), che si 

sono co-evolute con il patogeno, sono resistenti (Qiu et al. 2015). Run1 (Run=Resistance to Uncinula necator) e 

Ren 1 (Ren=Resistance to Erysiphe necator) sono un esempio di loci associati alla resistenza ad oidio presenti in 

M. rotundifolia (Feechan et al. 2013a) e in Vitis vinifera cv. “Kishmish vatkana” (Hoffmann et al. 2008). 

Similmente all’interazione della vite con P. viticola, la resistenza all’oidio è principalmente basata su un 

meccansimo post-infezione (Giannakis et al. 1998, Fung et al. 2008). Osservazioni microscopiche hanno infatti 

evidenziato che la germinazione dei conidi, la formazione del tubetto germinativo e lo sviluppo dell’appressorio 

sono del tutto simili nei genotipi resistenti e in quelli suscettibili (Giannakis et al. 1998, Fung et al. 2008). Negli 

stadi successivi dell’infezione, le piante resistenti differiscono invece da quelle suscettibili per la capacità di 

limitare la crescita delle ife del patogeno (Fung et al. 2008, Schnee et al. 2008). Nelle piante resistenti, lo 

sviluppo del patogeno è bloccato in seguito alla formazione dell’appressorio (Schnee et al. 2008, Feechan et al. 

2011) o del primo austorio (Fung et al. 2008, Feechan et al. 2011). Le varietà resistenti mostrano inoltre degli 

imbrunimenti particolari a partire dalla parete cellulare che poi interessano l’intera cellula e talvolta quelle vicine 

(Fung et al. 2008, Hoffmann et al. 2008), indicando l’attivazione dell’HR per bloccare l’invasione del patogeno. 

La risposta della vite resistente all’oidio è associata a deboli cambiamenti trascrizionali (Fung et al. 2008), 

probabilmente per il limitato numero di cellule dell’epidermide realmente a contatto con E. necator (Fekete et al. 

2009). Le varietà resistenti mostrano inoltre un accumulo costitutivo di proteine PR e di SA in assenza del 

patogeno, suggerendo una maggiore resistenza in seguito all’attacco di E. necator (Fung et al. 2008). Nei 

genotipi suscettibili, i geni di difesa sono indotti nelle prime fasi di sviluppo del patogeno (Fung et al. 2008). In 

seguito si instaura una relazione di tipo compatibile tra la vite e l’oidio con repressione dei geni di difesa e 

manipolazione del metabolismo della pianta per la produzione di precursori per la crescita e sviluppo del 

patogeno (Fung et al. 2008, Fekete et al. 2009). I meccanismi di resistenza post-infezione contro E. necator 

includono la formazione della papilla a livello del sito di penetrazione (Underwood and Somerville 2008) 

l’accumulo di ROS (Fung et al. 2008) e l’induzione di geni coinvolti nella regolazione trascrizionale, come ad 

esempio i fattori di trascrizione WRKY (Guo et al. 2014). La risposta all’oidio include inoltre l’induzione dei 

geni EDS-1 e PAD-4 e la sintesi di proteine PR. I geni EDS-1 e PAD-4 codificano per proteine lipasi-like e sono 

regolatori positivi sia della resistenza mediata da meccanismi pre-infezione che indotti (Gao et al. 2014). EDS-1, 

interagendo con PAD-4, è coinvolto nell’accumulo di SA e di ROS (Wiermer et al. 2005). L’espressione dei geni 

codificanti per proteine PR-1, PR-2, PR-3, PR-5 e PR-6 risulta modulata dall’oidio (Jacobs et al. 1999, Fung et 

al. 2008, Fekete et al. 2009, Dufour et al. 2013). In particolare, la proteina PR-1 è il marcatore della SAR e della 

via del SA (Jacobs et al. 1999, Fung et al. 2008). PR-2 codifica per una β-glucanasi e PR-3 codifica per una 

chitinasi che hanno attività litica nei confronti dei tubetti germinativi di E. necator (Giannakis et al. 1998). 

Mentre, PR-5 codifica per una proteina Thaumatin-like che mostra attività contro funghi e oomiceti (Monteiro et 

al. 2003) e PR-6 codifica per un inibitore delle proteinasi (van Loon et al. 2006). Inoltre, l’JA svolge un ruolo 

importante nella difesa della vite ad oidio (Fung et al. 2008). I geni LOX-1 e LOX-9 codificano per le 

lipossigenasi coinvolte nella sintesi di JA (Mueller 1997) e risultano modulati da oidio (Fung et al. 2008, Dufour 

et al. 2013). Geni codificanti per enzimi coinvolti nel metabolismo secondario, in particolare quelli coinvolti 

nella via dei fenilpropanoidi, sono attivati in seguito all’attacco di E. necator (Fung et al. 2008, Fekete et al. 
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2009). In particolare, l’enzima stilbene sintasi è il gene chiave nella sintesi di molecole di difesa, come ad 

esempio le fitoalessine (Schnee et al. 2008). 

 

 

1.5 Metodi di difesa della vite contro peronospora ed oidio 

1.5.1 Metodi di lotta convenzionale contro peronospora ed oidio 

La lotta alla peronospora ha fin da subito potuto sfruttare l’efficacia del rame (Pertot et al. 2005, Gessler et al. 

2011). P. viticola colonizza i tessuti internamente quindi il rame ha un’azione di copertura ed è efficace se 

utilizzato prima dell’infezione. Il rame agisce probabilmente a livello della membrana di cui modifica la 

permeabilità, si sostituisce agli ioni calcio e magnesio nella parete cellulare, ma soprattutto interferisce con i 

processi ossidoriduttivi e respiratori; la sua azione è dunque multisito ed è difficile per il patogeno sviluppare 

resistenze (Pertot et al. 2005). I principali composti a base di rame sono: solfato di rame, poltiglia bordolese, 

ossicloruro di rame, idrossido di rame, peptidato di rame e tallato di rame (Pertot et al. 2005). Il rame non è privo 

di effetti collaterali e può causare effetti di fitotossicità ed accumularsi nel suolo. Il limite di utilizzo del rame era 

stato fissato ad un massimo di 8 kg di rame per ettaro all'anno, ma, a partire dal 1° gennaio 2006, tale limite è 

stato ridotto a 6 kg di rame per ettaro per anno nella maggior parte dei paesi europei, tra cui Italia, Francia e 

Spagna (Regolamento CE n. 473/2002). 

Negli ultimi decenni la chimica ha messo a disposizione dei viticoltori molte molecole di sintesi, tra cui 

ditiocarbammati, tioftalimmidi, tiocianochinoni, sulfamidi, fenilammidi e strobilurine. Alcune di queste 

molecole hanno azione preventiva (ad esempio ditiocarbammati, tioftalimmidi, tiocianochinoni), mentre altre (ad 

esempio strobilurine, sulfamidi, fenilammidi) sono efficaci nel combattere lo sviluppo del patogeno dopo la sua 

penetrazione nei tessuti della pianta perché hanno un’azione translaminare (applicati su un lato della foglia, 

possono attraversare i tessuti) o sistemica (sono traslocati seguendo i flussi della linfa nella pianta). Tuttavia, 

l’elevata specificità di molti principi attivi può causare l’insorgenza di resistenze del patogeno (Chen et al. 2007, 

Corio-Costet et al. 2011).  

Le strategie contro l’oidio sono rese difficoltose dal complesso ciclo biologico ed epidemiologico del fungo 

(duplice modalità di conservazione durante l’inverno e ampi limiti climatici per lo sviluppo), unite all’azione 

delle infezioni ai grappoli ed alla difficoltà di individuare i primi sintomi (Angeli and Pertot 2007). Il punto di 

partenza nella pianificazione della difesa contro l’oidio è dato dall’attribuzione del livello di rischio a cui è 

soggetto il vigneto in questione, che dipende dalla stima del potenziale inoculo presente, in funzione 

dell’intensità delle infezioni verificatesi nelle annate precedenti (Angeli and Pertot 2007). Lo zolfo è largamente 

utilizzato contro questo patogeno. La sua azione danneggia diversi aspetti della biologia del fungo non 

permettendo, di conseguenza, l’insorgere di fenomeni di resistenza. Penetra nella cellula fungina grazie alla sua 

liposolubilità ed agisce danneggiando la membrana cellulare e determinando la fuoriuscita di acqua. La morte 

del fungo avviene quindi per disidratazione (Angeli and Pertot 2007). Attualmente, a differenza di quanto è 

avvenuto per il rame, non esiste una limitazione per l’impiego dello zolfo in viticoltura. Tuttavia, le discussioni 

sono frequenti a causa dei suoi effetti: irritanti a carico dell'apparato respiratorio dell’uomo, tossici nei confronti 

dell’entomofauna utile, fitotossici nei confronti dei tralci, soprattutto in presenza di temperature elevate, ed 

inibitori nei confronti dei processi di fermentazione del vino (Angeli and Pertot 2007). L’industria chimica ha 

messo a disposizione dei viticoltori prodotti endoterapici con attività curativa e/o eradicante, in grado di bloccare 
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le infezioni in atto. Questi possono avere azione translaminare o sistemica, come ad esempio, gli inibitori della 

biosintesi degli steroli, come le strobilurine, le pirimidine, le quinoline e le spiroketalamine. La maggior parte 

dei principi attivi però ha un meccanismo di azione specifico, che potrebbe essere facilmente superato dalla 

resistenza del fungo (Gadoury et al. 2012, Dufour et al. 2011).  

In passato, rame e zolfo erano le principali molecole per il controllo di peronospora ed oidio e i trattamenti erano 

gestiti “a calendario”, cioè a cadenza regolare indipendentemente dal rischio di infezione. Attualmente i 

viticoltori fanno affidamento a bollettini tecnici che consigliano i metodi e i momenti esatti in cui effettuare i 

trattamenti. Previsioni meteo accurate e modelli matematici per il calcolo del rischio di infezione da peronospora 

ed oidio permettono di gestire al meglio la difesa ed intervenire con le molecole più adatte al momento 

necessario. L’alternanza di diverse sostanze, quali rame e zolfo con prodotti di sintesi, permette di evitare lo 

sviluppo di resistenze da parte del fungo. Inoltre, buone pratiche agronomiche, quali diradamento della massa 

vegetale troppo fitta e l’irrigazione a goccia per evitare di bagnare il fogliame, aiutano a ridurre la diffusione dei 

patogeni (Angeli and Pertot 2007).  

I prodotti chimici per la protezione della piante (fitofarmaci) hanno un enorme impatto sia a livello ambientale 

che sulla popolazione e, in alcuni casi, i residui dei pesticidi sono stati trovati nel vino (Delaunois et al. 2014). 

Per questo motivo, c’è un grande interesse nella ricerca e nello sviluppo di metodi alternativi al controllo 

chimico dei patogeni in viticoltura. In questo contesto, i nuovi approcci di difesa antiparassitaria integrata 

includono l’uso di microrganismi antagonisti come agenti di controllo per il controllo biologico (biocontrol 

agents, BCA), l’induzione della resistenza mediata da elicitori naturali e l’utilizzo di varietà tolleranti ad oidio e 

peronospora ottenute dai programmi di miglioramento genetico (Delaunois et al. 2014). 

 

1.5.2 Sistemi alternativi per il controllo della peronospora e dell’oidio 

1.5.2.1 Agenti microbici e sostanze naturali per il controllo biologico 

L’uso di microrganismi utili è una valida alternativa ai fitofarmaci per il controllo delle malattie della vite 

(Gessler et al. 2011) ed esistono numerosi studi relativi all’identificazione e caratterizzazione dei BCA. Ad 

esempio, il batterio Lysobacter capsici AZ78 riduce la severità della peronospora con un’efficacia paragonabile 

al rame (Puopolo et al. 2014). Allo stesso modo, un estratto acquoso di micelio di Penicillium chrysogenum 

limita lo sviluppo della peronospora, senza mostrare effetti tossici diretti sul patogeno (Thuerig et al. 2006). 

Inoltre, è stato dimostrato che il fungo endofita Acremonium byssoides, isolato dalle foglie di vite della cultivar 

Regina Bianca, inibisce, sia come estratto crudo che come filtrato culturale, lo sviluppo di P. viticola (Burruano 

et al. 2008). Un ceppo di Ampelomyces quisqualis, isolato in Israele, è stato formulato e commercializzato come 

AQ10 per il controllo dell’oidio. Questo prodotto rappresenta l’unico batterio fungicida attualmente disponibile 

sul mercato che può essere utilizzato contro l’oidio della vite in alternativa allo zolfo (Angeli and Pertot 2007). 

A. quisqualis agisce come iperparassita vivendo a spese del fungo patogeno, invadendo il citoplasma delle 

cellule dell’oidio causandone una rapida degenerazione. La parassitazione di A. quisqualis nei confronti 

dell’oidio causa una riduzione degli effetti negativi della malattia, ma il suo utilizzo esclusivo non è sufficiente 

per controllare in maniera soddisfacente l’oidio della vite. Sebbene i microrganismi abbiano una buona attività 

contro peronospora ed oidio in condizioni controllate, essi mostrano una parziale o totale riduzione dell’attività 

nel vigneto (Gessler et al. 2011). Pertanto sono necessari ulteriori studi per valutare il loro meccanismo di azione 

e il livello di persistenza per aumentarne la loro efficacia in campo. 
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L'induzione di resistenza nei confronti di patogeni mediante somministrazione di sostanze naturali o di sintesi è 

un’ulteriore strategia per il controllo delle malattie delle piante (Delaunois et al. 2014). Alcune molecole sono in 

grado di indurre resistenza a peronospora. Tra queste ricordiamo: il chitosano, un polisaccaride lineare composto 

da D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina (Aziz et al. 2006); la laminarina, un β-1,3-glucano derivante 

dall’alga bruna Laminaria digitata (Aziz et al. 2003); PS3, un composto ottenuto dalla reazione di solfatazione 

della laminarina (Trouvelot et al. 2008, Steimetz et al. 2012); l’acido beta-aminobutirrico (BABA) 

(Hamiduzzaman et al. 2005); gli oligogalatturonidi, frammenti di pectina (Allègre et al. 2007); la tiamina 

(vitamina B1) (Boubakri et al. 2012, Boubakri et al. 2013). Gli estratti da radici dal rabarbaro cinese (Rheum 

palmatum) e da corteccia di Frangula alnus sono in grado di ridurre l’infezione di P. viticola, causando 

l’accumulo di fitoalessine, l’aumento dell’attività perossidasica e la reazione ipersensibile (Godard et al. 2009). 

Perazzolli et al. (2011) hanno dimostrato che l’applicazione fogliare del microrganismo Trichoderma harzianum 

T39 incrementa la resistenza della vite alla peronospora per mezzo dell’attivazione delle difese della pianta. 

Recentemente, gli idrolizzati proteici da caseina e soia hanno mostrato capacità di indurre resistenza a 

peronospora, regolando i geni codificanti per proteine di patogenesi (PR), l’enzima stilbene sintasi coinvolto 

nella sintesi della fitoalessina resveratrolo, attivando le MAPK e determinando l’influsso di ioni Ca2+ (Lachhab 

et al. 2014). Similmente, una nuova formulazione a base di chitosano (Iriti et al. 2011) e un composto costituito 

da frammenti di chitosano associati a frammenti di pectina (COS-OGA) sono in grado di ridurre la severità 

dell’oidio (van Aubel et al. 2014). Inoltre, un estratto dall’alga verde Ulva armonicana limita lo sviluppo 

dell’oidio (Jaulneau et al. 2010) attraverso l’induzione della difesa della pianta mediata da JA (Jaulneau et al. 

2011). Un estratto da Reynoutria sachalinensis (Milsana) è stato riportato come induttore di resistenza con una 

moderata efficacia contro E. necator (Delaunois et al. 2014). L’applicazione di latte, siero e bicarbonato di 

potassio ha mostrato riduzione della severità dell’oidio (Crisp et al. 2006), così come l’estratto proteico derivato 

da brodo nutritivo (nutrient broth, NB) (Nesler et al. 2015).  

Gli ormoni della pianta e molecole analoghe sono in grado di stimolare la difesa contro P. viticola ed E. necator. 

È stato dimostrato che trattamenti con etanolo e analoghi di SA attivano l’induzione delle risposte di difesa 

contro l’oidio della vite (Belhadj et al. 2008, Dufour et al. 2013). In particolare, l’ethephon, un composto che 

rilascia ET quando si trova a contatto con i tessuti vegetali, induce geni di difesa e protegge le foglie di vite 

contro E. necator (Belhadj et al. 2008). L’applicazione di BTH, analogo di SA, attiva la resistenza della vite 

contro l’oidio, inducendo geni di difesa come PR-1, PR-3 e PR-10 contro E. necator (Dufour et al. 2013) e P. 

viticola (Perazzolli et al. 2008). 

L’induzione di resistenza è un metodo di controllo della malattia basato sulla stimolazione delle difese della 

pianta ed è un promettente approccio a basso impatto. Tuttavia, la completa induzione di resistenza è difficile da 

raggiungere (Walters et al. 2013). Alcuni fattori, come il ciclo vegetativo, le condizioni climatiche, gli stress 

abiotici e la pressione dell’infezione possono alterare l’induzione della resistenza nella pianta riducendo quindi 

l’efficacia degli induttori di resistenza (Delaunois et al. 2014). Questo implica la necessità di ulteriori studi sul 

meccanismo di attivazione della resistenza.  
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1.5.2.2 Miglioramento genetico della vite 

L’applicazione dei metodi tradizionali di miglioramento genetico, basati su programmi d’incrocio e selezione, ha 

generato ibridi resistenti a peronospora ed oidio che potrebbero rappresentare un’alternativa promettente per 

limitare l’uso di pesticidi. Sono stati infatti recentemente registrate 6 nuove varietà di vite tolleranti a oidio e 

peronospora per la produzione di vino in Italia (http://www.fmach.it/Comunicazione/Ufficio-

stampa/Comunicati-Stampa/Viti-resistenti-iscritte-nel-Registro-nazionale-al-via-la-coltivazione). L’accettazione 

da parte dei produttori e consumatori è spesso limitata a causa del consumo di vini tradizionali con determinate 

caratteristiche organolettiche associabili alla cultivar. Il miglioramento genetico classico ha avuto una bassa 

efficienza per alcune caratteristiche biologiche della vite, comuni a molte specie arboree, il lungo ciclo di 

generazione e l’elevata eterozigosi rendono infatti difficile il raggiungimento degli obiettivi. Le viti di origine 

americana, utilizzate negli incroci come fonte di resistenza, trasmettono inoltre aromi indesiderati, dando origine 

a vini dal gusto non gradevole (Alleweldt and Possingham 1988). Pertanto l’introgressione di caratteri di 

resistenza alle principali malattie della vite deve andare di pari passo al potenziamento delle caratteristiche 

qualitative del frutto. In quest’ambito, il sequenziamento del genoma della vite (Jaillon et al. 2007, Velasco et al. 

2007) e lo sviluppo di marcatori molecolari si sono dimostrati molto utili nel programma di miglioramento 

genetico assistito (Marker Assisted Selection, MAS). I marcatori molecolari facilitano le indagini sull’origine 

delle cultivar resistenti e forniscono validi strumenti per la creazione di nuove varietà. L’uso dei marcatori 

molecolari consente inoltre di ridurre i tempi necessari ad evidenziare la presenza di caratteri di interesse, senza 

dover attendere la loro espressione fenotipica nell’individuo adulto. Negli ultimi anni sono stati sviluppati 

numerosi marcatori molecolari associati a loci di resistenza a P. viticola e ad E. necator in vite (Welter et al. 

2007, Hoffmann et al. 2008, Bellin et al. 2009, Casagrande et al. 2011).  

Le fonti di resistenza a peronospora ed oidio si possono trovare in molte specie native dei continenti americano 

ed asiatico. Le specie che portano una resistenza completa a peronospora ed oidio appartengono al sottogenere 

Muscadinia, che ha un assetto cromosomico leggermente diverso (2n = 40 cromosomi) dal resto del genere Vitis 

e quindi poco sfruttata negli incroci a causa della parziale incompatibilità. Le resistenze a peronospora ed odio si 

trovano anche in altre specie appartenenti al sottogenere Euvitis (2n = 38 cromosomi), tra cui V. riparia, V. 

rupestris, V. lincecumii, V. labrusca, V. amurensis, V. rotundifolia, V. aestivalis, V. cinerea e V. berlandieri 

(Casagrande et al. 2011, Qiu et al. 2015), che sono compatibili nell’incrocio con V. vinifera. L’attività di 

miglioramento genetico per le resistenze alle malattie ha per lungo tempo focalizzato la propria attenzione sullo 

sviluppo di cultivar in cui fossero presenti i geni di resistenza (geni R). I geni di suscettibilità (geni S) potrebbero 

offrire un’utile alternativa per l’ottenimento di cultivar resistenti.  

 

1.5.2.2.1 Geni di resistenza 

I geni di resistenza R sono raggruppati in otto classi (Gururani et al. 2012). La prima classe, quella più 

abbondante, include i geni R codificanti per proteine con un dominio N-terminale di legame per i nucleotidi 

(Nucleotide binding site, NBS) e un dominio C-terminale con sequenze ripetute ricche di leucina (Leucine Rich 

Repeat, LRR). La seconda classe di geni di resistenza raggruppa proteine con domini NBS e LRR e un motivo 

all’N-terminale omologo al recettore Toll e al recettore per l’interleukina-1 (TIR-NBS-LRR) dei mammiferi. La 

terza classe di geni di resistenza contiene proteine prive del motivo NBS, ma con un dominio citoplasmatico 

LRR, legato ad un dominio transmembrana (TRD); mentre i geni R del quarto gruppo codificano per proteine 
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che presentano, oltre ai motivi LRR e TRD, un dominio serina/treonina chinasi. La quinta classe include i geni R 

codificanti per proteine con il motivo extracellulare LRR, un dominio PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) per la 

degradazione della proteina e un dominio corto ECS coinvolto nella mediazione della proteina per esocitosi. Il 

sesto gruppo di geni di resistenza raggruppa le proteine che presentano un dominio transmembrana, fuso ad un 

dominio coiled coil; mentre il settimo gruppo presenta i geni R codificanti per proteine con motivi TIR-NBS-

LRR e un dominio implicato nella localizzazione al nucleo (NLS) e un WRKY al C-terminale. L’ultima classe 

raggruppa i geni R enzimatici che non presentano i motivi NBS e LRR (Gururani et al. 2012) (Figura 1.17).  

 

 

Figura 1.17: Le otto classi dei geni di resistenza (geni R). 
LRR - Leucine rich repeats; NBS - Nucleotide-binding site; TIR - Toll/Interleukin-1- receptors; C-C - Coiled coil; TrD - 
Transmembrane domain; PEST - Protein degradation domain (proline-glycine-serine-threonine); ECS - Endocytosis cell 
signaling domain; NLS - Nuclear localization signal; WRKY - Amino acid domain; HM1 - Helminthosporium carbonum 

toxin reductase enzyme (Gururani et al. 2012). 
 

 

Il genoma di vite presenta un’ampia famiglia di geni R con dominio NBS-LRR (Qiu et al. 2015). Le basi 

genetiche della resistenza a peronospora derivano da due QTL, Rpv1 e Rpv2 (Rpv=Resistance to Plasmopara 

viticola), sul cromosoma 12 e 18 in M. rotundifolia (Merdinoglu et al. 2003), da due QTL sui cromosomi 9 e 12 

in V. riparia (Marino et al. 2003, Marguerit et al. 2009) e da due QTL sul cromosoma 4 e 18 nella varietà Regent 

(Welter et al. 2007). Il QTL principale, Rpv3, localizzato sul cromosoma 18, è responsabile della resistenza nella 

varietà Bianca (Bellin et al. 2009).  

Nove loci legati alla resistenza ad oidio sono stati identificati in specie di vite americane, cinesi e centroasiatiche 

(Gadoury et al. 2012, Qiu et al. 2015). In particolare, Run1, Run2 (Run=Resistance to Uncinula necator) e Ren5 

(Ren=Resistance to Erysiphe necator) sono responsabili della resistenza ad oidio in M. rotundifolia (Blanc et al. 

2012, Feechan et al. 2013a, Feechan et al. 2015). Il locus Ren1 è presente nella Vitis vinifera cv. “Kishmish 

vatkana” (Hoffmann et al. 2008), mentre Ren3 nell’ibrido interspecifico Regent (Welter et al. 2007). Infine, 

Ren4, Ren6 e Ren7 sono responsabili della resistenza all’oidio nelle viti di origine asiatica (Ramming et al. 2011, 

Qiu et al. 2015).  
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Le resistenze mediate dai geni R sono generalmente non durevoli, in quanto possono essere superate dalla 

comparsa di varianti genetiche del patogeno (Peressotti et al. 2010). I programmi di miglioramento genetico 

devono dare una resistenza non solo efficiente ma anche duratura nel tempo, malgrado la continua evoluzione 

del patogeno. Quindi una priorità fondamentale per il miglioramento genetico per la resistenza alle malattie deve 

essere l’unione di più geni R in un singolo genotipo mediante miglioramento genetico e l’elaborazione di 

alternative all’uso dei geni R, basate sull’identificazione e sulla valorizzazione di fonti di resistenza per quanto 

possibili durature. 

 

1.5.2.2.2 Geni di suscettibilità 

I geni S codificano per proteine bersaglio di fattori di virulenza del patogeno, che funzionano come regolatori 

negativi della difesa o fattori di suscettibilità (Pavan et al. 2010). L’inattivazione di questi geni impedisce agli 

effettori di alterare la biologia cellulare a favore del patogeno, portando ad un’immunità stabile verso i patogeni 

(Pavan et al. 2010). 

Nonostante siano necessari per la proliferazione dei patogeni e l’insorgere della malattia, i geni S non sono mai 

stati esclusi nel corso dell’evoluzione (Pavan et al. 2010). Evidenze suggeriscono che alcuni geni S, pur essendo 

coinvolti nell’interazione pianta-patogeno, sono richiesti per il funzionamento di altri importanti aspetti della 

fisiologia della pianta (Pavan et al. 2010). Geni della pianta che regolano negativamente i processi di difesa 

contro i patogeni conferiscono presumibilmente un vantaggio selettivo, ottimizzando la distribuzione delle 

risorse energetiche necessarie per altri processi fisiologici. Mutazioni dei geni S sono spesso accompagnate da 

effetti pleiotropici per gli individui quali crescita stentata e/o formazione di lesioni più o meno estese delle foglie 

(Pavan et al. 2010).  

 

1.5.2.2.2.1 Geni di suscettibilità MLO 

I geni MLO (Mildew locus O) appartengono ad una famiglia genica e codificano per proteine transmembrana di 

circa 530 aminoacidi (Lyngkjær et al. 2000). Essi sono presenti anche nelle alghe (Elliott et al. 2005), 

suggerendo un’origine antica di questa famiglia genica (Devoto et al. 2003). In A. thaliana sono presenti 15 geni 

MLO (Chen et al. 2009), 17 in vite (Feechan et al. 2008), 12 in riso (Liu and Zhu 2008), 14 in cetriolo (Zhou et 

al. 2013), 39 nella soia (Deshmukh et al. 2014), 16 in pesco (Jiwan et al. 2013), 17 in pomodoro (Chen et al. 

2014), 8 in frumento (Konishi et al. 2010), 17 in fragola e 21 in melo (Pessina et al. 2014).  

Alcuni membri della famiglia dei geni MLO hanno un ruolo nell’interazione della pianta con l’oidio. Il 

silenziamento di un gene MLO in orzo determina resistenza verso l’agente causale dell’oidio (Blumeria graminis 

f.sp. hordei), mentre l’over espressione di questo gene causa un aumento della suscettibilità (Jørgensen 1992, 

Büschges et al. 1997). Studi successivi hanno evidenziato che il silenziamento dei geni MLO conferisce 

resistenza ad oidio anche in pomodoro (Bai et al. 2008), in pisello (Pavan et al. 2011), in A. thaliana (Consonni 

et al. 2006), in frumento (Wang et al. 2014), in peperone (Zheng et al. 2013) e in cetriolo (Nie et al. 2015). Ciò 

che varia tra le specie è il numero di geni silenziati necessari per dare resistenza: il silenziamento di un solo gene 

è sufficiente per la resistenza all’oidio in pisello e pomodoro (Bai et al. 2008, Pavan et al. 2011), mentre il 

silenziamento di tre geni MLO è richiesto per avere la completa resistenza all’oidio in A. thaliana (Consonni et 

al. 2006). 
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Struttura delle proteine MLO e analisi filogenetica 

Le proteine MLO presentano 7 domini transmembrana, con l’N-terminale extracellulare e il C-terminale 

citoplasmatico (Devoto et al. 1999) (Figura 1.18). Al C-terminale è presente un sito di legame della calmodulina 

(CaMBD) necessario per l’attività della proteina MLO nell’interazione con oidio (Kim et al. 2002). Per la loro 

localizzazione cellulare e la diversità delle sequenze all’interno della famiglia, si è pensato potessero essere 

associate ai recettori accoppiati alle proteine G (GPCR), similmente a quanto avviene in Caenorhabditis elegans 

e Homo sapiens. Tuttavia, le proteine MLO sembrano funzionare indipendente alle proteine eterodimeriche G 

(Kim et al. 2002).  

Le proteine MLO presentano residui conservati in ciascuno dei 7 segmenti transmembrana e nei loops 

citoplasmatici 1, 2 e 3, al contrario i loops extracellulari 1 e 3, l’N-terminale e il C-terminale presentano delle 

sequenze altamente variabili (Devoto et al. 1999). In totale, 30 aminoacidi (meno del 10% della proteina totale) 

risultano invariati, mentre 17 sono altamente conservati (Elliott et al. 2005). Dei 30 aminoacidi, quattro cisteine 

nei loops extracellulari e due proline nel motivo transmembrana sono conservate in tutte le sequenze 

aminoacidiche della famiglia MLO (Devoto et al. 1999, Elliott et al. 2005). Le cisteine potrebbero avere ruolo 

nella formazione di ponti disolfuro intramolecolari tra loop 1 e 3 per il corretto folding o, in alternativa, 

contribuire alla formazione di dimeri/oligomeri di proteine MLO mediante ponti disolfuro. I residui di prolina, 

invece, potrebbero essere coinvolti nell’interazione elica-elica per la conformazione strutturale della proteina 

(Elliott et al. 2005).  

 

Figura 1.18: Rappresentazione schematica delle proteine MLO. 
La barra di colore grigio-chiaro indica il doppio strato fosfolipidico della membrana plasmatica, mentre le caselle di colore 
grigio-scuro mostrano i domini trasmembrana. I cerchi riportanti la lettera relativa all’aminoacido indicano gli aminoacidi 

conservati (Elliott et al. 2005). 
 

 

Le 15 proteine MLO di Arabidopsis erano state inizialmente suddivise in quattro gruppi filogenetici (Chen et al. 

2009). In seguito agli studi sulle proteine MLO in altre specie vegetali, quali vite, orzo, frumento e riso, sono 

stati definiti 6 distinti gruppi (Feechan et al. 2008). I gruppi IV e V sono di particolare interesse, in quanto 

raggruppano le proteine MLO da specie monocotiledoni (gruppo IV) e da specie dicotiledoni (gruppo V) con un 

ruolo nel determinare la suscettibilità della piante ad oidio, mentre nessuna proteina MLO coinvolta nella 

suscettibilità all’oidio è presente in altri gruppi filogenetici (Acevedo-Garcia et al. 2014). Le sequenze presenti in 



 _______________________________________________________________________________ Introduzione 

 _______________________________________________________________________________________ 27 
 

questi due gruppi sono caratterizzate dalla presenza di residui di serina, treonina e di un tetra-peptide D/E-F-S/T-

F al C-terminale (Panstruga 2005a). Recentemente, è stato proposto un settimo gruppo che include il gene MLO-

11 di cetriolo (Zhou et al. 2013) e MLO-2 di pomodoro (Chen et al. 2014).  

 

Meccanismo d’azione delle proteine MLO 

Il meccanismo con il quale le proteine MLO facilitano la penetrazione del fungo all’interno della pianta è ancora 

oggetto di studio. É stato suggerito che un possibile meccanismo di resistenza nelle piante di orzo silenziate 

nell’espressione dei geni MLO sia la formazione della papilla (Consonni et al. 2006). La papilla è costituita da 

callosio, proteine, composti fenolici (lignina e derivati fenolici), arabinoglicani e composti antimicrobici 

(Chowdhury et al. 2014) e agisce come barriera fisica per bloccare la penetrazione del fungo. La formazione 

della papilla, non è comunque ristretta al silenziamento dei geni MLO, ma fa parte della risposta della pianta 

all’infezione di oidio (Lyngkjær et al. 2000). Ciò che differenzia le papille nelle piante resistenti è il tempo 

necessario per la loro formazione, la composizione e le dimensioni (Lyngkjær et al. 2000, Chowdhury et al. 

2014, Hueckelhoven 2014). É stato dimostrato che, in piante di orzo silenziate per i geni MLO, la papilla si 

forma più velocemente e presenta dimensioni maggiori rispetto alle piante controllo (Lyngkjær et al. 2000). 

Inoltre, recentemente è stato evidenziato che la composizione delle papille svolge un ruolo importante: le papille 

in piante di orzo resistenti (papilla effettiva) contengono una maggiore concentrazione di callosio, cellulosa ed 

arabinoxylani rispetto alle papille delle piante suscettibili (papilla non-effettiva) (Chowdhury et al. 2014).  

La formazione della papille nel sito di penetrazione del patogeno è legata al trasporto mediato da vescicole. In A. 

thaliana sono presenti due meccanismi responsabili della formazione della papilla (Underwood and Somerville 

2008). Il primo coinvolge il gene PEN-1 (Penetration-1) che codifica per una sintaxina (Collins et al. 2003). In 

A. thaliana, PEN-1 forma un complesso SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment 

protein receptor) assieme a SNAP-33 (Synaptosomal-associated protein 33), a VAMP7-22 e VAMP7-21 

(Vesicle associated membrane proteins). É stato dimostrato che la proteina PEN-1 di A. thaliana (e ROR-2 di 

orzo) è localizzata nella membrana plasmatica e si accumula nel sito di penetrazione del patogeno in caso di 

infezione con il fungo. I mutanti pen-1 mostrano una papilla di ridotte dimensioni, suggerendo un ruolo di questa 

proteina nel traffico di vescicole verso il sito di penetrazione del fungo per sintetizzare la papilla (Underwood 

and Somerville 2008). Il secondo meccanismo coinvolge i geni PEN-2 e PEN-3: PEN-2 codifica per l’enzima 

glicosil idrolasi localizzata nei perossisomi, PEN-3 codifica invece un trasportatore ABC (ATP-binding cassette 

(ABC) transporter) coinvolto nel trasporto dei composti antimicrobici prodotti da PEN-2 dai perossisomi verso il 

sito di infezione dell’oidio (Lipka et al. 2005, Stein et al. 2006). L’attività enzimatica e la localizzazione fanno 

pensare che PEN-2 possa partecipare alla formazione di composti implicati nella resistenza probabilmente 

attraverso un’attività antifungina (Lipka et al. 2005). I doppi mutanti pen1pen2 mostrano una frequenza di 

penetrazione maggiore rispetto ai mutanti singoli, suggerendo che PEN-1 e PEN-2 funzionano in due processi 

indipendenti coinvolti nella resistenza al patogeno (Lipka et al. 2005).  

Le proteine MLO sono localizzate nella membrana plasmatica e in seguito all’attacco di oidio si accumulano nel 

sito di penetrazione del fungo (Bhat et al. 2005), dove si pensa regolino negativamente i due meccanismi di 

penetrazione mediati da PEN-1 e PEN-2/PEN-3 attraverso meccanismi actina-dipendente e actina-indipendente 

(Miklis et al. 2007).  
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Altre funzioni delle proteine MLO 

I geni MLO sono espressi in diversi tessuti della pianta (Feechan et al. 2008), suggerendo il loro coinvolgimento 

in altri processi fisiologici oltre all’interazione con oidio. Ad esempio in A. thaliana, la proteina MLO-7 è 

richiesta per la percezione del tubetto pollinico nel sacco embrionale (Kessler et al. 2010), mentre MLO-4 e 

MLO-11 sono coinvolte nello sviluppo delle radici (Chen et al. 2009). Al contrario, i geni MLO-2, MLO-6 e 

MLO-12 di A. thaliana sono responsabili della suscettibilità all’oidio (Consonni et al. 2006). L’espressione dei 

geni MLO può essere influenzata anche da diversi stimoli biotici ed abiotici (Piffanelli et al. 2002, Chen et al. 

2006). L’espressione del gene MLO-2 di Capsicum annum è indotta nelle foglie di peperone in seguito al 

trattamento con l’ormone ABA e in condizioni di stress idrico, suggerendo un ruolo dei questa proteina nella 

regolazione della risposta a stress idrico (Lim and Lee 2014). Inoltre MLO-2 di C. annum modula la risposta a 

batteri ed oomiceti e la morte cellulare associata all’infezione batterica (Kim and Hwang 2012). Il silenziamento 

di alcuni geni MLO aumenta inoltre la suscettibilità a Magnaporthe grisea e Bipolaris sorokiniana in orzo 

(Jarosch et al. 1999, Kumar et al. 2001) ed Alternaria alternata, A. brassicicola and Phytophtora infestans in A. 

thaliana (Consonni et al. 2006), suggerendo un ruolo dei geni MLO nella resistenza ad altri patogeni.  

 

Geni MLO in vite 

In vite sono stati individuati 17 geni MLO (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008). L’analisi 

dell’espressione in diversi tessuti della vite ha evidenziato che i geni MLO non mostrano un’espressione tessuto-

specifica, ma sono espressi in tutti i tessuti analizzati, come foglia, radice, fiore, grappoli  (Feechan et al. 2008, 

Winterhagen et al. 2008). Sei di essi (MLO-3, MLO-6, MLO-7, MLO-8, MLO-11 e MLO-13) appartengono al 

gruppo V, suggerendo quindi un possibile ruolo nella suscettibilità della pianta all’oidio. In particolare, le 

proteine MLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13 sono filogeneticamente correlate a MLO-2, MLO-6 e MLO-12 di 

A. thaliana e a MLO-1 di pomodoro (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008), per le quali è noto il 

coinvolgimento nei processi della suscettibilità all’oidio (Consonni et al. 2006, Bai et al. 2008). L’analisi di 

espressione dei geni MLO del gruppo V in seguito all’infezione di E. necator ha infatti mostrato che 

l’espressione di tre geni MLO del gruppo V è indotta dal fungo. In particolare, MLO-13 è indotto nelle foglie di 

vite a 8 ore e a 10 giorni dall’inoculo con il fungo. Il gene MLO-7 è indotto precocemente a 4 ore e a 10 giorni. 

L’espressione del gene MLO-11 risulta indotta a 8 ore dall’inoculo e viene mantenuta anche a 20 ore dall’inoculo 

(Winterhagen et al. 2008). Il gene MLO-6, pur appartenendo allo stesso gruppo, non risulta invece modulato 

dall’infezione di E. necator. Mediante test di complementazione nel triplo mutante mlo2-mlo6-mlo12 di A. 

thaliana è stato inoltre osservato che i geni MLO-11 e MLO-13 di vite, ma non MLO-7 e MLO-6, aumentano la 

penetrazione di E. cichoracearum (agente causale dell’oidio di Arabidopsis), suggerendo un possibile ruolo di 

MLO-11 e MLO-13 nella suscettibilità all’oidio (Feechan et al. 2013b). Inoltre è stato recentemente dimostrato 

che le proteine MLO-11 e MLO-13 sono localizzate nel sito di penetrazione dell’oidio assieme a PEN-1 

(Feechan et al. 2013b). Per valutare il coinvolgimento dei geni MLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13 nella 

suscettibilità della vite all’oidio sono però necessari studi funzionali mediante silenziamento genico di questi 

quattro geni MLO. 
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1.6 Metodi per lo studio funzionale dei meccanismi di difesa della vite 

1.6.1 Trasformazione genetica ed applicazioni pratiche 

L’ottenimento di varietà di piante coltivate più produttive e resistenti alle malattie è uno degli obiettivi principali 

del miglioramento genetico dei vegetali. Lo sviluppo della tecnologia del DNA ricombinante ha permesso di 

trasformare geneticamente le cultivar di vite al fine di inserirvi specifici geni e studiarne la funzione. 

L’applicazione della trasformazione genetica volta all’ottenimento e all’utilizzazione di organismi migliorati 

suscita però dubbi e perplessità per l’applicazione in settori produttivi (Mezzetti and Gentile 2005). Il 

trasferimento di un gene all’interno della pianta mediante trasformazione genetica rimane comunque una 

metodica importante per lo studio funzionale di un gene in vivo e permette di ottenere, in tempi relativamente 

brevi, piante con aumentati o ridotti livelli di espressione di uno specifico gene. In questo modo è quindi 

possibile verificare la funzione di un gene e validare il suo coinvolgimento in un processo di interesse 

agronomico, come ad esempio la resistenza contro le malattie o la qualità dei frutti, per poter in seguito usare tale 

gene come marcatore specifico in programmi di miglioramento genetico classico finalizzati all’ottenimento di 

nuove varietà non transgeniche con migliori caratteristiche agronomiche. 

In vite, si possono ottenere mutanti funzionali mediante over-espressione o silenziamento genico con la tecnica 

del trasformazione genetica (Kikkert et al. 2005, Zottini et al. 2008). I metodi di trasferimento genico più 

utilizzati per questa pianta sono: il metodo biolistico (particle bombardment delivery system) e la trasformazione 

mediata da Agrobacterium tumefaciens. Il metodo biolistico prevede l’introduzione del DNA esogeno 

direttamente nel genoma delle cellule vegetali usando come vettore di trasporto delle particelle di metallo inerte 

come l’oro o il tungsteno. Queste particelle sono ricoperte dal costrutto genico contenente il gene di interesse, 

corredato di promotore e terminatore (Kikkert et al. 2005). Le particelle così rivestite vengono letteralmente 

sparate contro le cellule ad una velocità tale da far passare le particelle attraverso le pareti cellulari e rilasciare il 

DNA all’interno della cellula. Alcune cellule incorporeranno il DNA esogeno risultando così trasformate 

(Kikkert et al. 2005). 

La tecnica con A. tumefaciens è tra i metodi più usati per la trasformazione di numerose specie vegetali (Lessard 

et al. 2002). A. tumefaciens è un batterio gram-negativo responsabile del tumore del colletto delle piante. 

Durante l’infezione, l’A. tumefaciens trasferisce una regione del proprio DNA all’interno del genoma nucleare 

della pianta. Questa porzione di DNA, denominata T-DNA, fa parte del plasmide Ti (Tumor inducing) ed è 

fiancheggiata da due sequenze di circa 25 paia di basi, right border (RB) e left border (LB), oltre che da geni 

codificanti per enzimi coinvolti nella divisione delle cellule vegetali e nella produzione delle opine, aminoacidi 

usati dal batterio come fonte primaria di azoto e carbonio. Il T-DNA inoltre contiene geni coinvolti nella 

produzione di ormoni (come citochinine) da parte della pianta per la divisione cellulare e la formazione del 

tumore (Lessard et al. 2002). La capacità di A. tumefaciens di trasferire all’interno del genoma vegetale una 

specifica porzione del suo genoma, ha spinto i ricercatori ad ingegnerizzare il T-DNA disarmandolo, cioè 

sostituendo i geni coinvolti nell’infezione con un sito multiplo di clonaggio, in modo da potervi inserire geni 

esogeni o costrutti di interesse. Le notevoli dimensioni del plasmide Ti (200 Kb) ne impediscono un’agevole 

manipolazione ed è stato quindi creato un sistema di vettori binari (Lessard et al. 2002). Questa tecnica prevede 

la presenza nel batterio di due vettori: uno contenente il T-DNA disarmato e i geni vir, responsabili 

dell’infezione e necessari per il trasferimento, l’altro contenente le sequenze LB ed RB, il gene di interesse e 

un’origine di replicazione riconosciuta sia in E. coli che in A. tumefaciens. Per eseguire la trasformazione 
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occorre creare un costrutto contenente una regione promotrice, il gene di interesse e una regione terminatrice. 

All’interno del costrutto si inserisce normalmente anche un gene di resistenza ad un antibiotico, per la successiva 

selezione della progenie trasformata, su terreno contenente antibiotico. 

 

1.6.1.1 Silenziamento genico mediante RNA interference 

Il silenziamento genico è un processo di controllo post-trascrizionale dell’espressione genica conservato in 

animali, funghi e piante. Le piante hanno sviluppato il silenziamento come sistema di difesa contro virus (Vance 

and Vaucheret 2001). Nel 1990, il gruppo di ricerca di Jorgensen, nel tentativo di aumentare l’attività del gene 

della calcone sintasi (un enzima coinvolto nella produzione di specifici pigmenti), introdusse dei transgeni in 

petunia. Inaspettatamente la pigmentazione non aumentò, anzi si ebbe una variazione del colore e, in alcuni casi, 

la totale perdita di colore (Napoli et al. 1990). Questo fenomeno fu definito “co-soppressione”, intendendo la 

soppressione sia del gene introdotto sia di quello endogeno. In seguito, la “co-soppressione” venne ricondotta al 

PTGS (post trascriptional gene silencing) poiché il risultato era la degradazione dell’RNA trascritto. Un 

fenomeno molto simile, denominato quelling (repressione), è stato osservato anche nei funghi (Romano and 

Macino, 1992). Nel 1998, Fire et al. catalogarono questi fenomeni sotto un principio comune: RNA interference 

(RNAi). 

 

 

Figura 1.19: Modello del silenziamento genico in pianta mediante RNAi.  
(Waterhouse and Helliwell 2003) 
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L’intero processo dell’RNAi può essere diviso in tre fasi (Figura 1.19): 

1) FASE INIZIALE: le regioni di RNA doppio filamento (double strand RNA, dsRNA) immessi nella cellula (in 

maniera diretta, attraverso transgene o virus) vengono digeriti in piccoli frammenti di dsRNA, chiamati siRNA 

(small interfering RNAs), lunghi da 21 a 23 paia di basi attraverso l’enzima Dicer (una ribonucleasi). Questo 

enzima fa parte della famiglia delle RNAsi III (specifiche ribonucleasi-dsRNA) e taglia i dsRNA attraverso una 

reazione ATP-dipendente. Dicer presenta un dominio di legame dell’RNA denominato PAZ ad un’estremità e 

due domini RNasi III all’estremità opposta. Dicer riconosce le estremità del dsRNA con il suo dominio PAZ e 

successivamente procede al taglio con i suoi domini nucleasici. 

2) FASE EFFETTRICE: i duplex siRNA si legano ad un complesso multiproteico RISC (RNA-induced silencing 

complex). Dopo tale legame, i siRNA vanno incontro ad una denaturazione a singolo filamento, necessaria per 

l’attivazione del complesso RISC. Il complesso così attivato, usando come stampo il singolo filamento 

incorporato, riconosce e taglia filamenti di mRNA complementari allo stesso.  

3) FASE DI AMPLIFICAZIONE: l’elevata efficacia di silenziamento è stata attribuita ad un processo di 

amplificazione del segnale di silenziamento. I siRNA complementari possono funzionare da primer per una 

RNA polimerasi-RNA dipendente (RdRp) che trasforma l’mRNA in dsRNA che viene processato da Dicer in 

siRNA secondari. Un siRNA secondario viene incorporato in RISC che, dopo aver trovato un mRNA omologo, 

procede con il taglio causando la degradazione del messaggero. Questo meccanismo prende il nome di Transitive 

RNA silencing (Horiguchi 2004, Sato 2005). 

Il silenziamento è un fenomeno sistemico. In molti organismi (piante e nematodi) si è osservata la capacità di 

diffusione del segnale di silenziamento genico dalle cellule da cui è scaturito ad altre cellule più distanti 

(Kalantidis et al. 2008).  

 

Strategie per indurre il silenziamento 

Il meccanismo dell’RNAi è oggi usato in molte applicazioni al fine di ottenere il silenziamento di specifici geni 

per studi di genomica funzionale. Prima della messa a punto di tecniche in grado di sfruttare il fenomeno 

dell’RNAi mediato da dsRNA, il sistema più frequentemente usato per generare PTGS in piante era la 

produzione di RNA antisenso tramite l’espressione di un transgene. I costrutti antisenso consistono di una 

sequenza complementare all’mRNA bersaglio, sotto il controllo di un promotore forte e costitutivo. 

L’appaiamento del filamento antisenso con l’mRNA endogeno ne blocca la traduzione e lo rende bersaglio di 

RNAsi specifiche. Negli esperimenti con RNA antisenso, in genere, si ha però una bassa efficienza di 

silenziamento (Smith et al. 2000).  

Un ulteriore miglioramento della tecnologia di silenziamento, mediante siRNA, fu apportato dall’utilizzo degli 

ihpRNAs (intron-containing hairpin RNAs). Si tratta di un costrutto contenente entrambe le sequenze ripetute e 

invertite a formare una struttura a forcina, ma la differenza sta nella presenza di uno spaziatore (un introne). A 

questo proposito sono stati creati vettori plasmidici per il clonaggio di ihpRNA in batteri già ingegnerizzati e 

contenenti una regione intronica. Ai lati di questo introne sono presenti i siti di restrizione specifici e diversificati 

che permettono l’inserimento di prodotti di amplificazione, quali il filamento senso e quello antisenso che 

appaiandosi genereranno il dsRNA funzionale all’RNAi (Figura 1.20). I più noti plasmidi ingegnerizzati con 

ihpRNA sono pK7GWIWG2(II), pK7GWIWG2D(II) (www.psb.ugent.be; Karimi et al.2002).  
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Figura 1.20: Struttura del costrutto per RNAi.  

(Fusaro et al. 2006) 
 

Anche i virus hanno un’elevata capacità di indurre il silenziamento. La maggior parte dei virus delle piante 

possiedono un genoma a ssRNA il quale viene rilasciato all’esterno del rivestimento proteico delle particelle 

virali per andare ad insediarsi all’interno della cellula ospite e replicarsi attraverso una RNA polimerasi RNA-

dipendente (RdRP) codificata dal virus stesso. Tale replicazione genera filamenti senso ed antisenso dello stesso 

templato i quali hanno la potenzialità di ibridarsi a formare dsRNA. Questa loro caratteristica naturale è stata 

sfruttata dai biologi molecolari per silenziare geni nelle piante mediante la VIGS (Virus Induced Gene 

Silencing). Diversi vettori sono stati impiegati in VIGS e tra i più frequentemente utilizzati ci sono Tobacco 

mosaic virus (TMV) e Potato virus X (PVX). La metodica VIGS presente dei vantaggi rispetto agli altri metodi 

di silenziamento genico per lo studio funzionale del gene, tra cui la rapidità, la facilità e il basso costo 

nell’ottenere piante silenziate (Unver and Budak 2009, Senthil-Kumar and Mysore 2011). La trasformazione è 

transiente quindi non è necessario la trasformazione stabile della pianta. Tuttavia, la perdita di funzione del gene 

mediante VIGS non è mai completa, generalmente la riduzione di espressione del gene è intorno al 75-90% 

(Unver and Budak 2009). Sfortunatamente, anche un basso livello di espressione genica può essere sufficiente 

per produrre una proteina funzionale. La tecnica VIGS non può essere usata in alcune specie vegetali per la 

mancanza di vettori virali appropriati (Senthil-Kumar and Mysore 2011). Inoltre, la presenza del vettore virale 

può interferire con il metabolismo della pianta determinando sintomi che rendono difficoltosa l’interpretazione 

dei risultati (Senthil-Kumar and Mysore 2011). 

 

1.6.2 Meccanismi cellulari e microdissezione laser 

Gli organi delle piante sono strutture costituite da diversi tessuti con distinti tipi di cellule. Ciascuna cellula ha 

una funzione precisa definita dal proprio trascrittoma, metaboloma e proteoma (Day et al. 2005). Gli approcci di 

analisi tradizionali, che utilizzano gli organi interi, possono mascherare le differenze cellule-specifiche 

nell’espressione genica, nel livello di proteine e metaboliti. Per questo motivo, per comprendere al meglio il 

contributo di cellule individuali nella biologia dell’organismo, sono state sviluppate diverse tecniche per 

l’isolamento di specifiche cellule da piante. Queste includono l’uso di microcapillari, fluorescence-activated 

sorting (FACS) e la microdissezione laser (laser microdissection, LMD). L’uso di microcapillari ha permesso di 

isolare cellule superficiali, come per esempio cellule dell’epidermide o cellule di guardia (Karrer et al. 1995), 

oppure cellule del mesofillo (Brandt et al. 1999) e cellule del floema (Raps et al. 2001) grazie all’espressione di 

un marcatore come la green fluorescent protein (GFP) sotto il controllo di un promotore tessuto-specifico. 

Tuttavia, lo svantaggio di questa tecnica consiste nella scarsa quantità di materiale raccolto e nella limitata 

disponibilità di promotori tessuto-specifici (Schnable et al. 2004, Galbraith and Birnbaum 2006). La metodologia 

FACS si basa sulla separazione dei protoplasti, ossia cellule vegetali prive della parete cellulare, mediante l’uso 
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di un citofluorimetro (Galbraith and Birnbaum 2006). Le cellule possono essere separate in base alle dimensioni, 

al contenuto di clorofilla oppure per la presenza di un marcatore, come la GFP (Schnable et al. 2004). Tuttavia, i 

protoplasti possono avere caratteristiche e processi cellulari ben diversi da quelli attivati nelle cellule di un 

tessuto intatto e possono avere un’espressione genica alterata dalla manipolazione richiesta per la preparazione 

degli stessi (Galbraith and Birnbaum 2006).  Recentemente la tecnica FACS è stata applicata in A. thaliana per 

studiare la risposta nelle cellule infettate dal patogeno Hyaloperonospora arabidopsidis (Coker et al. 2015). 

La microdissezione laser permette di isolare in maniera precisa cellule singole o gruppi di cellule da un tessuto 

eterogeneo in modo da poter essere utilizzati per l’estrazione di RNA, DNA e proteine (Emmert-Buck et al. 

1996) senza la necessità di usare dei marcatori. Lo strumento per la microdissezione laser è costituito da un 

microscopio che permette la visualizzazione del campione accoppiato ad un laser che permette il taglio della 

porzione di tessuto di interesse (Balestrini et al. 2009). Il laser ad UV ha una lunghezza d’onda (337-340 nm) 

leggermente più alta del picco di assorbimento delle proteine e degli acidi nucleici, evitandone il 

danneggiamento. I campioni sono adagiati su vetrini che presentano una speciale membrana di polyphenylene 

sulfide (PPS) o di polyethylene naphthalate (PEN) e, in seguito al taglio, le sezioni cadono per gravità all’interno 

dei tubi posti in un apposito alloggiamento posizionato sotto il vetrino (Day et al. 2005) (Figura 1.21).  

 

 

Figura 1.21: Schema rappresentativo del processo di microdissezione laser.  
La selezione della regione di interesse avviene mediante l’ausilio di un software (immagine a sinistra). Il laser ad UV viene 

usato per tagliare la regione di interesse (immagine al centro). La sezione cade per gravità all’interno di un tubino posto sotto 
il vetrino (immagine a destra) (http://www.leica-microsystems.com/products/light-microscopes/life-science-research/laser-

microdissection/). 
 

 

Un importante prerequisito per la maggior parte delle applicazioni della microdissezione laser è la capacità di 

ottenere buoni preparati istologici dei tessuti, che consentono l’identificazione della regione di interesse 

mantenendo acidi nucleici e proteine in buono stato per la successiva estrazione. La preparazione del campione 

per la microdissezione laser è quindi la fase più importante del processo di microdissezione (Day et al. 2005). 

Occorre dunque un bilanciamento tra la preservazione della morfologia del campione e il massimo recupero 

degli acidi nucleici o proteine dalle cellule isolate. Non esiste un protocollo utilizzabile per tutti i tessuti vegetali 

ed è quindi necessaria l’ottimizzazione del protocollo in base al tessuto di partenza (Nelson et al. 2006). 

Generalmente la preparazione richiede la fissazione del campione e l’inclusione in paraffina (Balestrini and 

Bonfante 2008). La fissazione ha lo scopo di bloccare il campione in un momento preciso e preservare l’integrità 

del campione. I metodi di fissazione possono essere chimici o fisici. Esistono diversi tipi di fissativi chimici, che 

possono essere divisi in due categorie: fissativi cross-linking (glutaraldeide, formaldeide) che danno dettagli 

istologici superiori ma comportano una scarsa resa di acidi nucleici e proteine; e fissativi precipitanti (etanolo, 
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metanolo, acido acetico, acetone) che permettono dettagli istologici buoni mantenendo un recupero delle 

macromolecole discreto (Kerk et al. 2003). I metodi fisici includono il congelamento rapido (criofissazione). 

Sfortunatamente, se si usano campioni vegetali il congelamento porta svantaggi a livello dell’aspetto istologico 

del campione a causa della formazione di cristalli di ghiaccio nei vacuoli e negli spazi tra le cellule che possono 

modificare la morfologia (Nelson et al. 2006). L’inclusione in paraffina è un’alternativa al congelamento che 

permette di mantenere una buona istologia del campione, ma il processo è molto laborioso e lungo (Day et al. 

2006, Balestrini and Bonfante 2008).  

La tecnica della microdissezione laser è stata usata ampiamente in campo medico. Tuttavia, negli ultimi anni 

numerosi studi hanno impiegato la microdissezione laser anche ai tessuti vegetali. La microdissezione laser è 

stata usata con successo per studiare la regolazione trascrizionale della cellula della pianta durante l’interazione 

con microrganismi, quali, ad esempio, batteri azoto-fissatori (Damiani et al. 2012, Roux et al. 2014), funghi 

patogeni (Tang et al. 2006, Hacquard et al. 2010, Klug et al. 2015), tra cui l’oidio (Chandran et al. 2010), 

micorrize arbusculari (Balestrini et al. 2007, Fiorilli et al. 2009, Gaude et al. 2012) ed ectomicorrize (Hacquard 

et al. 2013).  
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2 SCOPO  

L’obiettivo generale di questo progetto di dottorato è stato quello di comprendere i meccanismi cellulari della 

vite attivati in risposta all’infezione di due importanti malattie, quali la peronospora e l’oidio. Queste malattie 

sono controllate dall’uso frequente di fungicidi chimici che, oltre ad avere un elevato costo economico per il 

produttore, possono avere effetti nocivi sull’uomo e sull’ambiente. L’obiettivo finale è stato quello di 

identificare i processi cellulari e i geni chiave coinvolti nei meccanismi di difesa e suscettibilità della vite per in 

seguito sviluppare metodi sostenibili per il controllo di queste due gravi malattie, come l’ottenimento di varietà 

resistenti attraverso programmi mirati di miglioramento genetico. 

Gli obiettivi specifici del progetto di dottorato hanno riguardato: 

� l’ottimizzazione del protocollo per la microdissezione laser di foglie di vite per l’analisi dell’espressione 

genica nel sito di infezione della peronospora (gli stomi), nelle regioni circostanti gli stomi e nei tessuti 

distali non infetti dal patogeno; 

� l’analisi dell’espressione dei geni legati alla risposta della vite all’infezione della peronospora per 

identificare le diverse regolazioni trascrizionali attivate localmente nei siti di infezione e nell’intera 

foglia;  

� lo sviluppo di piante con una ridotta suscettibilità ad oidio mediante il silenziamento di geni 

putativamente coinvolti nella suscettibilità della vite (geni MLO); 

� l’identificazione delle isoforme di MLO responsabili dei processi di suscettibilità della vite all’oidio e la 

comprensione del meccanismo di resistenza mediante analisi molecolari e istologiche. 
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3 MATERIALI E METODI 

3.1 Materiale vegetale e condizioni di crescita 

Gli esperimenti di questo progetto di tesi sono stati realizzati in collaborazione con il Dott. Michele Perazzolli 

presso il Dipartimento Agroecosistemi Sostenibili e Biorisorse della Fondazione Edmund Mach di San Michele 

all’Adige (Trento). Per gli esperimenti di inoculo con Plasmopara viticola per le analisi mediante 

microdissezione laser sono state usate piante di Vitis vinifera cultivar Pinot Noir clone ENTAV115 (Figura 3.1). 

Le piante sono state fatte crescere in vitro in tubi da 75 mL (SciLabware Limited) contenenti 20 mL di terreno 

Murashige and Skoog (MS) (metà dose) a pH 5,5 ± 0,1 con 0,6 mg L-1 (w/v) tiamina, 100 mg L-1(w/v) mio-

inositolo, 30 g L-1(w/v) saccarosio e 6 g L-1(w/v) agar. Le piante sono state incubate in cella climatica a 23 ± 0,1 

°C e 16 ore di luce per 2 mesi per favorirne la crescita. 

 

 

Figura 3.1: Piante di vite cultivar Pinot Noir ENTAV115 cresciute in vitro per 2 mesi. 
 

Per la trasformazione genetica della vite per il silenziamento dei geni MLO sono stati usati calli embriogenici di 

Vitis vinifera cultivar Brachetto a Grappolo lungo (Figura 3.2). I calli sono stati precedentemente generati per 

embriogenesi somatica da colture di antere immature come descritto in Martinelli et al. (2001) e mantenuti a 

26°C al buio fino al loro utilizzo. La cultivar Brachetto a Grappolo lungo è stata scelta in quanto possiede una 

buona efficienza di induzione dell’embriogenesi somatica ed una maggiore capacità di rigenerazione delle piante 

trasformate rispetto ad altre cultivar di vite (Martinelli et al. 2001).  

 

 

Figura 3.2: Calli embriogenetici di Vitis vinifera cultivar Brachetto a Grappolo lungo. 
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3.2 Trasformazione genetica della vite 

3.2.1 Clonaggio e preparazione dei costrutti 

Il clonaggio e la preparazione dei costrutti per la trasformazione genetica della vite per silenziare i geni MLO è 

stata effettuata in collaborazione con la Dott.ssa Simona Urso e il Dott. Giampiero Valè del Consiglio per la 

Ricerca in Agricoltura e l’analisi dell’Economia agraria (CRAE) di Fiorenzuola d’Arda (Piacenza), seguendo il 

protocollo descritto in Urso et al. (2013). In particolare, sono stati amplificati frammenti di 300-600 paia di basi 

(bp) dei geni MLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13 di vite tramite PCR utilizzando i primer riportati in Tabella 

3.1.  

 

Tabella 3.1: Primer usati per il clonaggio dei geni MLO.  
Le basi sottolineate nel primer forward sono necessarie per l’inserimento del frammento nel vettore pENTR/SD/D-TOPO. 

 

 

Il prodotto di PCR una volta purificato è stato inserito all’interno del vettore pENTR/SD/D-TOPO (Invitrogen) 

(Figura 3.3). I frammenti genici inseriti nel vettore pENTR/SD/D-TOPO sono stati sequenziati per verificarne la 

corretta sequenza. Il frammento genico clonato è stato quindi inserito mediante ricombinazione nel vettore 

pK7GWIWG2D (II) (http://www.psb.ugent.be/) (Figura 3.4 B). Questo vettore binario è basato sul sistema 

Gateway che permette con un unico processo di ricombinazione l’inserimento del frammento in orientamento 

senso ed antisenso sotto il controllo del promotore costitutivo del virus del mosaico del cavolfiore (CaMV) 35S e 

un terminatore (Karimi et al. 2002). Il vettore “vuoto” pK2GW7 (Figura 3.4 A) è stato usato come controllo nel 

processo di trasformazione (Tabella 3.2). 

Il costrutto finale è stato ulteriormente verificato tramite sequenziamento in entrambe le direzioni. I vettori di 

trasformazione pK7GWIWG2D (II) e pK2GW7 sono stati introdotti per elettroporazione in cellule competenti di 

Agrobacterium tumefaciens ceppo GV3101 come descritto in Zottini et al. (2008). 

 

Figura 3.3: Vettore pENTR/SD/D-TOPO. 
 

Gene Genoscope ID Primer Forward Primer Reverse Lunghezza 

dell’amplicone 

(bp) 

MLO-6 GSVIVT00024506001 CACCTGCTTACAGTATTACAAACTCCC TTTCCCTTGCATACCTAAAC 327 

MLO-7 GSVIVT00018219001 CACCGACAATTTTTAACGAGAGAGT ATCTCATGTTGGGTTCGGATT 369 

MLO-11 GSVIVT00023170001 CACCTCACTTATGCTACTGGGGTT ATCAACTTTGGGAACTGATCTGAC 504 

MLO-13 GSVIVT00024507001 CACCGAGCTAATGTTGCTAGGGTT AAATTTTGCATGGCTTTGAG 627 
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Figura 3.4: Vettore usato (A) per la trasformazione di piante controllo e (B) per il silenziamento dei geni MLO di vite. 
(Karimi et al. 2002) 

 
 
 

Tabella 3.2: Costrutti usati per la trasformazione genetica della vite. 
 

Costrutto Vettore Inserto Funzione attesa 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-6 pK7GWIWG2D(II) MLO-6 Silenziamento di MLO-6 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-7 pK7GWIWG2D(II) MLO-7 Silenziamento di MLO-7 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-11 pK7GWIWG2D(II) MLO-11 Silenziamento di MLO-11 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-13 pK7GWIWG2D(II) MLO-13 Silenziamento di MLO-13 

pK2WG7 pK2WG7 / Controllo 

 

 

3.2.2 Trasformazione genetica della vite ed acclimatazione delle piante trasformate 

La trasformazione delle piante di vite è stata condotta seguendo il protocollo descritto in Dalla Costa et al. 

(2014) in collaborazione con Dott.ssa Lorenza Dalla Costa e Dott. Mickael Malnoy (presso l’Unità Genomica e 

Biologia Avanzata della Fondazione Edmund Mach di San Michele all’Adige, Trento). Brevemente, i calli 

embriogenici sono stati messi in contatto per 48 ore con A. tumefaciens contenente i costrutti di trasformazione. 

Trascorso questo tempo è stato eliminato A. tumefaciens mediante lavaggio con terreno GS1CA liquido (Tabella 

3.3) addizionato di 100 mg L-1 di timentina. Il callo è stato mantenuto il primo mese su terreno GS1CA solido 

con 100 mg L-1 di timentina a 25°C al buio. Nei mesi successivi il callo è stato trasferito periodicamente su 

terreno GS1CA fresco in presenza di 100 mg L-1 kanamicina, 1000 mg L-1 timentina per la selezione degli 

embrioni trasformati. Gli embrioni rigeneranti a stadio di torpedo sono stati trasferiti su terreno NN (Nitsch and 

Nitsch 1969) (Tabella 3.3) contenente 1 mg L-1 di 6-benzilaminopurina, 0,1 mg L-1 acido 3-indol butirrico e 25 

mg L-1 di kanamicina alla luce (fotoperiodo di 16 ore) per indurre la differenziazione e la germinazione. I nuovi 

germogli sono stati trasferiti su terreno WP (Woody Plant Medium; Tabella  3.3) e incubati nella camera di 

crescita a 22 ± 2°C con un fotoperiodo di 16 ore e con un’umidità relativa del 70 ± 5%. Le piante sviluppate in 

vitro con almeno 2 radici di circa 3 cm di lunghezza sono state trasferite in un contenitore di plastica di 250 mL 

contenente torba autoclavata (Tercomposti Spa, Brescia, Italia) e coperto con Parafilm per preservare l’umidità. 

A B 
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Ogni 7 giorni, sono state create piccole aperture sul parafilm per ridurre l’umidità e promuovere la formazione 

della cuticola fogliare. Dopo 3 settimane, il parafilm è stato rimosso. Trascorsa un’ulteriore settimana, le piante 

sono state trapiantate in vasi da 1 L contenente torba (Tercomposti Spa, Brescia, Italia) e poste ad acclimatare in 

serra a 25°C, con un fotoperiodo di 16 ore e un’umidità del 70 ± 5%. 

 

Tabella 3.3: Composizione dei terreni usati per la trasformazione e rigenerazione delle piante. 
 

Terreno Composizione Utilizzo 

GS1CA NN macroelementi; MS microelementi; vitamine Gamborg; NN ferro; 

6% saccarosio; 2 mg L-1 NOA; 2 mg L-1 IAA; 0,2 mg L-1 IBA; pH 6,2; 

0,4% Phytagel; 0,25% carbone attivo. 

Formazione degli embrioni  

NN NN microelementi; NN macroelementi; NN vitamine; NN ferro; 1,5% 

saccarosio; pH 6,2; 0,9% agar 

Differenziazione degli embrioni e rigenerazione 

WP 20 g L-1 saccarosio; pH 5,8; 2,5 g L-1 phytagel. Micropropagazione delle piante 

 
NN: Nitsch and Nitsch (1969); MS: Murashige and Skoog (1962); Gamborg: Gamborg et al. (1968); NOA: acido β- 
naftossiacetico; IAA: Acido indol-3-acetico; IBA: Acido indol-3-butirrico. 
 

 

3.2.3 Selezione delle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO 

3.2.3.1 Estrazione del DNA genomico 

I campioni fogliari sono stati polverizzati con mortaio e pestello in azoto liquido. Per l’estrazione del DNA 

genomico è stato impiegato il kit Illustra Nucleon Phytopure kit (GE Healthcare, Life Science). Ad 1 g di tessuto 

macinato sono stati aggiunti 4,6 mL di Reagent 1 (GE Healthcare, Life Science). Il campione è stato leggermente 

agitato ed in seguito sono stati aggiunti 1,5 mL di Reagent 2 (GE Healthcare, Life Science). I tubi sono stati 

invertiti alcune volte e incubati a 65°C per 10 minuti. Successivamente i campioni sono stati incubati in ghiaccio 

per 20 minuti. Dopodiché, sono stati aggiunti 2 mL di cloroformio (a -20°C) e in seguito 200 µL di Nucleon 

phytopure DNA extraction resin suspension (GE Healthcare, Life Science). I campioni sono stati posti in 

agitazione per 10 minuti a temperatura ambiente e successivamente centrifugati a 1300 × g per 10 minuti. La 

fase superiore contenente il DNA è stata trasferita in un tubo da 1,5 mL pulito, a cui è stato aggiunto un ugual 

volume di isopropanolo. Il campione è stato miscelato, centrifugato a 4000 × g per 5 minuti e il surnatante è stato 

rimosso. Il pellet contenente il DNA è stato lavato con etanolo 70% freddo, centrifugato a 4000 × g per 5 minuti. 

Dopo aver rimosso il surnatante, il DNA è stato lasciato asciugare per 10 minuti per rimuovere le tracce di 

etanolo. Il DNA è stato quindi risospeso in 50 µL di acqua sterile.  

 

3.2.3.2 Conferma dell’inserimento del costrutto tramite PCR 

La presenza del costrutto nelle linee trasformate è stata verificata mediante amplificazione usando GoTaq Green 

MasterMix (Promega) utilizzando il primer forward disegnato sul promotore 35S (5’-

CGCACAATCCCACTATCCTT-3’) e il primer reverse disegnato su ciascun gene MLO usato per il clonaggio 

(Tabella 3.1). Le reazioni di amplificazione sono state realizzate assemblando la miscela di reazione in 25 µL 

finali come riportato in Tabella 3.4, utilizzando il termociclatore T-gradient (Biometra) secondo i cicli di 

amplificazione descritti nella Tabella 3.5.  
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Tabella 3.4: Miscela per la reazione di PCR. 
 

Componente Quantità da aggiungere 

GoTaq Green Master Mix, 2×  12,5 µL 

Primer Forward (10 mM) 1 µL 

Primer Reverse (10 mM) 1 µL 

DNA  1 µL 

H20 9,5 µL 

 

 

Tabella 3.5: Schema dei cicli di amplificazione. 
 

N° cicli Temperatura Tempo 

1 95°C 2 minuti 

35 95°C 30 secondi 

58°C 30 secondi 

72°C 45 secondi 

1 72°C 5 minuti 

 15°C ∞ 

 

 

3.3 Inoculo con Plasmopara viticola 

3.3.1 Isolamento e propagazione dell’inoculo di Plasmopara viticola 

L’inoculo di P. viticola utilizzato è stato isolato da piante infette nei vigneti nell’area di San Michele all’Adige 

(Trento). Gli sporangi di P. viticola sono stati raccolti mediante aspirazione utilizzando una pompa a vuoto con 

annesso un filtro, e sono stati conservati alla temperatura di -20°C. L’inoculo di P. viticola è stato propagato su 

piante suscettibili di V. vinifera cv. Pinot nero cresciute in serra a 25 ± 1°C, con un fotoperiodo di 16 ore di luce 

e un’umidità relativa di 70 ± 10% come riportato da Perazzolli et al. (2011). 

 

3.3.2 Inoculo con Plasmopara viticola di foglie di piante di vite cresciute in vitro  

Le foglie di piante di vite cresciute in vitro sono state inoculate con una sospensione sterile di P. viticola. Per 

ottenere l’inoculo sterile, le foglie che mostravano i sintomi della peronospora (“macchie d’olio”) in piante 

inoculate in serra sono state raccolte e sterilizzate mediante incubazione in una soluzione di ipoclorito di sodio 

all’1% per 10 minuti mediante agitazione a 80 rivoluzioni per minuto (rpm) (Márquez et al. 2007). In seguito, 

sono stati effettuati 3 lavaggi con acqua sterile da 5 minuti ciascuno mediante leggera agitazione (80 rpm) per 

rimuovere l’ipoclorito. Le foglie così sterilizzate sono state trasferite con la pagina inferiore rivolta verso l’alto 

in piastre Petri (175 mm) sterili contenenti 3 fogli di carta assorbente sterile inumidita con 5 mL di H2O sterile. 

Le piastre sono state incubate overnight al buio a temperatura ambiente per favorire la sporulazione della 

peronospora (Algarra Alarcon et al. 2015) (Figura 3.5). Il giorno seguente, le foglie che mostravano la 

sporulazione sono state trasferite in tubi sterili da 50 mL e sono stati aggiunti 5 mL di acqua distillata sterile (a 

4°C). I tubi sono stati gentilmente agitati per permettere il distacco degli sporangi dalle foglie e ottenere quindi 

una soluzione di sporangi di P. viticola. La sospensione di sporangi di P. viticola è stata filtrata e la 
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concentrazione è stata aggiustata a 4 × 104 sporangi mL-1 dopo la conta al microscopio ottico mediante vetrino 

Thoma. 

 

 

 

Figura 3.5: Foglie di vite sterilizzate che mostrano la sporulazione di Plasmopara viticola. 
 

 

Le foglie di 12 piante cresciute in vitro sono state staccate e posizionate su piastre Petri sterili (92 mm) 

contenenti 25 mL di 0,7% agar in acqua (MicroAgar; Duchefa Biochemie). Le foglie sono state posizionate con 

la pagina inferiore verso l’alto, disponendo 2 o 3 foglie per ciascuna piastra. Cinque foglie sono state inoculate 

posizionando 6-8 gocce (di 2 µL ciascuna) della sospensione sterile di sporangi di P. viticola in condizioni sterili 

(inoculato-locale). Altre 3 foglie sono state inoculate esclusivamente nella metà sinistra della foglia rispetto alla 

nervatura principale, applicando 3-4 gocce della sospensione di sporangi in condizioni sterili. La metà della 

foglia non inoculata (inoculato-distale) è stata campionata allo scopo di studiare la risposta della vite in parti 

distali rispetto al sito di infezione del patogeno. Come controllo, la pagina inferiore di altre 6 foglie è stata 

trattata con 6-8 gocce di acqua sterile in condizioni sterili (controllo) (Figura 3.6). Le foglie sono state incubate 

overnight al buio a 25 ± 1°C per permettere la penetrazione di P. viticola all’interno dei tessuti fogliari, in 

seguito sono state asciugate con carta sterile in condizioni sterili.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.6: Immagine schematica dell’inoculo con Plasmopara viticola sulle foglie di piante di vite cresciute in vitro. 

 

 

I campioni sono stati raccolti un giorno dopo (1 dpi, day post inoculation) l’inoculo con il patogeno. Ad 1 dpi si 

ha la formazione dell’ifa primaria e della vescicola sottostomatica del patogeno che indicano lo stabilirsi delle 

prime fasi dell’interazione ospite-patogeno (Unger et al. 2007, Godard et al. 2009). A questo stadio viene infatti 

H2O Plasmopara 
viticola 

Controllo 
Locale Distale 

Inoculato 
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attivata la risposta della pianta con modulazione dei geni di difesa sia nei genotipi resistenti che suscettibili 

(Hamiduzzaman et al. 2005, Polesani et al. 2008, Trouvelot et al. 2008, Perazzolli et al. 2011, Perazzolli et al. 

2012). Per ciascuna analisi sono state usate 5 repliche (ognuna composta da 6-8 foglie) e l’esperimento è stato 

ripetuto 2 volte. Per ciascuna replica sono state effettuate 4 diverse analisi (Tabella 3.6): 

(i) tre mezze foglie sono state campionate dal campione controllo e inoculato-locale, immediatamente 

congelate in azoto liquido e conservate a -80°C per l’analisi dell’espressione genica sulla foglia intera. In 

questo lavoro questi campioni sono definiti come foglia intera fresca; 

(ii)  tre mezze foglie sono state campionate dal campione controllo, inoculato-locale e inoculato-distale, sono 

state fissate (foglia intera fissata) e sottoposte a microdissezione laser; 

(iii)  due mezze foglie sono state campionate dal campione controllo e inoculato-locale e sono state colorate 

con blu di anilina per valutare la percentuale di stomi infetti; 

(iv) due foglie sono state campionate dal campione controllo e inoculato-locale e sono state incubate per 7 

giorni in cella climatica a 24 ± 1°C, con un fotoperiodo di 16 ore per valutare lo sviluppo dei sintomi 

della peronospora. 

 

Tabella 3.6: Schema riassuntivo del campionamento delle foglie in vitro.  
 

Campione Campionamento Analisi 

Controllo 

Inoculato-locale  

1 dpi 
Analisi dell’espressione genica su foglia intera fresca 

Controllo 

Inoculato-locale 

Inoculato-distale 

1 dpi Fissazione e selezione di stomi e regioni circostanti 

Analisi dell’espressione genica su foglia intera fissata e microdissezioni 

di stomi e regioni circostanti. 

Controllo 

Inoculato-locale 

1 dpi 
Analisi istologica e valutazione della percentuale di stomi infetti 

Controllo 

Inoculato-locale 

7 dpi 
Valutazione dello sviluppo dei sintomi della peronospora 

 

 

3.3.3 Inoculo con Plasmopara viticola di piante di vite cresciute in serra  

La soluzione di inoculo è stata ottenuta da piante precedentemente inoculate e mantenute per una notte nella 

cella di inoculo a 25°C con 99 ± 1% di umidità relativa per permettere la produzione degli sporangi (Perazzolli et 

al. 2011). Le foglie che mostravano la sporulazione di P. viticola sulla pagina inferiore (Figura 3.7) sono state 

spennellate in acqua distillata a 4°C per permettere il distacco degli sporangi dalla foglia. La sospensione di 

sporangi è stata poi portata alla concentrazione di 1 × 105 sporangi mL-1 utilizzando il vetrino per il conteggio 

delle cellule (vetrino Thoma) per determinare la concentrazione degli sporangi. L’inoculo su piante cresciute in 

serra è stato eseguito con uno spruzzatore manuale a pressione, applicando la sospensione di inoculo in modo 

uniforme sulla pagine inferiori delle foglie (circa 20-30 mL per pianta). Le piante inoculate sono state incubate 

una notte in camera umida a 99 ± 1% di umidità relativa a 25 ± 1°C. Le piante sono state poi mantenute in serra 

per 6 giorni, dopodiché sono state trasferite in cella di inoculo per una notte (99% umidità a 25°C) per favorire la 

sporulazione e valutare la severità della malattia. 
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Figura 3.7: Foglie di vite che mostrano la sporulazione di Plasmopara viticola sulla pagina inferiore. 
 

 

3.3.4 Valutazione della severità della peronospora della vite 

3.3.4.1 Valutazione visiva della severità della peronospora della vite 

I sintomi dell’infezione sono stati valutati osservando visivamente la sporulazione di P. viticola. Per ogni foglia 

è stato calcolato un valore di severità (da 0% a 100%) espresso come percentuale di superficie fogliare colpita 

dalla malattia rispetto alla superficie fogliare totale, in accordo con le guide European and Mediterranean Plant 

Protection Organization (EPPO 2001). 

 

3.3.4.2 Quantificazione della sporulazione di Plasmopara viticola  

La severità della malattia di foglie inoculate in vitro è stata analizzata calcolando il numero di sporangi di P. 

viticola per grammo di peso fresco della foglia. I campioni fogliari per ciascuna replica sono stati pesati e 

trasferiti in tubi sterili da 50 mL ai quali è stato aggiunto 1 mL di acqua distillata sterile. I tubi sono stati agitati a 

70 rpm per 2 minuti per favorire il distacco degli sporangi. La concentrazione di sporangi per mL è stata 

determinata tramite conta al microscopio con vetrino Thoma. La concentrazione di sporangi per mL di 

sospensione è stata successivamente convertita a numero di sporangi per grammo di peso fresco delle foglie.  
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3.4 Inoculo con Erysiphe necator  

3.4.1 Preparazione dell’inoculo di Erysiphe necator  

Il ceppo di Erysiphe necator utilizzato negli esperimenti è stato isolato nei vigneti di San Michele all’Adige 

(Trentino). L’inoculo di E. necator è stato poi propagato su piante suscettibili di V. vinifera cv. Pinot nero 

cresciute in serra e mantenute a 25 ± 1°C, con un fotoperiodo di 16 ore di luce e un’umidità relativa di 70 ± 10% 

come descritto da Nesler et al. (2015).  

 

3.4.2 Inoculo con Erysiphe necator di piante di vite cresciute in serra  

Per l’inoculo dell’oidio, la pagina superiore delle foglie (la terza e la quarta partendo dall’apice della pianta) che 

presentavano una fresca sporulazione (Figura 3.8) è stata strofinata sulle foglie delle piante da inoculare come 

descritto da Hoffmann et al. (2008). Le piante inoculate sono state incubate per 6 ore a 25 ± 1 °C e con umidità 

relativa di 100% per favorire la penetrazione del fungo, e poi sono state mantenute a 25 ± 1 °C con umidità 

relativa di 70 ± 10% fino alla valutazione dei sintomi. I campioni fogliari delle piante inoculate sono stati 

raccolti prima (0 dpi), a un giorno (1 dpi) e dieci giorni (10 dpi) dopo l’inoculo con il patogeno. A ciascun tempo 

sono state campionate 5 piante (repliche biologiche) e ciascun campione è stato ottenuto raccogliendo tre mezze 

foglie (a partire dal quarto nodo dall’apice del germoglio) da ciascuna pianta. Per ciascun esperimento sono state 

usate dalle 5 alle 9 piante e l’esperimento è stato ripetuto 2 volte. Le foglie campionate sono state 

immediatamente congelate in azoto liquido e poi conservate a -80°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.8: Foglie di vite che mostrano sporulazione di Erysiphe necator sulla pagina superiore. 

 

 

3.4.3 Valutazione della severità dell’oidio della vite 

3.4.3.1 Valutazione visiva della severità dell’oidio della vite 

La severità della malattia è stata valutata osservando visivamente la sporulazione del fungo E. necator a 14, 22 e 

30 dpi. Per ogni foglia è stato calcolato un valore di severità (da 0% a 100%) espresso come percentuale di 

superficie fogliare colpita dalla malattia rispetto alla superficie fogliare totale in accordo con le guide European 

and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO 1988). La severità della malattia è stata riportata 

anche come AUDPC (Area under disease progress curve) che permette di dare una rappresentazione quantitativa 
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del grado di infezione della malattia considerando i tre tempi di analisi in modo unificato. La formula per 

l’AUDPC è stata calcolata con la formula riportata da Jeger and Viljanen-Rollinson (2001): 

 

AUDPC = ∑[(X i + Xi+1)/2] × (ti+1 – ti) 

 

X i: severità della malattia al momento della valutazione i; 

X i+1: severità della malattia al momento della valutazione i+1 (cioè il successivo rispetto ad i); 

ti+1 – ti: periodo che intercorre tra le due valutazioni  

La riduzione della malattia è stata calcolata come: (severità della malattia nella linea controllo EVB - severità 

della malattia nella linea trasformata con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO) / severità della malattia 

nella linea controllo EVB, ed espressa come percentuale. 

 

3.4.3.2 Quantificazione dei conidi di Erysiphe necator  

La severità della malattia è stata valutata calcolando il numero di conidi di E. necator prodotti sulle foglie 

infettate per cm2 di superficie fogliare. Per questa misurazione, sono state raccolte 3 foglie da ciascuna pianta a 

30 dpi e da ciascuna foglia sono stati preparati 4 dischi di diametro 0,8 cm con un punteruolo cavo, per un totale 

di 12 dischetti per replica, come descritto in Angeli et al. (2012). I dischi fogliari sono stati trasferiti in un tubo 

da 50 mL contenente 5 mL di acqua distillata sterile addizionata di 0,01% di Tween80 (Sigma-Aldrich). I tubi 

sono stati agitati gentilmente (70 rpm) per 1 minuto ed è stata determinata la concentrazione di conidi per mL di 

sospensione tramite conta al microscopio con vetrino Thoma. Il valore è stato successivamente convertito in 

conidi per cm quadrato (cm2) di foglia.  

 

 

3.5 Microdissezione laser di foglie di piante vite cresciute in vitro 

3.5.1 Fissazione del campione fogliare 

Tre mezze foglie del campione trattato con acqua (controllo), dell’area inoculata (inoculato-locale) e dall’area 

non inoculata (inoculato-distale) di foglie inoculate con P. viticola (Paragrafo 3.3.2) sono stati tagliati in piccoli 

pezzi di circa 0,5 cm2 mediante un bisturi sterile aggiungendo 5 mL di soluzione di fissazione fredda (0°C). Sono 

stati analizzati 2 tipi di fissativi: etanolo-acido acetico (3:1) e acetone 100%. I campioni sono stati trasferiti 

immediatamente in una siringa di plastica da 20 mL (Artsana S.p.a) contenente 3 mL di soluzione di fissazione 

preraffreddata (0°C). Per favorire la penetrazione del fissativo all’interno del tessuto è stato applicato il vuoto per 

3 volte e immediatamente rilasciato come descritto in Vitha and Osteryoung (2011). I campioni sono stati in 

seguito trasferiti in un tubo da 50 mL contenente 20 mL di soluzione di fissazione, incubati in ghiaccio per 10 

minuti e posti in agitazione (20 rpm) a 4°C overnight. I campioni fissati sono stati conservati nella soluzione di 

fissazione a -20°C per un massimo di 14 giorni prima della microdissezione laser.  
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3.5.2 Selezione delle regioni di interesse mediante microdissezione laser  

La soluzione di fissazione è stata rimossa per decantazione e i campioni fissati sono stati lavati in 10 mL di 

tampone PBS (Phosphate Buffered Saline: 140 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM NaH2PO4, 1,8 mM KH2PO4, pH 

7,3 in acqua RNase-free). I campioni lavati sono stati posizionati su vetrini PEN (Leica Microsystems) con la 

pagina inferiore verso l’alto e asciugati a temperatura ambiente. La microdissezione laser degli stomi e delle 

regioni circostanti agli stomi (Figura 4.8) è stata effettuata con il microscopio LMD7000 (Leica Microsystems) 

usando l’obiettivo 40× e settando i parametri del laser come segue: potenza di 48 mW, apertura 1 e velocità 5 

ms. Con la microdissezione laser sono stati raccolti gli stomi e le regioni circostanti dal campione controllo e 

inoculato-locale, mentre dal campione inoculato-distale sono stati isolati esclusivamente gli stomi. Le 

microdissezioni sono state raccolte in tappini di tubi RNase free da 0,5 mL contenenti 30 µL di soluzione di 

estrazione (PicoPure RNA Isolation kit; Arcturus) posizionati nell’apposito contenitore posizionato sotto il 

vetrino. In esperimenti preliminari, è stato raccolto un numero crescente di stomi (1, 10, 50, 100, 300 e 500) e 

campioni con almeno 300 stomi, corrispondente ad un’area maggiore di 0,7 mm2, hanno mostrato una buona 

qualità e quantità di RNA estratto. Ciascuna replica è stata raccolta in due tubi da PCR (con 150 microdissezioni 

ciascuno) entro un’ora e mezza dall’inizio del taglio con il laser, per evitare la degradazione dell’RNA e il 

riscaldamento del campione dovuto alla lampada del microscopio.  

Dopo la microdissezione laser, i tubi sono stati chiusi e centrifugati a 3000 × g per 1 minuto per raccogliere le 

cellule. Per trasferire tutto il materiale all’interno del tubo, sono stati aggiunti 20 µL di soluzione di lisi nel tappo 

e si è centrifugato a 3000 × g per un altro minuto. I campioni sono stati incubati per 30 minuti a 42°C per 

favorire la lisi delle cellule e successivamente centrifugati per 2 minuti a 800 × g. In seguito sono stati conservati 

a -80°C per poi procedere con l’estrazione dell’RNA. 

I campioni fogliari rimasti sul vetrino sono stati raschiati con una spatola e raccolti in un tubo RNase-free da 2 

mL (foglia intera fissata). I campioni sono stati immediatamente congelati in azoto liquido e conservati a -80°C 

fino all’estrazione dell’RNA. 

 

 

3.6 Estrazione dell’RNA totale e sintesi del cDNA 

3.6.1 Estrazione dell’RNA totale da foglie intere fresche di vite e trattamento con DNasi 

I campioni fogliari degli esperimenti in serra sono stati polverizzati con mortaio e pestello in azoto liquido. I 

campioni di foglie di piante cresciute in vitro sono stati invece omogeneizzati con un vibromulino (Retsh 

Technology GmbH) per 30 secondi con frequenza di 25Hz, aggiungendo una biglia di vetro per ciascun tubo da 

2 mL, e l’operazione è stata ripetuta 2 volte. 

Per l’estrazione dell’RNA dalle foglie intere fresche è stato impiegato il kit Spectrum Plant total RNA (Sigma-

Aldrich). Dai 50 mg agli 80 mg di polvere di tessuto macinato sono stati trasferiti in un tubo da 2 mL 

mantenendo il campione congelato, sono stati quindi aggiunti 550 µL di soluzione di lisi (Lysis Solution) 

contenente 1% di β-mercaptoetanolo. Il campione è stato agitato vigorosamente per 30 secondi e incubato a 

56°C per 5 minuti. In questa fase il β-mercaptoetanolo riduce i ponti disolfuro presenti nelle proteine e l’alta 

temperatura favorisce la rottura delle membrane e l’estrazione dell’RNA. I campioni sono stati successivamente 

centrifugati alla massima velocità a temperatura ambiente per permettere la formazione del pellet costituito dalle 
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parti grossolane delle cellule delle foglie. Dopodiché 700 µL di surnatante di ogni campione sono stati trasferiti 

nella colonna di filtrazione (Sigma-Aldrich) posizionata in un tubo da 2 mL. Dopo centrifugazione a 12000 × g 

per 1 minuto a 4°C, sono stati aggiunti 600 µL di soluzione di legame (Binding Solution, Sigma-Aldrich). Dopo 

delicata agitazione, 650 µL della miscela è stata trasferita nella colonna di legame (Sigma-Aldrich) e dopo 

centrifugazione per 1 minuto a 12000 × g a 4°C il filtrato è stato eliminato. La colonna contenente l’RNA è stata 

lavata una volta con 700 µL di soluzione di lavaggio 1 (Wash Solution 1, Sigma-Aldrich) e 2 volte utilizzando la 

soluzione di lavaggio 2 (Wash Solution 2 Sigma, contenente 70% etanolo) centrifugando ad ogni passaggio a 

12000 × g per 1 minuto a 4°C. La seconda soluzione di lavaggio ha un maggior contenuto di etanolo e permette 

di rimuovere le impurità e i sali rimasti sulla colonna di legame nei precedenti lavaggi, di mantenere l’RNA 

legato alla membrana e facilitare la successiva fase di asciugatura. Il campione è stato centrifugato per 2 minuti 

alla massima velocità per asciugare la membrana. La colonna è stata quindi trasferita in un tubo da 1,5 mL pulito 

e sono stati aggiunti 50 µL di acqua DEPC (dietilpirocarbonato, Sigma-Adrich). L’acqua DEPC è stata preparata 

aggiungendo 0,1% (w/v) DEPC ad acqua bidistillata e mantenendo in incubazione per una notte. La soluzione è 

stata in seguito autoclavata per eliminare il DEPC. Questo procedimento permette di inattivare le RNasi presenti 

nell’acqua. La colonna a cui è legato l’RNA è stata incubata in ghiaccio per 5 minuti per favorire l’eluizione 

dell’RNA e poi centrifugata alla massima velocità per 1 minuto per recuperare l’RNA che è stato conservato a -

80°C.  

La quantità e la qualità dell’RNA estratto è stata analizzato mediante lo spettrofotometro ND-8000 (Thermo 

Fisher Scientific, Wilmington, DE). Lo strumento è connesso ad un computer e permette di analizzare: 

- La concentrazione (ng µL-1) dell’RNA misurata con l’assorbanza a 260 nm (A260) e calcolata sulla 

base della legge di Lambert-Beer: concentrazione RNA (ng µL-1) = A260/(ε
260

*lunghezza del cammino ottico). 

- Il rapporto 260/280 per valutare la purezza dell’RNA da contaminazione di proteine.  

- Il rapporto 260/230 per valutare la purezza dell’RNA da contaminazione di composti organici (fenoli, 

carboidrati). 

Un RNA di buona qualità deve presentare i rapporti 260/280 e 260/230 rispettivamente superiori a 1,8 e 2,0. 

L’integrità dell’RNA estratto è stata valutata anche mediante corsa elettroforetica su gel di agarosio (Paragrafo 

3.8) caricando 1 µL di ogni campione di RNA, diluito con 4 µL di acqua e 1 µL di loading buffer 6× (blu di 

bromofenolo 0,25% w/v, glicerolo 30% w/v). La separazione di bande di RNA ribosomiale nette e ben distinte 

indica che l’RNA è integro.  

Prima di essere retrotrascritto, l’RNA ha subito un trattamento enzimatico per eliminare eventuali tracce di DNA 

genomico contaminante che possono interferire nelle successive analisi di espressione genica mediante real time 

PCR. A tale scopo, 1 µg di RNA di ogni campione sono stati trattati con 1 µL di DNase I Amp Grade (1 U/µL, 

Invitrogen), 1 µL di 10× DNase Reaction Buffer (Invitrogen) in un volume finale di 10 µL di acqua DEPC. I 

campioni sono stati incubati per 15 minuti a 20°C. L’inattivazione della DNasi è avvenuta aggiungendo 1 µL di 

EDTA (25 mM), chelante del Mg++, il cofattore indispensabile per il funzionamento della DNasi, e riscaldando a 

65°C per 10 minuti per denaturare l’enzima. Per verificare l’assenza di degradazione dell’RNA trattato con 

DNasi è stata effettuata una corsa elettroforetica in gel di agarosio. 

 



 __________________________________________________________________________ Materiali e Metodi 

 
 _______________________________________________________________________________________ 49 
 

3.6.2 Sintesi del cDNA di foglie intere fresche di vite 

La retrotrascrizione dell’RNA messaggero in cDNA è stata effettuata seguendo il protocollo che si basa 

sull’utilizzo dell’enzima SuperScript III Reverse Trascriptase (Invitrogen), che permette la sintesi del cDNA a 

50°C. La trascrittasi inversa sintetizza il filamento di cDNA usando come stampo l’RNA a partire dal primer 

oligo d(T) che si appaia alla coda di poli(A) dell’mRNA. Per la retrotrascrizione, a 0,5 µg di RNA trattato con 

DNasi sono stati aggiunti 1 µL di primer oligo(dT)20 (50 µM), 1 µL di dNTPs (10 mM) e acqua DEPC per 

raggiungere il volume finale di 13 µL. La miscela è stata quindi incubata a 65°C per 5 minuti e trasferita subito 

in ghiaccio per 1 minuto. Successivamente sono stati aggiunti 4 µL di First-Strand Buffer 5×, 1 µL di DTT (0,1 

M), 1 µL di RNase OUT (Recombinant RNase Inhibitor 40 U µL-1, Invitrogen) ed 1 µL di SuperScript III RT 

(200 U µL-1, Invitrogen). La miscela è stata incubata a 50°C per 60 minuti. Successivamente i campioni sono 

stati trasferiti a 70°C per 15 minuti per inattivare l’enzima. Per rimuovere i filamenti di RNA negli ibridi DNA-

RNA, è stato effettuato un trattamento con 1 µL di RNasi H (2 U µL-1, Invitrogen) a 37°C per 20 minuti. Il 

cDNA ottenuto è stato conservato a -20°C fino al suo utilizzo, e diluito di 10 volte per l’analisi dell’espressione 

del gene specifico di P. viticola o di 20 volte per l’analisi dell’espressione dei geni di vite legati alla risposta a 

peronospora ed oidio. 

 

3.6.3 Estrazione dell’RNA totale dai tessuti fogliari fissati e sottoposti a microdissezione  

Per l’estrazione dell’RNA dai tessuti della microdissezione è stato utilizzato il protocollo PicoPure RNA 

Isolation Kit (Arcturus) con alcune modifiche. Ai campioni precedentemente lisati e conservati a -80°C (vedi 

Paragrafo 3.5.2) sono stati aggiunti 50 µL di etanolo 70%. La miscela è stata trasferita su colonnine 

precedentemente trattate con 250 µL di Conditioning buffer per 5 minuti. I campioni sono stati centrifugati per 2 

minuti a 100 × g, e successivamente a 16000 × g per 30 secondi per favorire il legame dell’RNA alla colonna. A 

questo punto è stato effettuato il trattamento con la DNasi (RNase-free Dnase Set, Qiagen) per rimuovere 

eventuali tracce di DNA, aggiungendo direttamente alla colonna 35 µL di soluzione RDD e 5 µL di DNase I 

Stock Solution. I campioni sono stati lasciati ad incubare per 15 minuti a temperatura ambiente. In seguito, 40 

µL di soluzione di lavaggio 1 (Wash Buffer 1; PicoPure RNA kit) sono stati aggiunti alla colonna e i campioni 

sono stati centrifugati a 8000 × g per 15 minuti. Successivamente la colonna contenente l’RNA è stata lavata con 

100 µL di soluzione di lavaggio 1 (Wash Buffer 1) centrifugando per 1 minuto a 8000 × g, e successivamente 

con 200 µL di soluzione di lavaggio 2 (Wash Buffer 2) centrifugando per 2 minuti a 16000 × g. Le soluzioni di 

lavaggio contengono etanolo che permette di rimuovere le impurità rimaste sulla colonna, mantenendo l’RNA 

legato alla membrana. I campioni sono stati centrifugati per un altro minuto a 16000 × g per rimuovere eventuali 

tracce di etanolo. La colonna è stata in seguito trasferita su un tubo da 0,5 mL e sono stati aggiunti 14 µL di 

soluzione di eluizione. La colonna è stata incubata a temperatura ambiente per 1 minuto, in seguito centrifugata a 

1000 × g per 1 minuto per distribuire la soluzione di eluizione, poi a 16000 × g per 1 minuto per eluire l’RNA. I 

campioni sono stati conservati a -80°C. 

Per l’estrazione dell’RNA dalle foglie intere fissate dopo microdissezione laser (Paragrafo 3.5.2) sono state 

effettuate delle modifiche al protocollo descritto precedentemente. Ai campioni fogliari sono stati aggiunti 200 

µL di soluzione di estrazione e 200 µL di etanolo 70%. Per il trattamento con la DNasi sono stati aggiunti 30 µL 
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di Buffer RDD e 10 µL di DNase I Stock Solution. In seguito si è proseguito con i lavaggi allo stesso modo 

descritto precedentemente. L’RNA è stato eluito in 25 µL di soluzione di eluizione.  

L’integrità dell’RNA estratto è stata valutata mediante elettroforesi capillare con lo strumento Agilent 2100 

Bioanalyzer System (Agilent Technologies) usando il kit RNA 6000 Pico Assay (Agilent Technologies) per i 

campioni derivanti da microdissezioni e RNA 6000 Nano Assay (Agilent Technologies) per le foglie intere 

fissate. Lo strumento restituisce un profilo di separazione dell’RNA totale, in cui sono visibili soprattutto le 

componenti più abbondanti, ovvero gli RNA ribosomiali, e da cui è possibile valutare lo stato di integrità 

dell’acido nucleico. Lo strumento restituisce inoltre un valore di integrità (RIN, ovvero RNA Integrity Number) 

che permette di attribuire un indice qualitativo all’RNA totale. 

 

3.6.4 Amplificazione dell’RNA e sintesi del cDNA dei campioni fogliari fissati e sottoposti a 

microdissezione  

La retrotrascrizione dell’RNA estratto da stomi e regioni circostanti e dalle foglie intere fissate in cDNA è stata 

effettuata seguendo il protocollo che si basa sull’utilizzo del kit MessageAmp II aRNA Amplification (Ambion, 

Life Technologies). Per ciascun campione, si è partiti da 10 µL (corrispondenti a 3-25 ng) di RNA estratto da 

microdissezioni e 400 ng dell’RNA totale estratto dalla foglia intera fissata a cui sono stati aggiunti 10 µL di 

Reverse Transcription Master Mix composta da 1 µL di acqua Nuclease-free, 1 µL di primer T7 Oligo(dT), 2 µL 

10× First Strand Buffer, 4 µL di dNTPs, 1 µL RNase Inhibitor e 1 µL di Array Script. I campioni sono stati 

miscelati gentilmente e incubati a 42°C per 2 ore in modo da favorire la sintesi del primo filamento di cDNA. 

Successivamente, la sintesi del secondo filamento di cDNA è stata effettuata aggiungendo a ciascun campione 

80 µL di Second Strand Master Mix  composta da 63 µL di acqua Nuclease-free, 10 µL di 10× Second Strand 

Buffer, 4 µL di dNTPs, 2 µL di DNA Polymerase e 1 µL di RNase H. I tubi sono stati incubati a 16°C per 2 ore. 

Il cDNA così ottenuto è stato purificato aggiungendo 250 µL di cDNA Binding Buffer. La miscela è stata 

trasferita all’interno di una colonna cDNA Filter Cartridge. Dopo centrifugazione per 1 minuto a 10000 × g, il 

filtrato è stato eliminato. Successivamente la colonna è stata lavata con 500 µL di soluzione di lavaggio (Wash 

Buffer) centrifugando per 1 minuto a 10000 × g. Dopo aver eliminato il filtrato, la colonna è stata trasferita su un 

tubo pulito e sono stati aggiunti 18 µL di acqua Nuclease-free riscaldata a 55°C. La colonna è stata incubata per 

2 minuti a temperatura ambiente e poi centrifugata per 1 minuto a 10000 × g. All’eluato ottenuto sono stati 

aggiunti 24 µL di IVT Master Mix composta da 4 µL di T7 ATP, 4 µL di T7 CTP, 4 µL di T7 GTP, 4 µL di T7 

UTP, 4 µL di T7 10× Reaction Buffer e 4 µL di T7 Enzyme Mix per sintetizzare l’aRNA (“amplified RNA”). La 

miscela è stata incubata a 37°C per 14 ore nel caso dei campioni delle microdissezioni o per 8 ore nel caso delle 

foglie intere fissate.  

L’aRNA ottenuto è stato purificato per rimuovere enzimi, sali e nucleotidi non incorporati, aggiungendo 350 µL 

di aRNA Binding Buffer e 250 µL di etanolo 100%. La miscela è stata trasferita su una colonna aRNA Filter 

Cartridge e centrifugata per 1 minuto a 10000 × g. Dopo l’eliminazione dell’eluato, la colonna è stata lavata con 

650 µL di soluzione di lavaggio (Wash Buffer) centrifugando per 1 minuto a 10000 × g. La colonna è stata in 

seguito trasferita su un tubo pulito e sono stati aggiunti 100 µL di acqua Nuclease-free (preriscaldata a 55°C). I 

campioni sono stati incubati prima a 55°C per 10 minuti, poi a temperatura ambiente per altri 2 minuti e in 

seguito centrifugati per 1,5 minuti a 10000 × g. L’aRNA così ottenuto è stato controllato per valutarne la purezza 
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e quantificato con NanoDrop ND-8000 (Thermo Fisher Scientific) e in seguito concentrato con centrifuga a 

vuoto (Eppendorf) fino al raggiungimento del volume finale di 30 µL.  

La retrotrascrizione è stata effettuata seguendo il protocollo che si basa sull’utilizzo dell’enzima con Superscript 

VILO  (Invitrogen). Si è partiti da 14 µL (corrispondenti a 210-630 ng) di aRNA da microdissezioni e foglia 

intera fissata a cui sono stati aggiunti 4 µL di 5× VILO Reaction Mix e 2 µL di Superscript Enzyme Mix 10×. Il 

tutto è stato incubato 25°C per 10 minuti, poi a 42°C per 60 minuti per la reazione di retrotrascrizione ed infine a 

85°C per inattivare l’enzima. Il cDNA è stato conservato a -20°C fino al suo utilizzo, e diluito rispettivamente di 

10 volte per l’analisi dell’espressione del gene specifico di P. viticola e di 20 volte per l’analisi dell’espressione 

dei geni di risposta della vite a peronospora.  

 

 

3.7 Verifica del cDNA tramite PCR 

Il corretto funzionamento della reazione di retrotrascrizione e l’assenza di contaminazione da DNA sono stati 

verificati mediante amplificazione del gene Actina (VIT_204s0044g00580), utilizzando una coppia di primer 

disegnata su due esoni del gene (Act_PCR_For: 5’-TGACAATGGAACTGGAATGGT-3’; Act_PCR_Rev: 5’-

ATCAGGCAGCTCTATAGTTCTTC-3’) (Figura 3.9).  

> class=Sequence position=chr4:21427866..21431057 (- strand) 
ATGATTCTTC CCCACTCCTT CATTTCGCTC TCATTTCATT TGCATTTCCG CACTCTCTCT CTTCTATATA TAGCTCCCTC 
TCACACTCTC TCACTTCCTC ATTTCATTTT TCCAAGCCTT TTCCCAAGCC TAGAGAGAGA GCACCCCAAG CCCATCGTCT 
TCGGAGATTG GCTTGGATCT CTGTTCCTCC TTCGCCTCCG ATTCTCTCTG CTCTCTGTCT CCGCAGTCTT TAAGGTATGC 
TTTTCGATTT CAACCGATCT GATTTCTATT TTTTTCGCTG AAGTCATTGA TTTTGTTCCC TTGATGCGAT TTTACTTGAT 
TTTAGATTTG ATTTGTGAAA ATGATGAGTT TTTGTGTCGA TCTGTGGCCG ATTTGGCTAA TCGATCGGTT TGATTGAGGA 
GAAGTAGCTT GATTTTGTTT GTAGTGATTT CTTCGTCCCG ATCTGGTATT TTTGGTGTGA TTTATTGTGA GAGAGGTGAG 
ATCTAGTCTG ATACAAAGGT TGAGAGTCCT GATTTGTAGG ATCGATGTGT TTTAGTTGCT TGTGGATCTT TTATGTGTTG 
TGAAGCCGGT GAAATCTATA TTAAGTTGAT TTGTTCGTCT GATCTGCTCT TCTTTTGTTT GGATCTCTGC TTTTTATCAT 
TGTGAGTCAG ATCTGACTTG TTTCATGTAT ACTCTTTTGC TTAATTCACT TGATTTGTGA AAATATTTTC TGCTTGGATC 
TGTCGAAGGT TAATTATGTT GTGCCTTTGA TGATCAAGTG TAAATTTTGA TTATCTTAAT ATTTTTTCTT TGGTTGCTGA 
GAAAATGGAG CAAAAAAAAA AAAAAAACAT AGTCATGAAT CTTTAATAGT ACTGCATGGT TTCTAAGGAT GAACAACTGT 
CATAAACTGA ACCGAATGGT TGGTAGGACC CCTTGAGTAA GGGATTTGTT TGGAGGTCCA AAATTATCTA AAATATTGGA 
TCTACGAATG TAATTTATTT TGATTTTCTT AGCATCCAAG CATAGAATTA ATCATTGTAC ATTGCGGACT TAGTCTGTTT 
TGGAACTTTT TGATTCAGGA AATCAACTGA TTTGGAGAAA GTATCTAAAC CAATAGGCAT TATGTTTGTT TCAAAACCAA 
GTAAAATTTT GGTAGCCTCA TTTCAAAGTA TCATTTAGAT TTGTATGTTT ATCATTTATA ATGAGCGAGA AGGCATGGAA 
ATTATCTGAA AAAGCTAAAA AGGTGAATAT TTGTCAAGCA GCAAAACTTA AACTTTGTTA TACTTTGTCC CCTGACTTCA 
TATTTCTCAT GCAGGTAATA AAAGGATGGC CGATACTGAA GATATCCAGC CCCTCGTCTG TGACAATGGA ACTGGAATGG 
TGAAGGTCTG TTGTTTCTTT CTTGCTTGAT ATGCAGATTT GTTGTGTTGT TTGCTGCTCC TCAAATGCTC AATTTGAATA 
AGCTTTCCAT GTTATGCTTT ATATGCAGGC TGGATTTGCG GGTGATGATG CTCCCAGGGC AGTGTTTCCT AGTATTGTGG 
GTCGGCCAAG GCACACTGGT GTCATGGTTG GGATGGGTCA AAAAGATGCC TATGTTGGTG ATGAAGCCCA ATCTAAAAGA 
GGTATTCTTA CCTTGAAGTA TCCCATTGAA CATGGTATTG TCAGCAATTG GGATGACATG GAAAAGATTT GGCATCACAC 
ATTCTACAAT GAGCTTCGGG TTGCCCCTGA AGAACACCCA GTGCTTCTAA CTGAGGCACC CCTCAACCCC AAGGCCAACA 
GAGAAAAGAT GACTCAAATC ATGTTTGAGA CTTTTAATGT GCCTGCCATG TATGTTGCCA TTCAGGCTGT TCTTTCTCTA 
TATGCCAGTG GGCGTACAAC TGGTTCGTAT TAAAATCTTT TTGGATTGGA ATTTTCATTT TTCTTTTCTG TTGTTAGTGT 
AGCCTGAGTT CTAACTTGCT CCTTTGACTA GGTATTGTGC TGGATTCTGG TGATGGTGTG AGTCACACTG TGCCAATTTA 
TGAAGGTTAT GCACTTCCCC ATGCTATCCT TCGTCTTGAC CTTGCTGGAC GTGACCTCAC TGATGCTCTG ATGAAGATTC 
TAACTGAGAG GGGTTACATG TTCACCACTA CTGCTGAACG GGAAATTGTC CGGGACATGA AGGAAAAGCT TGCATATGTT 
GCTCTTGACT ACGAGCAAGA GCTGGAAACT GCAAAGAGCA GCTCCTCAGT TGAGAAGAAC TATGAGCTGC CTGATGGGCA 
AGTCATTACT ATTGGAGCTG AGAGATTCCG TTGTCCAGAA GTCCTCTTCC AGCCATCTCT CATTGGGATG GAAGCTGCAG 
GAATTCATGA GACTACCTAC AACTCCATCA TGAAGTGTGA TGTTGATATC AGGAAGGACC TCTATGGCAA CATTGTGCTT 
AGTGGTGGGT CAACCATGTT CCCTGGTATT GCTGACAGAA TGAGCAAGGA AATCACTGCT CTTGCTCCCA GCAGCATGAA 
GATCAAGGTG GTGGCACCAC CTGAGAGAAA GTACAGTGTC TGGATTGGAG GATCAATTCT TGCATCCCTC AGCACCTTCC 
AGCAGGTGAT TTTCATTTTT TGTTTTTGGT TTTTACAAAT GGTTTGATTC TTTTATTGCA TGATACTAAC ATGCTTTTTG 
TTGGTACAGA TGTGGATCTC AAAGGGTGAA TATGATGAAT CTGGTCCATC CATTGTCCAC AGGAAGTGCT TCTAAGTAAT 
ACAAGTGCTT TGATGGTGAG TTCCTTTTTT CCCCCTTTAG TTGGCTTTTC GTGTCATGTG TCATGTGAAC TCAGTTTGGT 
TGACATGGAG ATGTGTTGAG GTGGGGTTAT TGAAGACAAG TATATTTGTG ATCTTGATGT ATTGTACCCT TCGCACGATA 
TGATTCATCT TCTTGTTACT ACGTGTGGAG GGATTTATCT GTAATGGTCC TCTGGATCCT GGGGGCCAGG CTATTGCAAC 
TCAGTCCTTG CCTTGCGTCA TCTATGGTCC AACCTCGTCT TTTAGTAGGA TGTTTGTAGC AGGAGAGTGA TTGGTGATGC 
TTTTTCCCTT CTATTTTTTA ATTTTCATAT TTGAAGTTTT TTCCCTGGGA ACATTTATGT TAATATTTAT TGTATGAGAA 

ATTTTATATT AGTGTCAGTT TGCGGTATTA AACTCCTTAT TGAAATTATA TTTTATACTG GGTTGAAAGC TT 
 

Figura 3.9: Sequenza del gene Actina con gli esoni evidenziati in grigio, gli introni in azzurro e le UTR in giallo. I primer 
Act_PCR_For e Act_PCR_Rev usati per verificare l’assenza di DNA nel cDNA sono indicati in rosso. 
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Le reazioni di amplificazione sono state realizzate assemblando la miscela di reazione in 25 µL finali come 

riportato in Tabella 3.7, utilizzando il termociclatore T-gradient (Biometra) secondo i cicli di amplificazione 

descritti nella Tabella 3.8. 

 
 

Tabella 3.7: Miscela per la reazione di PCR. 
 

Componente Quantità da aggiungere 

10 × DreamTaq Buffer 2,5 µL 

dNTPs (2mM ciascuno) 2,5 µL 

Primer Forward (10 mM) 1 µL 

Primer Reverse (10 mM) 1 µL 

DreamTaq DNA Polymerase (5U µL-1) 0,125 µL 

cDNA (1/10) 1 µL 

H20 16,875 µL 

 

Tabella 3.8: Schema dei cicli di amplificazione. 
 

N° cicli Temperatura Tempo 

1 95°C 2 minuti 

40 95°C 30 secondi 

58°C 30 secondi 

72°C 45 secondi 

1 72°C 15 minuti 

 15°C ∞ 

 

 

3.8 Elettroforesi in gel di agarosio 

L’RNA estratto e i prodotti di PCR sono stati analizzati mediante corsa elettroforetica in gel di agarosio in 

tampone TAE 1× (0,04 M Tris-acetato, 0,0001 EDTA pH 8.0). Il gel è stato ottenuto sciogliendo l’agarosio in 

tampone TAE 1×, processo ottenuto attraverso il riscaldamento con forno al microonde della miscela fino ad 

ebollizione. La soluzione è stata in seguito raffreddata a circa 60°C e addizionata di bromuro di etidio (stock 10 

mg mL-1) per avere una concentrazione finale di 0,1 µg mL-1 di bromuro di etidio nel gel. In seguito la soluzione 

è stata versata in uno stampo su cui è adagiato un pettine che permette la formazione dei pozzetti per il 

caricamento dei campioni. I campioni, cui sono stati aggiunti 1/6 di volume di soluzione di loading buffer 6×, 

sono stati caricati nei pozzetti e successivamente è stata applicata una differenza di potenziale agli elettrodi pari a 

5 Volt cm-1 che spinge gli acidi nucleici a migrare verso il polo positivo.  

A fine corsa il gel è stato esposto a raggi UV mediante transilluminatore Gel Doc (Bio-Rad) per l’osservazione 

delle bande di DNA o RNA: il bromuro di etidio, eccitato dalla radiazione ultravioletta, emette radiazione 

fluorescente, cosicché il DNA o RNA diventa visibile al transilluminatore per la presenza di molecole di 

bromuro di etidio intercalate.  
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3.9 Analisi dell’espressione genica mediante real time PCR 

3.9.1 Preparazione delle reazioni per l’analisi real time PCR  

Per lo studio dei profili di espressione dei geni di difesa della vite a peronospora ed oidio e dei geni MLO sono 

state effettuate delle reazioni di real time PCR che permettono di ottenere una quantificazione di tipo relativo 

dell’espressione genica. La real time PCR è una tecnica altamente sensibile che consente la quantificazione di 

trascritti scarsamente rappresentati e di piccole variazioni nell’espressione di un gene. La tecnica consiste nel 

sintetizzare prodotti di PCR in presenza del colorante fluorescente SYBR Green che si lega al DNA a doppio 

filamento generando un segnale di fluorescenza proporzionale al numero di molecole sintetizzate.  

Le reazioni di amplificazione a partire dal cDNA diluito sono state effettuate utilizzando i primer specifici per 

l’amplificazione dei geni di interesse e dei geni di riferimento riportati in Tabella 3.9 e 3.10. I primer per la real 

time PCR sono stati disegnati con l’ausilio del programma Primer3 (http://primer3.sourceforge.net) indicando un 

amplicone di dimensioni ottimali pari a 80-150 bp e una temperatura di melting di 55°C o 60°C. I primer sono 

stati controllati con l’applicazione Oligo Analyzer V.1.0.2 (www.bio.net /bionet/mm/bio- soft/2001-

September/023431.html).  

Le reazioni di amplificazione sono state preparate utilizzando la miscela Platinum SYBR Green qPCR Super 

Mix-UDG (Invitrogen), che contiene l’enzima Platinum Taq DNA Polymerase, la molecola fluorescente SYBR 

Green І, MgCl2 e dNTPs. È stato inoltre aggiunto il ROX Reference Dye (Invitrogen) per normalizzare il segnale 

di fluorescenza tra le reazioni. Ciascuna reazione di amplificazione di ogni campione di cDNA con ogni coppia 

di primer è stata condotta in triplicato (repliche tecniche). Tutte le reazioni sono state realizzate in un volume 

finale di 10 µL nello strumento Light Cycler 480 (Roche) impostando il seguente programma: 50°C per 2 

minuti, 95°C per 2 minuti, 50 cicli di 95°C per 15 secondi, 60°C per 30 secondi. Al termine dei 50 cicli avviene 

il protocollo di dissociazione che consiste nell’aumento graduale della temperatura da 60°C a 95°C. 

La quantificazione del prodotto di amplificazione ottenuto mediante real time PCR si basa sul fatto che nella fase 

esponenziale l’efficienza di amplificazione è massima ed in condizioni ottimali la quantità di amplificato 

raddoppia ad ogni ciclo. Due campioni possono essere quindi confrontati rispetto al numero di ciclo di PCR (Ct) 

in corrispondenza del quale il valore della loro fluorescenza supera il valore soglia (Figura 3.10). I campioni che 

raggiungono prima il valore soglia hanno un Ct inferiore e sono quelli che contengono più templato di partenza.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10: Esempio di curva di amplificazione nella real time PCR. 
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Il graduale incremento della temperatura durante il protocollo di dissociazione finale provoca la dissociazione 

delle molecole di amplificato al raggiungimento della loro temperatura di melting. L’apertura della doppia elica 

degli amplificati provoca la liberazione della molecola di SYBR Green con conseguente riduzione della 

fluorescenza.  

La derivata negativa della curva di abbassamento della fluorescenza in funzione della temperatura presenta un 

picco in corrispondenza della temperatura di dissociazione del prodotto amplificato. La presenza di un unico 

picco corrispondente alla temperatura di melting dell’amplicone previsto conferma la specificità dell’amplificato. 

Mentre la presenza di picchi multipli a temperature diverse può indicare la presenza di amplificati aspecifici 

oppure di dimeri dei primer che influenzano la corretta stima della quantità dell’amplificato, e quindi la 

quantificazione relativa dell’espressione genica del gene di interesse.  

 

3.9.2 Analisi dei dati di real time PCR 

Per l’elaborazione dei dati di real time PCR, il valore di efficienza di amplificazione per ciascuna reazione è 

stato calcolato utilizzando il programma LinReg PCR 11.1 (Ruijter et al. 2009), in base alla seguente equazione: 

 

Log(R0)= Log(N0)+Log(Eff)*C 

 

In cui, R0 e C sono rispettivamente i dati delle misure di fluorescenza ed il numero dei cicli, mentre Log(No) e 

Log(Eff) sono rispettivamente l’intercetta e la pendenza della curva di amplificazione. Per evitare un’ambigua 

selezione dei punti all’interno della fase esponenziale, l’algoritmo LinReg PCR identifica la migliore linea di 

tendenza per ciascuna curva di amplificazione, utilizzando da 4 a 6 punti e selezionando il massimo valore di 

pendenza (valore dell’efficienza di ciascuna reazione). 

Utilizzando il software Light Cycler 480 1.5.1.62 SP2 (Roche) è stato determinato il valore di ciclo soglia Ct 

(cycle threshold), che corrisponde al punto in cui la fluorescenza supera il valore utilizzato come soglia (cioè il 

rumore di fluorescenza di base). 

 

Analisi dell’espressione dei geni di risposta della vite a P. viticola in foglie intere e in campioni sottoposti a 

microdissezione 

La quantificazione relativa è stata calcolata con l’equazione di Pfaffl (Pfaffl 2001): 

 

espressione relativa = (Effgene)
∆Ctgene(controllo-inoculato)/(Effrif)

∆Ctrif(controllo-inoculato)
 

 

Effgene: efficienza di amplificazione del gene di interesse; 

Effrif: efficienza di amplificazione del gene di riferimento (Actina_1); 

∆Ctgene: differenza tra il valore di Ct del campione controllo e quello del campione inoculato per il gene di 

interesse; 

∆Ctrif : differenza tra il valore di Ct del campione controllo e di quello del campione inoculato per il gene di 

riferimento. 

 

L’equazione di Pfaffl combina la quantificazione e la normalizzazione in un unico calcolo e permette di 

esprimere il livello di espressione relativo di un gene come numero di volte (fold change) con cui cambia 
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l’espressione del gene nel campione inoculato rispetto al livello di espressione nel campione di riferimento 

(controllo), normalizzando in base al livello di espressione del gene di riferimento. 

Come riferimento è stato utilizzato il gene Actina_1 (Act_1, VIT_212s0178g00200) che è risultato costitutivo 

durante l’infezione di P. viticola (Polesani et al. 2010, Perazzolli et al. 2011). La foglia intera fresca del 

campione controllo è stata inoltre utilizzata come riferimento per il calcolo del livello di espressione relativo 

nelle foglie intere fresche. La foglia intera fissata del campione controllo è stata invece utilizzata come 

riferimento per il calcolo del livello di espressione negli stomi e nelle regioni circostanti del campione controllo, 

inoculato-locale e inoculato-distale e nelle foglie intere fissate del campione inoculato-locale e inoculato-distale. 

 

Analisi dell’espressione dei geni MLO e dei geni di risposta della vite ad oidio in piante trasformate 

La quantificazione relativa è stata calcolata con la formula riportata in Hellemans et al. (2007): 

 

Normalized Relative Quantity (NRQ) = RQ/NF 

 

Relative Quantification (RQ) = Eff (Ct-Ct’) 

 

Normalization Factor (NF) = media geometrica delle RQ dei geni di riferimento considerati. 

 
 

Eff: efficienza di amplificazione, calcolata dal programma LinReg PCR 11.1 (Paragrafo 3.9.2); 

Ct:  il ciclo soglia dell’amplificazione di un gene in uno specifico campione; 

Ct’: corrisponde alla media dei Ct tra tutti i campioni analizzati per lo stesso gene nel calcolo del livello di 

espressione dei geni MLO nel controllo EVB e nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei 

geni MLO. Mentre, per il calcolo del livello di espressione dei geni di risposta della vite ad oidio nel controllo 

EVB e nella linea TLB4, Ct’ corrisponde alla media dei Ct nel controllo EVB a 0 dpi.  

Come geni di riferimento sono stati usati: Actina_2 (Act_2), Glutaraldeide-3-fosfato deidrogenasi (GADPH) e il 

Fattore di elongazione 1α (EF-1α) (Reid et al. 2006). La stabilità dei geni di riferimento è stata valutata tramite 

il software GeNorm (medgen.ugent.be/~jndesomp/genorm/) (Vandesompele et al. 2002) a partire dalle loro RQ. 

Per ogni gene di riferimento, il programma GeNorm fornisce un valore di stabilità (M), definito come la 

variazione media a coppie di un particolare gene di riferimento con gli altri geni oggetto di studio. I tre geni 

hanno presentato un valore di stabilità M, pari a 0,5. Come riportato in letteratura (Strube et al. 2008, Van Hiel et 

al. 2009, Ling and Salvaterra 2011), i geni di riferimento con valori di M al di sotto di 1,5 sono considerati 

stabili. 

L’espressione relativa percentuale (RE %) è stata calcolata come il rapporto tra la media del livello di 

espressione relativa del gene MLO a 0, 1 e 10 dpi nella linea trasformata con il costrutto per il silenziamento dei 

geni MLO e la media dell’espressione relativa del gene MLO a 0, 1 e 10 dpi nel controllo EVB, ed espressa come 

percentuale.   
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3.10 Analisi istologica 

3.10.1 Analisi istologica delle foglie inoculate con Plasmopara viticola 

Per verificare l’avvenuta infezione di P. viticola nelle foglie e per osservare le strutture del patogeno all’interno 

dei tessuti, due mezze foglie dal campione controllo o dal campione inoculato-locale per ciascuna replica sono 

state trattate seguendo il protocollo descritto da Díez-Navajas et al. (2007) con piccole modifiche. I campioni 

fogliari sono stati decolorati in una soluzione di idrossido di potassio (1M KOH) a 95°C per 15 minuti e in 

seguito trasferiti in una soluzione fresca di KOH per 15 minuti a temperatura ambiente. In seguito, i campioni 

sono stati sottoposti a 3 lavaggi con acqua distillata di 15 minuti ciascuno e incubati nel colorante blu di anilina 

(0,05% in 0,067 M K2HPO4 pH 8). I campioni sono stati in seguito trasferiti sul vetrino con la pagina inferiore 

rivolta verso l’alto ed è stata verificata la presenza del patogeno all’interno della foglia utilizzando un 

microscopio a fluorescenza (Leica LMD 7000) con filtro LMD (filtro eccitazione BP 380-420nm, 415 dichroic 

mirror, e emissione BP 445-485). Il colorante interagisce con i β-1,3 glucani della parete del patogeno 

permettendone la visualizzazione in fluorescenza (Hood and Shew 1996). 

Per determinare il numero di stomi infetti, 10 aree da 1 mm2 ciascuna sono state selezionate in maniera random 

sulle metà foglie dal campione controllo e inoculato-locale. Gli stomi che presentavano la zoospora incistata, 

l’ifa primaria formata e l’austorio sono stati contati e la percentuale degli stomi infetti è stata calcolata rispetto al 

numero di stomi totali. 

 

3.10.2 Analisi istologica delle foglie inoculate con Erysiphe necator 

Per visualizzare lo sviluppo di E. necator all’interno dei tessuti e per osservare i possibili meccanismi di 

resistenza sono state raccolte 2 foglie per 3 repliche biologiche da ciascuna linea trasformata a 3, 10 e 21 dpi. Le 

foglie sono state trattate come descritto in Vanacker et al. (2000) con alcune modifiche. Le foglie sono state 

tagliate in piccoli pezzi che sono stati adagiati su carta Whatman bagnata con etanolo:acido acetico (3:1, v/v) in 

piastre Petri (92 mm) fino alla completa rimozione della clorofilla. I campioni fogliari sono stati 

successivamente incubati su carta impregnata di acqua in piastre Petri (92 mm) per 2 ore e sono stati quindi 

incubati su carta bagnata con lactoglicerolo (glicerolo:acido lattico:acqua, 1:1:1, v/v) in piastre Petri (92 mm) per 

12 ore e conservati in questa soluzione fino all’osservazione al microscopio.  

Per l’osservazione al microscopio i tessuti fogliari conservati in lactoglicerolo sono stati posti su un vetrino 

posizionando una goccia di blu di anilina (0,1% [w/v] in lactoglicerolo). Il colorante in lactoglicerolo non 

fluoresce, e le strutture del patogeno (ife, conidi e appressori) sono state visualizzate in campo chiaro mediante il 

microscopio Leica LMD7000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Una volta localizzate le spore, è stata 

usata la fluorescenza con un filtro LMD (filtro eccitazione BP 380-420nm, 415 dichroic mirror, e emissione BP 

445-485) per visualizzare l’autofluorescenza con una colorazione blu-verde associata alle cellule infette e alla 

formazione della papilla (Vanacker et al. 2000). La papilla è prodotta dalla pianta per prevenire la penetrazione 

dei patogeni ed è composta da callosio e da composti fenolici che sono autofluorescenti (Vanacker et al. 2000). 
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3.11 Analisi statistica 

Gli esperimenti sono stati ripetuti 2 volte e i dati sono stati analizzati con il programma Statistica9 (StatSoft). 

L’F-test è stato applicato per dimostrare l’assenza di differenze significative tra 2 esperimenti (α > 0,05) e i dati 

di 2 esperimenti sono stati raggruppati. I valori dell’espressione relativa sono stati trasformati usando la formula 

y=log10(1+x) (Casagrande et al. 2011). Dopo validazione della distribuzione normale (test di Kolmogorov-

Smirnov o di Shapiro-Wilk, α > 0,05) e dell’omogeneità della varianza dei dati (Levene’s test, α > 0,05), è stata 

condotta l’analisi della varianza (ANOVA) utilizzando il test di Tukey o di Fisher per determinare differenze 

significative (α < 0,05). Per l’analisi dell’espressione dei geni MLO nel controllo EVB e nelle linee trasformate 

con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO a 0, 1 e 10 dpi è stata applicata l’ANOVA a due vie 

considerando allo stesso tempo sia l’effetto della linea sia del tempo scelto per il campionamento. Nel caso in cui 

le assunzioni per l’applicazione dell’ANOVA non erano rispettate, è stato applicato il test non-parametrico di 

Krustal-Wallis. 
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Tabella 3.9: Sequenze dei primer dei geni di risposta della vite a Plasmopara viticola per l’analisi dell’espressione mediante real time PCR. 
Abbreviazione del 
gene 

Nome del gene Accession  
numbera 

Codice del gene di viteb Sequenza dei primerc Referenzad 

PR-2 Proteina di patogenesi 2 AJ277900 VIT_208s0007g06060 For: GTTATTTCAGAGAGTGGTTGGC Perazzolli et al. 2011 
 Rev: AACATGGCAAACACGTAAGTCT 

PR-4 Proteina di patogenesi 4 CF074510 VIT_214s0081g00030 For: CAGGCAACGGTGAGAATAGT Perazzolli et al. 2011 
 Rev: ACCACAGTCCACAAACTCGTA 

OSM-1 Osmotina 1 XM_002282928 VIT_202s0025g04310 For: CGCTGCGCTAAAGACTACC Perazzolli et al. 2012 
Rev: AAAAACCTTGAGTAATCTGTAGCA 

TLP-4 Proteina Thaumatin-like 4 XM_002282957 VIT_202s0025g04290 For: CACTGTTTTCAGGACCGATG Santi et al. 2013 
 Rev: GGGCATGTAAAGGTGCTTGT 

TLP-5 Protein Thaumatin-like 5 XM_002283046 VIT_202s0025g04270 For: CTAGGGTGCTTTTGAGTCCA Santi et al. 2013 
 Rev: CGTAGAAAAGTTGTTGCATGAG 

GLP-7 Proteina Germin-like 7 NM_001281015 VIT_214s0128g00570 For: GGGTGTCAGTGGCTCGTATC Godfrey et al. 2007 
 Rev: CGGTGTTCAGGGTTGGATGT 

GLP-2 Proteina Germin-like 2 NM_001280985 VIT_214s0060g00120 For: CGAGTTGGATGTGGGGTTCA Godfrey et al. 2007 
Rev: GACTTCGCCGTTGTTCTTCT  

NAC Fattore di trascrizione NAC Q52QR5 VIT_201s0026g02710 For: AACTGCCATGCCAATACAAC Polesani et al. 2008 
 Rev: AACCAAGCCTAATCACTGAA 

CHI Calcone isomerasi NM_001281104 VIT_213s0067g03820 For: AACTTCTGGTAGGGACCCATCT Legay et al. 2010 
Rev: GAAGGATGAAACCTTCCCACCA 

CellS Cellulosa sintasi D3  XM_010664727 VIT_202s0012g02190 For: CAGACGAAGACTTCGCTGAT Polesani et al. 2008 
 Rev: GGAGTCCATGAGTTGCTGTA 

Act_1 Actina_1 XM_010659103 VIT_212s0178g00200 For: ATTCCTCACCATCATCAGCA Polesani et al. 2010 
 Rev: GACCCCCTCCTACTAAAACT 

LSU Large ribosomal subunite  KM279688 - For: GTGGTCAGTATGGGCACTTG Gindro et al. 2014 
Rev: GCGACTCAAAGAAAACGGGT 

 
a Accession number del database National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). 
b Codice del gene di vite della versione V2 del genoma (http://genomes.cribi.unipd.it/grape/). 
c Sequenze dei primers forward (For) e reverse (Rev). Le referenze delle coppie di primer sono le seguenti: PR-2 e PR-4 (Perazzolli et al. 2011); TLP-4 e TLP-5 (Santi et al. 2013); OSM-1 (Perazzolli et 

al. 2012); NAC e CellS (Polesani et al. 2008); CHI (Legay et al. 2010); Act_1 (Polesani et al. 2010). 
e Il gene large ribosomal subunit (LSU) di P. viticola è stato usato per identificare la presenza del patogeno all’interno dei tessuti fogliari. 
d Referenza dei geni di vite.
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Tabella 3.10: Sequenze dei primer dei geni di risposta della vite a Erysiphe necator per l’analisi dell’espressione mediante real time PCR. 
Abbreviazione del 
gene 

Nome del gene Accession 
numbera 

Codice del gene di viteb Sequenza dei primerc Referenzad 

EF-1α Fattore di elongazione 1α EC959059 VIT_206s0004g03220 For: GAACTGGGTGCTTGATAGGC Reid et al. (2006) 
Rev: AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA 

GADPH Glutaraldeide 3-fosfato deidrogenasi CB973647 VIT_217s0000g10430 For: TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA Reid et al. (2006) 
Rev: CCACAGACTTCATCGGTGACA 

Act_2 Actina_2 EC969944 VIT_204s0044g00580 For: TCCTTGCCTTGCGTCATCTAT Reid et al. (2006) 
Rev: CACCAATCACTCTCCTGCTACAA 

MLO-6 Gene MLO-6 NM_001281076 VIT_213s0019g04070 For: GTGCAGTTATGTGACACTCCC Winterhagen et al. (2008) 
Rev: ACACACCATCCGAGTGC 

MLO-7 Gene MLO-7 NM_001281079 VIT_213s0019g04060 For: CTTTCTTCGCATGGAGCACG Winterhagen et al. (2008) 
Rev: GAGCCCATCTGTGTCACCAA 

MLO-11 Gene MLO-11 NM_001281084 VIT_208s0040g02170 For: GCACCCCCTTACATGGC Winterhagen et al. (2008) 
Rev: TCTGGACCAGGATTTCTATGATG 

MLO-13 Gene MLO-13 KR362917 VIT_206s0004g03100 For: CTGGTGACACAGATGGGTTC Winterhagen et al. (2008) 
Rev: CTACTTGACATGGGTGTGGC 

WRKY-19 Fattore di trascrizione WRKY-19 NM_002282222 VIT_207s0141g00680 For: GGGGAGGCTGTGGTTAGGTT Guo et al. (2014) 
Rev: GTTTGGCATTTGGCTTGTCT 

WRKY-27 Fattore di trascrizione WRKY-27 NM_002272468 VIT_208s0058g01390 For: CTTGGATCAGAATCACCCCTAA Guo et al. (2014) 
Rev: GCCGTGGTATGTGGTTTTGTA 

WRKY-48 Fattore di trascrizione WRKY-48 NM_002280995 VIT_215s0046g01140 For: CAAGATTTCAAGGACCAAGCAG Guo et al. (2014) 
Rev: AGTATGCCTTCCTCGGTATGT 

WRKY-52 Fattore di trascrizione WRKY-52 NM_002267757 VIT_214s0050g02510 For: CCTCTTGATGATGGGTTTAGTT Guo et al. (2014) 
Rev: GTCTTCCACGGTAGGTGATTT 

ASL-1 Acetolattato sintasi NM_002274037 VIT_214s0068g01960 For: CCGTGCATACCGAGCATTTG Questo studio 
Rev: AGGCCGGTTCTGTATGTTGG 

EDS-1 Proteina Lipase-like  NM_010664719 VIT_217s0000g07560 For: AGGGTTTTATATTGTTATCTCAAGGC Gao et al. (2014) 
Rev: GAAGAAAATATCTTATTACTACATAATGTTTCA  

LOX-9 Lipossigenasi 9 AY159556 VIT_214s0128g00780 For: GACAAGAAGGACGAGCCTTG Dufour et al. (2013) 
Rev: CATAAGGGTACTGCCCGAAA 

LOX-1 Lipossigenasi 1 XM_002263818 VIT_213s0064g01480 For: ATCAATGCTCTTGCTCGGGA Questo studio 
Rev: CCAGAGCTGGTCATAGGCAG 

PAD-4 Proteina Lipase-like NM_002280750 VIT_217s0000g07420 For: ACGATTGCACTGGTAAGCCA Questo studio 
Rev: CGACTCCGTCATCGCCTAAA 

PEN-1 Sintaxina NM_002263950 VIT_208s0032g01150 For: CTTCGCAAGAAGCTCAGGGA Questo studio 
Rev: TGCTCTTGGATCGCCTTCTG 

PR-1 Proteina di patogenesi 1 AJ536326 VIT_203s0088g00690 For: CCCAGAACTCTCCACAGGAC Dufour et al. (2013) 
Rev: GCAGCTACAGTGTCGTTCCA 

PR-6 Proteina di patogenesi 6 AY156047 VIT_205s0020g05020 For: ACGAAAACGGCATCGTAATC Dufour et al. (2013) 
Rev: TCTTACTGGGGCACCATTTC 

NPF-3.2 Transportatore NO2-/ NO3
-  NM_002277950 VIT_208s0040g00830 For: TCGTCACATCAGCACAGCTT Questo studio 

Rev: ATCTGCGAGCCAATGGAACA 

 
a Accession number del database National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). b Codice del gene di vite della versione V2 del genoma 
(http://genomes.cribi.unipd.it/grape/). c Sequenze dei primers forward (For) e reverse (Rev). Le referenze della coppia di primer sono le seguenti: EF-1α, GADPH e Act_2 (Reid et al. 2006); MLO-6, 
MLO-11 e MLO-13 (Winterhagen et al. 2008); WRKY-19, WRKY-27, WRKY-48, WRKY-52 (Guo et al. 2014); EDS-1 (Gao et al. 2014); LOX-9, PR-1 e PR-6 (Dufour et al. 2013).  

d Referenza dei geni di vite.
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4 RISULTATI 

4.1 Ottimizzazione del protocollo di microdissezione laser per lo studio della risposta 

sito-specifica della vite a peronospora 

4.1.1 Inoculo con Plasmopara viticola di foglie di piante cresciute in vitro  

Le foglie di piante cresciute in vitro sono state inoculate con una sospensione sterile di P. viticola. I campioni 

sono stati prelevati da foglie trattate con acqua (controllo), dall’area inoculata (inoculato-locale) e dall’area non 

inoculata (inoculato-distale) di foglie inoculate con il patogeno ad 1 dpi (Figura 3.6, Paragrafo 3.3.2). Mediante 

colorazione con blu di anilina è stato osservato lo sviluppo di P. viticola all’interno dei tessuti fogliari. In 

particolare è stato possibile osservate le strutture tipiche del patogeno nel campione inoculato-locale ad 1 dpi, 

ossia le zoospore incistate in prossimità dello stoma, la formazione della vescicola nella camera sottostomatica, 

con la presenza dell’ifa primaria e dell’austorio primario (Figure 4.1 A-B). Come atteso, nei campioni controllo 

non è stata osservata la presenza del patogeno (Figura 4.1 C).  

 

 

 
Figura 4.1: Analisi istologica dello sviluppo di Plasmopara viticola nelle foglie di piante cresciute in vitro ad 1 dpi.  
Le foglie sono state inoculate con P. viticola (inoculato-locale) o trattate con acqua (controllo) in condizioni sterili. 

L’infezione di P. viticola è stata analizzata (A, B) nel campione inoculato-locale e (C) nel campione controllo a un giorno 
dall’inoculo mediante microscopio a fluorescenza in seguito a colorazione con blu di anilina. Nelle figure sono indicati 

esempi di: zoospora incistata (ZI), vescicola sottostomatica (SV), ifa primaria (IP) e austorio primario (AP) in prossimità 
dello stoma (St). 

 

 

La percentuale degli stomi infetti, ossia degli stomi che presentano zoospore incistate o vescicole 

sottostomatiche, è risultata pari al 18% degli stomi totali (Figura 4.2 A). A sette giorni dall’inoculo, l’infezione 

con P. viticola è stata confermata dallo sviluppo dei sintomi della peronospora con un’intensa sporulazione 

(Figura 4.2 B) e produzione di sporangi (Figura 4.2 C) sulla pagina inferiore del campione inoculato-locale. In 

particolare, le foglie inoculate presentano in media 67 ± 3 % della loro superficie coperta dalla sporulazione e 

6,6  ± 0,07 × 106 sporangi g-1 di peso fresco della foglia. 
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Figura 4.2: Infezione di Plasmopara viticola nelle foglie di piante cresciute in vitro. 

 (A) La percentuale di stomi infetti è stata valutata a un giorno dall’inoculo contando il numero di stomi con zoospore 
incistate o vescicole sottostomatiche con ifa primaria e austorio primario. La severità della malattia è stata valutata a sette 

giorni dall’inoculo ed espressa come (B) percentuale di area fogliare coperta da sporulazione e come (C) numero di sporangi 
di P. viticola per grammo di peso fresco della foglia. L’F-test non ha rivelato differenze significative tra due esperimenti 
indipendenti (P = 0,2) e i dati dei due esperimenti sono stati quindi raggruppati. Gli istogrammi rappresentano i valori 

percentuali medi e gli errori standard di 10 repliche di due esperimenti indipendenti. 
 

 

4.1.2 Analisi dell’espressione genica in foglie intere fresche 

4.1.2.1 Estrazione dell’RNA da foglie intere fresche e valutazione della qualità 

L’RNA estratto da foglie intere fresche di piante cresciute in vitro (foglie intere fresche; Paragrafo 3.3.2) trattate 

con acqua o inoculate con P. viticola è stato controllato mediante corsa elettroforetica in gel di agarosio, 

dimostrando la presenza di RNA di buona qualità (Figura 4.3). Sono infatti visibili bande nette e di dimensione 

attesa corrispondenti all’RNA ribosomiale, mentre non sono presenti bande a basso peso molecolare, indice di 

degradazione dell’RNA. L’assenza di bande ad alto peso molecolare al di sopra dell’RNA ribosomiale indica 

inoltre che non è visibile la presenza di DNA genomico nei campioni estratti.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.3: Corsa elettroforetica in gel di agarosio dell’RNA estratto da foglie di piante cresciute in vitro. 
Come esempio è riportata la corsa elettroforetica dell’RNA estratto da quattro repliche (1, 2, 3, 4) delle foglie trattate con 
acqua (controllo) e delle foglie inoculate con P. viticola (inoculato-locale) a un giorno dall’inoculo. M: marcatore di peso 

molecolare (GeneRuler DNA Ladder mix, ThermoFisher Scientific). 
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La qualità e la resa del processo di estrazione sono state anche valutate tramite misure spettrofotometriche, 

ottenendo dei rapporti A260/A280 e A260/A230 maggiori di 1,8, che indicano rispettivamente una ridotta 

quantità di proteine e una bassa concentrazione di polisaccaridi, con una resa maggiore di 5,2 µg. 

L’RNA di ciascun campione è stato quindi trattato con l’enzima DNasi allo scopo di eliminare le eventuali tracce 

di DNA genomico, la cui presenza causerebbe una sovrastima dell’espressione del gene di interesse nell’analisi 

real time PCR. I campioni di RNA sono stati quindi analizzati mediante corsa elettroforetica in gel di agarosio, 

per verificare l’assenza di degradazione e il corretto bilanciamento in termini di concentrazione (dato non 

mostrato). 

 

4.1.2.2 Valutazione del cDNA ottenuto da foglie intere fresche  

Il successo della reazione di retrotrascrizione è stato verificato mediante l’amplificazione del gene costitutivo 

Actina attraverso l’uso di primer disegnati tra due esoni, dimostrando l’assenza di DNA genomico nei campioni 

di cDNA ottenuti da foglie intere fresche del campione controllo e inoculato-locale (Figura 4.4).  

 

 

Figura 4.4: Controllo della qualità del cDNA ottenuto da foglie intere fresche.  
Come esempio è riportata la corsa elettroforetica del prodotto di PCR ottenuto con primer disegnati su due esoni del gene 

Actina di vite di campioni controllo (C) e dall’area inoculata (inoculato-locale, IL) di foglie inoculate con P. viticola raccolti 
a un giorno dall’inoculo. La banda attesa dall’amplificazione del cDNA (709 bp) è stata ottenuta in tutti i campioni. M: 

marcatore di peso molecolare (Low-Range DNA Ladder,ThermoFisher Scientific). 
 

 

4.1.2.3 Quantificazione di Plasmopara viticola nelle foglie intere fresche 

Per confermare la presenza di P. viticola nei campioni inoculati e l’assenza nei campioni controllo, è stata 

allestita una reazione di PCR con primer specifici per l’amplificazione della subunità ribosomiale (LSU) di P. 

viticola. L’analisi real time PCR ha confermato l’assenza di amplificazione nelle foglie intere fresche dei 

campioni trattati con acqua (controllo). Come atteso, il gene di P. viticola è risultato invece espresso nel 

campione inoculato con il patogeno (inoculato-locale; Figura 4.5). 
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Figura 4.5: Quantificazione di Plasmopara viticola in foglie intere fresche. 

Lo sviluppo di P. viticola è stato valutato tramite amplificazione del gene della subunità ribosomiale (LSU) di P. viticola 
nelle foglie intere fresche dei campioni trattati con acqua (controllo) e inoculati con il patogeno (inoculato-locale). 

L’espressione è stata normalizzata rispetto al gene di vite Actina_1. L’F-test non ha rilevato differenze significative tra gli 
esperimenti (P = 0,3), e i dati di due esperimenti indipendenti sono stati raggruppati. Gli istogrammi indicano i valori medi di 
abbondanza relativa e gli errori standard di sette-nove repliche ottenute da due esperimenti. L’asse delle ordinate è riportato 

come in Figura 4.11 per una più facile comparazione. 
 

 

4.1.2.4 Analisi dell’espressione genica in foglie intere fresche inoculate con Plasmopara viticola 

La risposta della vite all’infezione è stata valutata attraverso l’analisi dell’espressione di dieci geni di difesa noti 

come marcatori della risposta a P. viticola (Tabella 3.9) mediante real time PCR nei campioni di foglie intere 

fresche trattate con acqua (controllo) o inoculate con P. viticola (inoculato-locale) raccolte a 1 dpi. Il livello di 

espressione relativo (fold change) dei geni di interesse è stato calcolato rispetto al campione controllo, 

utilizzando il gene costitutivo Actina_1 per la normalizzazione (Figura 4.6). I geni che codificano per la proteina 

Thaumatin-like 5 (TLP-5) (Figura 4.6 A), per la proteina di patogenesi 2 (PR-2) (Figura 4.6 B) e per la proteina 

di patogenesi 4 (PR-4) (Figura 4.6 C) sono risultati rispettivamente indotti da P. viticola di 3,1, 3,8 e 2,9 volte. 

Anche l’espressione dei geni codificanti per la proteina Germin-like 7 (GLP-7), per Osmotina 1 (OSM-1) e per la 

proteina Thaumatin-like 4 (TLP-4) sono risultati rispettivamente indotti di 6,6, 3,8 e 2,9 volte (Figura 4.6 D-F). 

Nelle analisi sono stati inoltre valutati i geni codificanti per la proteina Germin-like 2 (GLP-2), per il fattore di 

trascrizione NAC, per una calcone isomerasi (CHI) e per una cellulosa sintasi (CellS) per i quali non è stata 

osservata una significativa differenza tra campioni inoculati con P. viticola e campioni controllo (Figura 4.6 G-

L). 
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Figura 4.6: Analisi dell’espressione genica nelle foglie intere fresche di piante cresciute in vitro.  
Il livello di espressione relativa dei geni che codificano per (A) la proteina Thaumatin-like 5 (TLP-5), (B) la proteina di 

patogenesi 2 (PR-2), (C) la proteina di patogenesi 4 (PR-4), (D) la proteina Germin-like 7 (GLP-7), (E) l’Osmotina 1 (OSM-
1), (F) la proteina Thaumatin-like 4 (TLP-4), (G) la calcone isomerasi (CHI), (H) il fattore di trascrizione NAC (NAC), (I) la 
proteina Germin-like protein 2 (GLP-2) e (L) la cellulosa sintasi (CellS) è stato determinato tramite real time PCR. Le foglie 
sono state trattate con acqua (controllo) o inoculate con P. viticola (inoculato-locale) in condizioni sterili e campionate a un 

giorno dall’inoculo (1 dpi). Il livello di espressione relativa è stato calcolato rispetto al livello del campione controllo usando 
il gene costitutivo Actina_1 per la normalizzazione. Per ciascun gene, l’F-test ha rilevato l’assenza di differenze significative 
(P=0,2-0,8) tra gli esperimenti e i dati di due esperimenti sono stati raggruppati. Gli istogrammi rappresentano i valori medi 
del livello di espressione e gli errori standard di sette-nove repliche ottenute da due esperimenti indipendenti. Per ciascun 

gene, le lettere diverse indicano differenze significative in accordo con il test di Fisher (α=0,05). Gli assi delle ordinate sono 
riportati come in Figura 4.12 per una più facile comparazione. 
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4.1.3 Isolamento degli stomi e delle regioni circostanti mediante microdissezione laser di foglie inoculate 

con Plasmopara viticola  

4.1.3.1 Ottimizzazione del protocollo di fissazione di foglie per la microdissezione laser  

Per conservare gli acidi nucleici preservando la morfologia del campione sono stati analizzati due tipi di 

fissativi: etanolo-acido acetico (3:1) ed acetone 100% sulle foglie di piante cresciute in vitro. Entrambi i fissativi 

hanno dato buoni risultati nella preservazione della morfologia dei tessuti e hanno permesso di isolare 

accuratamente gli stomi dalle foglie. Tuttavia, l’analisi dell’RNA estratto mediante corsa elettroforetica capillare 

ha mostrato che solo dalle sezioni dopo la fissazione con acetone è possibile ottenere RNA di buona qualità. Al 

contrario, l’RNA estratto da foglie fissate in etanolo-acido acetico è risultato degradato (Figura 4.7).  

 

 
Figura 4.7: Elettroforesi capillare dell’RNA estratto da stomi di foglie fissate.  

Elettroforesi dell’RNA totale estratto da 300 stomi raccolti da foglie fissate in etanolo-acido acetico (EtOH-aa) o in acetone 
100% (Acetone). Il marcatore (in paia di basi) è mostrano sulla sinistra (Ladder). 

 

 

Le analisi di conservabilità dei campioni hanno dimostrato che l’RNA si mantiene in buono stato in foglie fissate 

in acetone e conservate per massimo 14 giorni a -20°C prima della microdissezione laser. Al contrario dai 

campioni conservati per 18 o 21 giorni è stato estratto RNA degradato. Per determinare il numero minimo di 

stomi per avere sufficiente quantità di RNA, sono stati raccolti 1, 10, 50, 100, 300 e 500 stomi da foglie fissate in 

acetone, dimostrando che il numero di 300 stomi è il minimo per poter estrarre una quantità di RNA sufficiente 

(maggiore di 4 ng) per le analisi molecolari successive.  
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4.1.3.2 Microdissezione ed estrazione dell’RNA da stomi, regioni circostanti e da foglie intere fissate 

inoculate con Plasmopara viticola 

I campioni dalle foglie controllo, dall’area inoculata (inoculato-locale) e dall’area non inoculata (inoculato-

distale) di foglie inoculate con P. viticola sono stati fissati in acetone e direttamente sottoposti a microdissezione 

laser senza la necessità di effettuare delle sezioni con un microtomo o un criostato. Dai campioni fogliari fissati 

in acetone sono stati isolati 300 stomi (pari a 0,7-0,8 mm2) ed è stata isolata un’area equivalente per le regioni 

circostanti agli stomi (Figura 4.8). Gli stomi sono stati isolati dal campione controllo, dal campione inoculato-

locale e dal campione inoculato-distale, mentre le regioni circostanti agli stomi sono state isolate dal campione 

controllo e dal campione inoculato-locale.  

 

 

Figura 4.8: Microdissezione laser di stomi e regioni circostanti da foglie di piante cresciute in vitro. 
La figura mostra la pagina inferiore della foglia con gli stomi e le regioni circostanti selezionati (A) prima e (B) dopo il taglio 
con il laser con microscopio Leica LMD7000. La presenza (C) degli stomi e (D) delle regioni circostanti è stata verificata nel 

tappo dei tubi da PCR al termine della microdissezione laser. 
 

 

Per valutare se la preparazione del campione e il processo di microdissezione laser potessero alterare la qualità 

dell’RNA e l’espressione genica, l’estrazione dell’RNA è stata effettuata anche dalle foglie intere fissate e 

raccolte dopo il processo di selezione e taglio delle regioni di interesse (foglie intere fissate). Come mostrato nel 

profilo di separazione dell’RNA riportato in Figura 4.9, l’RNA è risultato di buona qualità confermando che il 

protocollo di preparazione del campione e la microdissezione laser non alterano la qualità dell’RNA totale. 

Partendo da tre mezze foglie, la resa di RNA nelle foglie intere fissate è risultata maggiore di 1,75 µg. In seguito 

all’estrazione dell’RNA dalle foglie intere fissate e dalle microdissezioni, è stato amplificato l’RNA ed è stato 

sintetizzato il cDNA, ottenendo così una sufficiente quantità di materiale per le successive analisi molecolari. 
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Figura 4.9: Elettroforesi capillare dell’RNA totale estratto da foglie intere fissate.  

Le foglie sono state trattate con acqua e inoculate con P. viticola e i campioni sono stati raccolti a un giorno dall’inoculo da 
campioni controllo, dall’area inoculata (inoculato-locale) e dall’area non inoculata (inoculato-distale) di foglie inoculate con 

P. viticola e fissati in acetone 100%. Il marcatore (in paia di basi) è mostrano sulla sinistra. 
 

 

4.1.3.3 Valutazione del cDNA ottenuto da foglie intere fissate e dalla microdissezione di stomi e regioni 

circostanti 

Come per le foglie intere fresche (Paragrafo 4.1.2.2), il successo della reazione di retrotrascrizione è stato 

verificato mediante l’amplificazione del gene costitutivo Actina attraverso l’uso di primer disegnati tra due esoni, 

dimostrando l’assenza di DNA genomico nei campioni di cDNA ottenuti da foglie intere fissate e dalla 

microdissezione di stomi e regioni circostanti agli stomi di campioni trattati con acqua (controllo), dall’area 

inoculata (inoculato-locale) e non inoculata (inoculato-distale) di foglie inoculate con il patogeno (Figura 4.10). 

 

 

Figura 4.10: Controllo della qualità del cDNA ottenuto dalla microdissezione di stomi e regioni circostanti e dalle foglie 
intere fissate in seguito a microdissezione. 

Come esempio è riportata la corsa elettroforetica del prodotto di PCR ottenuto con primer disegnati su due esoni del gene 
Actina di vite di campioni controllo (C), dall’area inoculata (inoculato-locale, IL) e dall’area non inoculata (inoculato-distale, 

ID) di foglie inoculate con P. viticola, in foglie intere fissate, stomi e regioni circostanti agli stomi. L’assenza di 
contaminazione di DNA è stata valutata mediante PCR con primer disegnati su due esoni del gene Actina di vite. La banda 
attesa dall’amplificazione del cDNA (709 bp) è stata ottenuta in tutti i campioni. M: marcatore di peso molecolare (Low-

Range DNA Ladder,ThermoFisher Scientific) 
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4.1.3.4 Quantificazione di Plasmopara viticola nelle foglie intere fissate, negli stomi e nelle regioni 

circostanti 

Come per le foglie intere fresche (Paragrafo 4.1.2.3), per confermare la presenza di P. viticola nei campioni 

inoculati è stata allestita una reazione di PCR con primer specifici per l’amplificazione del gene LSU di P. 

viticola. L’analisi real time PCR ha confermato l’assenza di amplificazione nelle foglie intere fissate del 

campione controllo e del campione inoculato-distale. L’assenza di amplificazione è stata ottenuta anche per gli 

stomi e per le regioni circostanti del campione controllo e del campione inoculato-distale. Il gene di P. viticola è 

risultato invece espresso nel campione inoculato-locale sia nella foglia intera fissata che negli stomi e regioni 

circostanti. Il gene LSU è stato amplificato anche nelle regioni circostanti agli stomi, ma l’espressione del gene è 

risultata 4 volte inferiore rispetto agli stomi (Figura 4.11). 

 

 

 

 

Figura 4.11: Quantificazione di Plasmopara viticola in foglie intere fissate, negli stomi e nelle regioni circostanti.  
Lo sviluppo di P. viticola è stato valutato tramite amplificazione del gene della subunità ribosomiale (LSU) di P. viticola 

nelle foglie intere fissate, negli stomi e nelle regioni circostanti agli stomi dei campioni controllo, campioni inoculato-locale e 
inoculato-distale. L’espressione è stata normalizzata rispetto al gene di vite Actina_1. L’F-test non ha rilevato differenze 
significative tra gli esperimenti (P = 0,3) e i dati di due esperimenti indipendenti sono stati raggruppati. Gli istogrammi 

indicano i valori medi di abbondanza relativa e gli errori standard di sei-nove repliche ottenute da due esperimenti. 
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4.1.3.5 Analisi dell’espressione genica negli stomi e nelle regioni circostanti di foglie inoculate con 

Plasmopara viticola 

L’espressione genica dei dieci geni marcatori della risposta della vite a P. viticola (Tabella 3.9) è stata valutata 

nelle foglie intere fissate, negli stomi e nelle regioni circostanti del campione controllo, del campione inoculato-

locale e inoculato-distale (Figura 4.12). Per i geni TLP-5, PR-2, PR-4, GLP-7, OSM-1, TLP-4, CHI, NAC, e 

GLP-2 non è stata osservata una significativa modulazione nella foglia intera fissata, negli stomi e nelle regioni 

circostanti sia da campioni trattati con acqua (controllo) che dall’area non inoculata (inoculato-distale) di foglie 

inoculate con il patogeno. 

Il gene TLP-5 è risultato indotto da P. viticola a livello comparabile tra stomi, regioni circostanti agli stomi e 

foglia intera fissata del campione inoculato-locale (Figura 4.12 A). Il livello di espressione dei geni PR-2, PR-4, 

e GLP-7 era modulato da P. viticola nel campione inoculato-locale (Figura 4.12 B-D). Il livello di espressione di 

questi geni è risultato maggiormente indotto negli stomi (rispettivamente di 5,1, 5,3 e 16,8 volte per PR-2, PR-4, 

e GLP-7) e nelle regioni circostanti agli stomi (rispettivamente di 6,8, 8,4, e 5,0 volte per PR-2, PR-4, e GLP-7) 

rispetto alla foglia intera fissata. Il gene OSM-1 ha mostrato un profilo di espressione simile a PR-2, PR-4, e 

GLP-7 con un’induzione di 6,6 volte negli stomi e di 9,1 volte nelle regioni circostanti del campione inoculato-

locale. Tuttavia, l’espressione di OSM-1 nelle foglie intere fissate non è risultata modulata in maniera 

significativa nel campione inoculato-locale rispetto al campione controllo (Figura 4.12 E). Il livello di 

espressione del gene TLP-4 era indotto in maniera significativa nel campione inoculato con P. viticola 

(rispettivamente di 2,9, 5,5 e 7,3 volte nelle foglie intere, negli stomi e nella regione circostante), ed era 

significativamente maggiore nel sito di infezione rispetto alla foglia intera fissata (Figura 4.12 F).  

L’espressione dei geni CHI (Figura 4.12 G) e NAC (Figura 4.12 H) è risultata indotta in maniera significativa da 

P. viticola negli stomi (rispettivamente di 2,9 e 2,2 volte) e nelle regioni circostanti (rispettivamente di 3,7 e 3,6 

volte), ma non nelle foglie intere fissate del campione inoculato-locale. L’espressione del gene GLP-2 è 

significativamente modulata di 2,7 volte esclusivamente nelle regioni circostanti agli stomi, ma non nelle foglie 

intere fissate del campione inoculato-locale (Figura 4.12 I).  

L’espressione del gene CellS non è risultata indotta da P. viticola nella foglia intera, negli stomi e nelle regioni 

circostanti sia del campione controllo, che inoculato-locale e inoculato-distale (Figura 4.12 L).  
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Figura 4.12: Analisi dell’espressione genica negli stomi, nelle regioni circostanti e nelle foglie intere fissate.  

Il livello di espressione relativa dei geni codificanti per (A) la proteina Thaumatin-like 5 (TLP-5), (B) la proteina di 
patogenesi 2 (PR-2), (C) la proteina di patogenesi 4 (PR-4), (D) la proteina Germin-like 7 (GLP-7), (E) l’osmotina 1 (OSM-
1), (F) la proteina Thaumatin-like 4 (TLP-4), (G) la calcone isomerasi (CHI), (H) il fattore di trascrizione NAC (NAC), (I) la 
proteina Germin-like protein 2 (GLP-2) e (L) la cellulosa sintasi (CellS) è stato determinato tramite real time PCR. Le foglie 

sono state trattate con acqua (controllo) o inoculate con P. viticola (inoculato-locale) in condizioni sterili, campionate un 
giorno dopo l’inoculo (1 dpi) e fissate in acetone 100%. L’analisi dell’espressione genica è stata effettuata negli stomi, nelle 
regioni circostanti agli stomi e nelle foglie intere fissate ottenuti da campioni controllo, dall’area inoculata (inoculato-locale) 

e dall’area non inoculata (inoculato-distale) di foglie inoculate con il patogeno. Il livello di espressione relativa è stato 
calcolato rispetto al livello delle foglie intere fissate del campione controllo usando il gene Actina_1 per la normalizzazione. 
Per ciascun gene, l’F-test ha rilevato l’assenza di differenze significative (valori di P tra 0,1 e 0,9) tra gli esperimenti e i dati 
di due esperimenti sono stati raggruppati. Gli istogrammi rappresentano i valori medi del livello di espressione e gli errori 

standard di sei-otto repliche ottenute da due esperimenti indipendenti. Per ciascun gene, le lettere diverse indicano differenze 
significative in accordo con il test di Fisher (α=0,05). 
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4.2 Caratterizzazione delle piante di vite trasformate con il costrutto per il 

silenziamento dei geni MLO 

4.2.1 Selezione delle linee che mostrano silenziamento per i geni MLO 

Dei 17 geni MLO identificati nel genoma della vite (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008), sono stati 

selezionati per il silenziamento i tre geni indotti da E. necator (MLO-7, MLO-11 e MLO-13) (Winterhagen et al. 

2008) e il gene MLO-6 appartenente allo stesso gruppo filogenetico (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 

2008). Per determinare un loro possibile ruolo nell’interazione con E. necator, un frammento specifico di 

ciascuno di questi quattro geni MLO è stato clonato ed è stata utilizzata la tecnica dell’RNA interference per 

ottenere piante silenziate. In totale sono state effettuate cinque trasformazioni: quattro con i costrutti per il 

silenziamento dei geni MLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13 ed una utilizzando un vettore vuoto (pK2WG7) 

come controllo. In seguito alla trasformazione dei calli embriogenici, sono state rigenerate 37 linee in totale, di 

cui 29 hanno confermato l’inserimento del costrutto mediante PCR (Tabella 4.1).  

 

Tabella 4.1: Numero delle linee di piante trasformate e rigenerate per ciascun costrutto. 
 

Costrutto Linee rigenerate Conferma inserimento del costrutto 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-6 1 1 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-7 3 1 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-11 13 10 

pK7GWIWG2D(II)-MLO-13 13 11 

pK2WG7 7 6 

Totale 37 29 

 

 

Il livello di espressione dei geni MLO è stato analizzato in piante cresciute in vitro mediante analisi real time 

PCR nelle 29 linee selezionate. Sei linee hanno mostrato un significativo silenziamento dei geni MLO e sono 

state ulteriormente analizzate: tre linee ottenute dalla trasformazione con il costrutto MLO-13 e tre linee con il 

costrutto MLO-11. Le linee ottenute dalla trasformazione con i costrutti MLO-6 e MLO-7 hanno invece mostrato 

assenza di un significativo silenziamento per i geni MLO analizzati e non sono state quindi caratterizzate 

ulteriormente. 

Le linee sono state denominate TLB (Transgenic Line of Brachetto): TLB1, TLB2 e TLB3 derivate dalla 

trasformazione con il costrutto MLO-11; TLB4, TLB5 e TLB6 con il costrutto MLO-13. Inoltre, sono state 

acclimatate altre due linee: una linea controllo denominata EVB (Empty Vector Brachetto) trasformata con il 

vettore vuoto e una linea ottenuta dalla trasformazione con il gene MLO-11 e caratterizzata da assenza di 

silenziamento dei geni MLO (TLB7).  

Le linee trasformate sono state acclimatate e trasferite in serra con una percentuale di sopravvivenza pari 

all’85%. Il silenziamento dei geni MLO non ha influenzato il fenotipo delle piante, che hanno mostrato una 

crescita e uno sviluppo paragonabile alle piante controllo sia in vitro che in serra.  

La presenza del transgene nelle linee trasformate è stata ulteriormente validata tramite PCR nelle piante 

acclimatate (Figura 4.13). La lunghezza dell’amplicone conferma l’inserimento dello specifico frammento 

veicolato da ogni costrutto: nelle linee TLB4, TLB5 e TLB6 l’amplicone è pari a 837 bp (dato da 210 bp del 
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promotore 35S e 627 bp del frammento del gene MLO-13), mentre l’amplicone presente in TLB1, TLB2 e TLB3 

è pari a 714 bp (dato da 210 bp del promotore 35S e 504 bp del frammento dal gene MLO-11). 

 

 

Figura 4.13: Presenza del transgene nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO. 
Corsa elettroforetica su gel di agarosio degli amplificati ottenuti nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento 
dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5 e TLB6). La diversa altezza delle bande indica la diversa lunghezza dei 

frammenti dei geni MLO usati per la trasformazione. CP (controllo positivo): colonia di Agrobacterium usata per la 
trasformazione genica; CN (controllo negativo): DNA isolato dalla cultivar Brachetto a Grappolo lungo non trasformata; M: 

marcatore di peso molecolare (GeneRuler 1kb DNA Ladder). 
 

 

4.2.2 Analisi del grado di resistenza a Erysiphe necator delle linee trasformate con il costrutto per il 

silenziamento dei geni MLO  

Le linee TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6, TLB7 e la linea controllo (EVB) sono state inoculate con 

Eysiphe necator in condizioni controllate. L’analisi della progressione della malattia (AUDPC) ha dimostrato 

una significativa riduzione dello sviluppo dell’oidio nelle linee TLB4, TLB5 e TLB6 rispetto alla linea EVB. Le 

linee TLB1, TLB2, TLB3 e TLB7 non hanno invece dimostrato significative differenze rispetto alla linea EVB 

(Figura 4.14).  

 

 

Figura 4.14: Analisi della progressione della malattia (AUDPC) di Erysiphe necator nella linea controllo (EVB) e nelle linee 
trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e TLB7).  

Gli istogrammi rappresentano i valori medi di AUDPC e gli errori standard di 8-19 repliche (piante) di 2 esperimenti 
indipendenti (F-test, P > 0,05). Gli asterischi indicano differenze significative rispetto alla linea EVB, in accordo con il test di 

Tukey (α = 0,05). 

 
1000 bp 

 

750 bp 
 

500 bp 
 
 

250 bp 

M TLB1 TLB4 TLB2 TLB3 CP CN TLB5 TLB6 CP CN M 

                                                                                    

TLB5    

0 

50 

100 

150 

200 

250 

300 

350 

400 

EVB TLB1 TLB2 TLB3 TLB4 TLB5 TLB6 TLB7 

* 
* 

* 

A
U

D
P

C
  

* 
* 



Risultati ___________________________________________________________________________________  

74 _______________________________________________________________________________________  
 

Considerando i tre tempi di valutazione della severità della malattia (Figura 4.15), le linee TLB4, TLB5, TLB6, 

hanno dimostrato una ridotta severità della malattia rispetto alla linea EVB, pur mostrando un leggero 

incremento dell’infezione nel tempo. Al contrario, le linee TLB1, TLB2, TLB3 e TLB7 subiscono una diffusione 

del patogeno simile alla linea EVB. Le differenze nella percentuale di area fogliare coperta dalla sporulazione a 

30 dpi sono mostrate nelle immagini della Figura 4.16. 

 

 

Figura 4.15: Severità dei sintomi dell’infezione di Erysiphe necator nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformate con 
il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6, TLB7). 

La severità della malattia è stata valutata come percentuale (%) di area fogliare coperta a 14, 22 e 30 giorni dall’inoculo (dpi). 
Gli istogrammi rappresentano i valori medi e gli errori standard di 8-19 repliche (piante) di due esperimenti indipendenti (F-
test, P > 0,05). Per ciascun tempo, i diversi simboli indicano differenze significative rispetto alla linea EVB, in accordo con il 

test statistico di Tukey (α  = 0,05): * a 14dpi; + a 22 dpi; # a 30 dpi. 
 

 

 

Figura 4.16: Osservazione macroscopica delle foglie in seguito ad infezione con oidio.  
Le immagini mostrano un esempio rappresentativo dello sviluppo del micelio fungino a 30 giorni dall’inoculo con E. necator 
nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, 

TLB4, TLB5, TLB6, TLB7). 
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La percentuale media di riduzione della malattia è maggiore del 60% nelle linee TLB4, TLB5 e TLB6, mentre è 

minore del 50% per le altre linee (Tabella 4.2).  

 

 

Tabella 4.2: Percentuale della riduzione della malattia nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni 
MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e TLB7) calcolata rispetto alla severità della malattia nella linea EVB. 

 

Linea Costrutto 
Riduzione della malattia (%) 

Riduzione media (%) 
14 dpi 22 dpi 30 dpi 

TLB1 pK7GWIWG2D(II)-MLO-11 22,8 32,3 34,3 29,8 

TLB2 pK7GWIWG2D(II)-MLO-11 49,2 37,2 23,8 36,8 

TLB3 pK7GWIWG2D(II)-MLO-11 17,9 14,8 2,0 11,6 

TLB4 pK7GWIWG2D(II)-MLO-13 60,8 71,7 72,8 68,4 

TLB5 pK7GWIWG2D(II)-MLO-13 76,7 79,1 74 76,6 

TLB6 pK7GWIWG2D(II)-MLO-13 71,8 63,1 60,3 65,1 

TLB7 pK7GWIWG2D(II)-MLO-11 -8,0 -21,5 -21,2 -16,9 

 

 

La misurazione dell’intensità della sporulazione ha confermato la resistenza delle linee TLB4, TLB5 e TLB6. 

L’oidio sviluppatosi su piante delle linee TLB4, TLB5 e TLB6 ha infatti prodotto una quantità di conidi per unità 

di superficie fogliare significativamente inferiore alle altre linee testate (Figura 4.17).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figura 4.17: Intensità della sporulazione di Erysiphe necator nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformate con il 

costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e TLB7).  
La severità della malattia è stata valutata come concentrazione di conidi di Erysiphe necator prodotti per cm2 di superficie 

fogliare a 30 giorni dall’inoculo. Sono riportati i valori medi e gli errori standard di 8-19 repliche di due esperimenti 
indipendenti (F-test, P > 0,05). Un asterisco (α = 0,05) e due asterischi (α = 0,01) indicano differenze significative rispetto 

alla linea EVB, in accordo con il test statistico di Krustall-Wallis. 
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4.2.3 Analisi della resistenza a Plasmopara viticola delle linee trasformate con il costrutto per il 

silenziamento dei geni MLO  

Per valutare se il silenziamento dei geni MLO contribuisce alla resistenza verso altri patogeni, le tre linee 

trasformate resistenti (TLB4) e non (TLB1 e TLB3) all’oidio sono state inoculate con P. viticola, dimostrando 

l’assenza di significative differenze rispetto alla linea EVB (Figura 4.18). 

 

 

Figura 4.18: Severità dei sintomi dell’infezione di Plasmopara viticola nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformate 
con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB3 e TLB4).  

La severità della malattia è stata valutata a sette giorni dall’inoculo come percentuale (%) di area fogliare coperta da 
sporulazione. Gli istogrammi rappresentano i valori medi di severità e gli errori standard di 6-12 repliche da due esperimenti 

indipendenti (F-test, P > 0,05). Il test statistico di Tukey (α = 0,05) non ha rivelato differenze significative tra le linee 
analizzate. 

 

 

4.2.4 Analisi dell’espressione dei geni MLO nelle linee trasformate con il costrutto per il silenziamento 

dei geni MLO   

L’espressione genica dei quattro geni MLO di vite (MLO-6, MLO-7, MLO-11, MLO-13) è stata valutata 

mediante real time PCR nelle sei linee che hanno mostrato silenziamento significativo per i geni MLO in vitro 

(TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6) e la linea EVB. L’analisi dell’espressione è stata condotta a 0, 1 e 10 

dpi. Le linee TLB1, TLB2 e TLB3 derivano dalla trasformazione con il costrutto per il silenziamento del gene 

MLO-11, mentre le linee TLB4, TLB5 e TLB6 derivano dalla trasformazione con il costrutto per il silenziamento 

del gene MLO-13. L’analisi dell’espressione dei geni MLO ha messo però in evidenza che ogni linea presenta 

una diversa combinazione di silenziamento dei geni MLO, probabilmente a causa di un silenziamento non 

specifico tra geni MLO con elevata similarità di sequenza (Figura 4.19 e Tabella 4.3). 

In particolare, il gene MLO-6 è risultato silenziato in maniera significativa nelle linee TLB3, TLB4, TLB5 e 

TLB6 prima dell’inoculo con oidio. L’espressione del gene MLO-6 è risultata silenziata nelle linee TLB1, TLB4, 

TLB5 e TLB6 a 1 dpi, e nelle linee TLB4, TLB5 e TLB6 a 10 dpi (Figura 4.19 A).  

Il livello di espressione del gene MLO-7 era significativamente minore nelle linee TLB4 e TLB5 rispetto alla 

linea EVB a 0 dpi. Il gene MLO-7 era invece silenziato nelle linee TLB4 e TLB6 a 1 dpi, e nelle linee TLB4 e 

TLB5 a 10 dpi (Figura 4.19 B). 
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Il gene MLO-11 è risultato silenziato significativamente in tutte le linee TLB a 0, 1, 10 dpi (Figura 4.19 C). 

Infine, il gene MLO-13 è risultato silenziato nelle linee TLB1, TLB4 e TLB6 a 0 dpi. Ad 1 dpi nessuna linea ha 

mostrato silenziamento significativo per il gene MLO-13, mentre l’espressione di questo gene è risultata 

silenziata significativamente nelle linee TLB1 e TLB4 a 10 dpi (Figura 4.19 D).  

 

 

 
Figura 4.19: Analisi dell’espressione dei geni MLO nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformate con i costrutti per i 

geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6).  
Il livello di espressione dei geni (A) MLO-6, (B) MLO-7, (C) MLO-11 e (D) MLO-13 è stato determinato tramite real time 
PCR. La linea EVB e le linee trasformate con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, 

TLB5, TLB6) sono state inoculate con Erysiphe necator e le foglie sono state campionate a 0, 1 e 10 giorni dall’inoculo (dpi) 
con oidio. Il livello di espressione relativa è stata normalizzato per l’espressione dei geni Actina_2, GADPH e EF-1α. Gli 

istogrammi rappresentano i valori medi del livello di espressione e gli errori standard di cinque-nove repliche (piante) 
ottenute da due esperimenti indipendenti (F-test, P > 0,05). Per ciascun tempo, i diversi simboli indicano differenze 
significative rispetto alla linea EVB, in accordo con il test di Tukey (α = 0,05): * per 0 dpi; + per 1 dpi; # per 10 dpi. 

 

 

 

 

A 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

EVB TLB1 TLB2 TLB3 TLB4 TLB5 TLB6

MLO-6 

0

1

2

3

4

5

6

7

EVB TLB1 TLB2 TLB3 TLB4 TLB5 TLB6

MLO-11 

* 
* 

* 
* 

+ 

+ 

# 

# 
# # 

# 

Li
ve

llo
 d

i e
sp

re
ss

io
ne

 r
e

la
tiv

a
 

C 

+ 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

EVB TLB1 TLB2 TLB3 TLB4 TLB5 TLB6

MLO-7 

* 
* 

+ 

+ # # 

B 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

4,5

EVB TLB1 TLB2 TLB3 TLB4 TLB5 TLB6

MLO-13 

# 
# 

* 

* * 

D 

Li
ve

llo
 d

i e
sp

re
ss

io
ne

 r
e

la
tiv

a
 

* 

+ 
# 

# # * 

* 

+ 
+ 

+ 

* 

* * 

+ 

+ + 

# 

1 dpi 0 dpi 10 dpi 



Risultati ___________________________________________________________________________________  

78 _______________________________________________________________________________________  
 

La Tabella 4.3 riporta i valori di espressione relativa percentuale dei geni MLO nelle diverse linee TLB. 

L’espressione relativa percentuale è stata calcolata considerando la media dei valori di espressione a 0, 1 e 10 dpi 

in modo da avere una visione globale del silenziamento dei geni MLO nelle varie linee trasformate. 

Nella linea TLB1 sono risultati silenziati in maniera significativa i geni MLO-11 e MLO-13. La TLB2 ha 

mostrato invece solamente il silenziamento per il gene MLO-11, mentre nella TLB3 sono risultati silenziati i geni 

MLO-6 e MLO-11. Le linee TLB4 e TLB6 hanno mostrato tutti i geni MLO silenziati in maniera significativa, 

mentre nella linea TLB5 sono silenziati i geni MLO-6, MLO-7 e MLO-11 (Tabella 4.3).   

 

 

Tabella 4.3: Livello di espressione relativa percentuale dei geni MLO nelle linee trasformate con il costrutto per il 
silenziamento dei geni MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6). 

 

 

 MLO-6 MLO-7 MLO-11 MLO-13 

TLB1 67 72 25** 49** 

TLB2 79 94 40** 156 

TLB3 71* 93 27** 69 

TLB4 38** 49** 34** 33** 

TLB5 35** 55** 50** 88 

TLB6 42** 53** 55** 45** 

** statisticamente significativo con α=0,05, * statisticamente significativo con α=0,01, in accordo con test di Tukey. 
 

 

4.2.5 Caratterizzazione della linea TLB4 trasformata con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO  

4.2.5.1 Analisi istologica della linea TLB4 e della linea controllo EVB 

La linea TLB4 ha mostrato una forte riduzione del grado di infezione da oidio (Paragrafo 4.2.2) e per questo 

motivo è stata scelta per essere ulteriormente caratterizzata. I campioni fogliari sono stati raccolti dalla linea 

EVB e dalla linea TLB4 a 3, 10 e 21 dpi. Nelle foglie della linea EVB è stata osservata la germinazione dei 

conidi con formazione di ife sviluppate a 3 dpi. A 10 dpi era visibile una diffusa crescita del micelio con 

formazione di rametti conidiofori che ricoprono la maggior parte della superficie fogliare a 21 giorni dall’inoculo 

(Figura 4.20 A). Nella linea TLB4 lo sviluppo del patogeno è risultato rallentato, a 3 dpi e 10 dpi solo pochi 

conidi erano germinati con minore crescita delle ife fungine rispetto alla linea EVB. A 21 giorni dall’inoculo la 

diffusione del micelio e la presenza di rametti conidiofori era inferiore nella linea TLB4 rispetto alla linea EVB 

(Figura 4.20 B).  

L’analisi in microscopia fluorescente ha dimostrato un simile accumulo di composti fenolici autofluorescenti 

probabilmente associati alla risposta cellulare della pianta e alla formazione della papilla nelle linee EVB e 

TLB4 a 3 dpi (Figura 4.21).  
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Figura 4.20: Analisi istologiche dello sviluppo di Erysiphe necator nelle foglie della linea controllo (EVB) e della linea 
trasformata con il costrutto per il silenziamento dei geni MLO (TLB4) a 3, 10 e 21 giorni dall’inoculo (dpi) con il patogeno. 

L’infezione con E. necator è stata valutata in foglie delle linee (A) EVB e (B) TLB4 in seguito a colorazione con blu di 
anilina. La barra riportata in figura indica una lunghezza pari a 50 µm. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.21: Formazione della papilla nella linea controllo (EVB) e nella linea trasformata con il costrutto per il 
silenziamento dei geni MLO (TLB4).  

Le immagini delle foglie delle linee (A, B) EVB e (C, D) TLB4 sono state acquisite in (A, C) campo chiaro e (B, D) in 
fluorescenza (filtro LMD, filtro eccitazione BP 380-420nm, 415 dichroic mirror, e emissione BP 445-485) a 3 giorni 

dall’inoculo di E. necator. La barra riportata in figura indica una lunghezza pari a 50 µm. 
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4.2.5.2 Analisi dell’espressione di geni legati alla risposta della vite ad oidio nella linea TLB4 e nella linea 

controllo EVB. 

Le linee EVB e TLB4 sono state ulteriormente analizzate per l’espressione genica di 13 geni legati alla risposta 

della vite ad oidio (Tabella 3.10) a 0, 1 e 10 dpi. Nella linea EVB sette geni sono risultati indotti in maniera 

significativa a 10 dpi. In particolare, i geni codificanti per Enhanced disease susceptibility (EDS-1) (Figura 4.22 

A) e per Phytoalexin deficient 4 (PAD-4) (Figura 4.22 B) sono risultati indotti di 1,67 e di 4,5 volte. 

L’espressione dei geni codificanti per la proteina di patogenesi PR-1 (PR-1) e per la proteina di patogenesi PR-6 

(PR-6) (Figura 4.22 C-D) erano modulati rispettivamente di 3,7 e 12 volte. I geni codificanti per i fattori di 

trascrizione WRKY-19, WRKY-48 e WRKY-52  sono risultati indotti dal patogeno di 2, 3,8 e 7 volte (Figura 

4.22 E-G). Il gene codificante per il fattore di trascrizione WRKY-52 è risultato indotto da oidio anche a 1 dpi 

(Figura 4.22 E). L’espressione del gene codificante per Nitrate transporter1/Peptide transporter family (NPF-3.2) 

era modulata di 1,9 volte a 1 dpi (Figura 4.10 H).  

Nella linea TLB4 sono risultati modulati da oidio solamente tre geni. In particolare, l’espressione del gene 

codificante per la lipossigenasi 1 (LOX-1) era indotto di 5,4 volte a 10 dpi (Figura 4.22 I). I geni codificanti per il 

fattore di trascrizione WRKY-52 e WRKY-19 sono risultati indotti rispettivamente di 2,9 e 4 volte a 1 dpi e di 

1,9 e 3,8 volte a 10 dpi (Figura 4.22 E-G). L’espressione del gene codificante per un Trasportatore NO2
-/NO3

- 

(NPF-3.2) è risultata minore rispetto alla linea EVB a 10 dpi (Figura 4.22 H).  

Nessun gene analizzato ha mostrato differenze significative nel livello di espressione nella linea TLB4 prima 

dell’inoculo con il patogeno. 

Alcuni geni analizzati non sono tuttavia risultati modulati significativamente nelle linee EVB e TLB4, come il 

gene codificante per l’acetolattato sintasi (Figura 4.22 L), per la lipossigensi 9 (LOX-9) (Figura 4.22 M), il gene 

codificante per una proteina SNARE coinvolta nella penetrazione di oidio (PEN-1) (Figura 4.22 N) e il gene 

codificante per il fattore di trascrizione WRKY-27 (Figura 4.22 O).  
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Figura 4.22: Analisi dell’espressione genica nella linea controllo (EVB) e nella linea trasformata per il silenziamento dei 

geni MLO (TLB4).  
Il livello di espressione relativa dei geni codificanti (A) per la proteina Enhanced disease susceptibility  (EDS-1), (B) per la 

proteina Phytoalexin deficient 4 (PAD-4), (C) per la proteina di patogenesi 1 (PR-1), (D) per la proteina di patogenesi 6 (PR-
6), (E) per il fattore di trascrizione WRKY19 (WRKY-19), (F) per il fattore di trascrizione WRKY48 (WRKY-48), (G) per il 
fattore di trascrizione WRKY52 (WRKY-52), (H) per la proteina Nitrate transporter1/Peptide transporter family (NPF-3.2), 

(I) per la lipossigenasi 1 (LOX-1), (L) per la proteina acetolattato sintasi (ASL-1), (M) per la lipossigenasi 9 (LOX-9), (N) per 
la proteina SNARE (PEN-1), (O) per il fattore di trascrizione WRKY27 (WRKY-27) è stato determinato tramite real time 

PCR. Le linee EVB e TLB4 sono state inoculate con E. necator e le foglie sono state campionate a 0, 1 e 10 giorni 
dall’inoculo (dpi). Il livello di espressione relativa è stata calcolato rispetto al livello della linea EVB a 0 dpi, usando i geni 

Actina_2, GADPH e EF-1α per la normalizzazione. Gli istogrammi rappresentano i valori medi del livello di espressione e gli 
errori standard di cinque-nove repliche (piante) ottenute da due esperimenti indipendenti (F-test, P > 0,05). Per ciascun gene, 

le lettere diverse indicano differenze significative in accordo con il test di Fisher (α=0,05). 
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5 DISCUSSIONE 

In questo lavoro di tesi sono stati applicati gli approcci di microdissezione laser e di silenziamento genico con 

l’obiettivo di comprendere i meccanismi di difesa della vite alla peronospora e all’oidio per in seguito sviluppare 

metodi sostenibili per il controllo di queste due gravi malattie.  

 

5.1 La microdissezione laser di foglie di vite rivela una risposta sito-specifica alla 

peronospora 

L’interazione tra la vite e la peronospora è stata largamente studiata con analisi molecolari, sia in genotipi 

resistenti che suscettibili, analizzando l’intera foglia (Kortekamp 2006, Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010, 

Polesani et al. 2010, Wu et al. 2010, Gamm et al. 2011, Perazzolli et al. 2012, Li et al. 2015, Merz et al. 2015). 

Tuttavia, ai primi stadi di infezione del patogeno solo poche cellule sono realmente in contatto con il patogeno 

(Unger et al. 2007, Godard et al. 2009) e le restanti parti di tessuto fogliare non infette possono mascherare le 

risposte di difesa localizzate al sito di infezione (Coker et al. 2015). Per caratterizzare la risposta della vite alla 

peronospora nel sito di infezione del patogeno (gli stomi) e nelle regioni circostanti, è stato innanzitutto 

ottimizzato il protocollo per la microdissezione laser delle foglie di vite. La fissazione del campione per la 

microdissezione ha lo scopo di conservare gli acidi nucleici preservando la morfologia del campione stesso 

(Balestrini and Bonfante 2008), ma la scelta del fissativo e della metodica di fissazione dipende dal tipo di 

tessuto da analizzare (Nelson et al. 2006). Dei due fissativi analizzati, l’acetone 100% è risultato il migliore in 

quanto ha permesso di preservare la morfologia del campione e di estrarre RNA in sufficiente quantità e qualità 

per le successive analisi molecolari. L’efficacia del protocollo di fissazione è stata confermata dall’analisi della 

foglia fissata (foglia intera fissata), dimostrando l’estrazione di RNA di buona qualità e i profili di espressione 

genica comparabili a quelli ottenuti dall’analisi della foglia intera non fissata (foglia intera fresca). Il protocollo 

ha permesso di sottoporre i campioni fogliari fissati alla microdissezione laser senza la necessità di effettuare 

delle sezioni con il microtomo o il criostato. Questo ha consentito di ridurre i tempi di preparazione del 

campione, evitando l’inclusione in paraffina, che è una procedura molto lunga e laboriosa necessaria per il 

sezionamento al microtomo (Day et al. 2005), e di preservare la morfologia del tessuto originale, evitando il 

criosezionamento ed il conseguente rischio di danneggiamento dei tessuti a causa della formazione di cristalli di 

ghiaccio (Balestrini and Bonfante 2008). Il metodo per la microdissezione laser ottimizzato in questo lavoro 

offre quindi il vantaggio di isolare rapidamente le cellule di interesse in base alla loro morfologia senza 

particolari preparazioni. Questo protocollo permette anche di evitare la preparazione di protoplasti da piante 

trasformate con uno specifico marcatore fluorescente, che è invece necessaria per la tecnica FACS recentemente 

applicata in A. thaliana per studiare la risposta nelle cellule infette dal patogeno Hyaloperonospora 

arabidopsidis (Coker et al. 2015). 

L’utilizzo di piante di vite cresciute in vitro ha permesso di escludere la presenza di microorganismi 

contaminanti (Barlass et al. 1986, Dai et al. 1995) e di studiare la specifica interazione della vite con P. viticola, 

senza potenziali interferenze dovute ad altri microorganismi presenti sulle foglie o nella sospensione di inoculo. 

Le osservazioni istologiche hanno evidenziato la formazione dell’ifa primaria e della vescicola sottostomatica ad 

1 dpi, confermando l’instaurarsi delle prime fasi dell’interazione ospite-patogeno (Unger et al. 2007, Díez-

Navajas et al. 2008, Godard et al. 2009, Liu et al. 2015) e consentendo così lo studio della risposta precoce della 
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vite all’infezione di P. viticola. É stato infatti dimostrato che la resistenza alla peronospora è principalmente 

basata su un meccanismo post-infezione (Polesani et al. 2010), che viene attivato nelle prime fasi 

dell’interazione con il patogeno (Unger et al. 2007, Díez-Navajas et al. 2008, Polesani et al. 2010, Liu et al. 

2015). Ai primi stadi dell’infezione di P. viticola, viene infatti attivata una risposta di difesa anche in varietà di 

vite suscettibili ed essa è caratterizzata dalla modulazione dei geni di difesa (Hamiduzzaman et al. 2005, 

Trouvelot et al. 2008, Legay et al. 2010, Polesani et al. 2010, Perazzolli et al. 2011, Perazzolli et al. 2012). In 

seguito, con l’avanzare dell’infezione, si instaura invece una relazione di tipo compatibile tra la pianta e il 

patogeno con repressione dei geni di difesa (Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010, Gamm et al. 2011). Lo 

studio della reazione precoce della vite alla peronospora è quindi di fondamentale importanza per comprendere i 

meccanismi di risposta e per permettere l’identificazione di nuovi marcatori per la selezione di varietà resistenti 

a questa malattia. Le osservazione al microscopio hanno permesso di stimare la percentuale di stomi infetti a 1 

dpi, che era pari al 18% in accordo con Yu et al. (2012). La presenza di P. viticola è stata ulteriormente 

confermata mediante l’amplificazione di un gene specifico di P. viticola (Gindro et al. 2014) nelle foglie intere e 

negli stomi del campione inoculato-locale. Il gene di P. viticola è risultato espresso anche nelle regioni vicine 

allo stoma. Questo può essere legato al fatto che la lunghezza dell’ifa primaria del patogeno è pari a circa 40 µm 

a 1 dpi (Unger et al. 2007) e l’area degli stomi isolati era pari a circa 2000 µm2 (raggio di 25 µm), indicando 

quindi il possibile campionamento di alcune porzioni delle ife di P. viticola nelle regioni circostanti gli stomi. 

Negli stomi e nelle regioni circostanti sono stati analizzati i livelli di espressione di dieci geni noti come 

marcatori della risposta della vite alla peronospora (Godfrey et al. 2007, Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010, 

Perazzolli et al. 2011, Perazzolli et al. 2012, Santi et al. 2013) e sono stati comparati con quelli della foglia 

intera. I geni selezionati codificano per sette proteine di patogenesi (PR-2, PR-4, TLP-4, TLP-5, GLP-2 e GLP-

7), un fattore di trascrizione (NAC) e due enzimi coinvolti nella produzione di metaboliti secondari (CHI e 

CellS). L’espressione dei geni PR-2, PR-4, OSM-1 e GLP-7 è risultata indotta da P. viticola nelle foglie intere 

fresche, in accordo con i risultati riportati in letteratura (Godfrey et al. 2007, Perazzolli et al. 2011, Perazzolli et 

al. 2012). L’assenza di induzione dei geni GLP-2, CHI, NAC e CellS nelle foglie intere (Godfrey et al. 2007, 

Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010) potrebbe essere invece dovuta alle diverse condizioni utilizzate, come il 

genotipo di vite, il momento del campionamento o il metodo impiegato per l’inoculo. La risposta trascrizionale 

all’infezione di P. viticola può infatti variare a seconda del genotipo della pianta ospite (Banani et al. 2014) e il 

gene CellS era indotto da P. viticola nella cultivar Riesling (Polesani et al. 2008) mentre in questo studio è stata 

usata la cultivar Pinot Noir. L’induzione dei geni GLP-2 e NAC era stata invece osservata ad uno stadio avanzato 

dello sviluppo del patogeno (14 dpi) (Godfrey et al. 2007, Polesani et al. 2008), suggerendo che è necessaria una 

maggiore infezione di P. viticola per misurare la modulazione di questi geni nella foglia intera. In Legay et al. 

(2010), l’espressione del gene CHI era modulata in foglie di piante cresciute in serra dopo inoculo di P. viticola 

con uno spruzzatore manuale. Al contrario, il gene CHI è risultato indotto solamente negli stomi e nelle regioni 

circostanti gli stomi da foglie di piante cresciute in vitro in seguito all’inoculo sterile di P. viticola. Similmente, i 

geni PR-4 e OSM-1 avevano dimostrato una modulazione più intensa (induzione di 5 volte) in seguito 

all’infezione di P. viticola in serra (Perazzolli et al. 2011) rispetto a quanto osservato in questo studio (induzione 

di 3,8 volte), suggerendo che l’inoculo mediante uno spruzzatore manuale e le condizioni della serra possono 

determinare una maggiore induzione dei geni CHI, PR-4 e OSM-1 nella foglia intera. 
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La modulazione di sette geni (PR-2, PR-4, OSM-1, GLP-7, GLP-2, TLP-4 e NAC) era generalmente maggiore 

negli stomi e nelle regioni circostanti rispetto alla foglia intera, indicando una regolazione trascrizionale sito-

specifica della risposta della vite a P. viticola. In particolare, la modulazione dei geni di difesa PR-2, PR-4 e 

OSM-1 negli stomi e nelle regioni circostanti suggerisce l’attivazione della reazione tipica dei genotipi di vite 

suscettibili (Polesani et al. 2010) in corrispondenza del sito di infezione ad 1 dpi. L’espressione dei geni GLP-2, 

NAC e CHI è risultata indotta da P. viticola nelle microdissezioni e non nella foglia intera, indicando che la 

microdissezione ha permesso di misurare modulazioni geniche che sono invece mascherate nell’analisi della 

foglia intera. La tecnica della microdissezione laser ha quindi aumentato la sensibilità delle analisi trascrizionali, 

consentendo l’identificazione di modulazioni geniche altrimenti non misurabili, o misurabili con minore 

intensità, nell’analisi della foglia intera. 

Le due isoforme GLP-2 e GLP-7 differiscono nei profili di espressione nei campioni ottenuti da microdissezione 

laser, indicando un loro diverso ruolo nella reazione della vite all’infezione di P. viticola. La proteina GLP-2 è 

omologa a GER1 di Pisum sativa (Godfrey et al. 2007), la quale codifica per un recettore di una proteina 

batterica (Swart et al. 1994). La modulazione del gene GLP-2 esclusivamente nella regione circostante gli stomi 

suggerisce un possibile ruolo di GLP-2 nel riconoscimento di P. viticola nelle cellule adiacenti al sito di 

infezione. La proteina GLP-7 è invece omologa alla proteina dell’epidermide GER4 di Hordeum vulgare 

(Godfrey et al. 2007) che è coinvolta nella formazione della papilla nei siti di infezione per bloccare la 

penetrazione del patogeno Blumeria graminis (Wei et al. 1998). Il gene GLP-7 è risultato indotto negli stomi e 

nelle regioni circostanti indicando un possibile ruolo nell’arrestare la diffusione di P. viticola nel sito di 

infezione e nelle cellule vicine. Anche i geni TLP hanno mostrato un profilo di espressione specifico per 

ciascuna isoforma, come osservato in risposta all’infezione dell’agente causale del legno nero della vite (Santi et 

al. 2013). I geni TLP appartengono alla famiglia delle proteine di patogenesi PR-5, che presentano attività tossica 

contro funghi e oomiceti (Monteiro et al. 2003, van Loon et al. 2006) alterando la permeabilità della membrana 

del patogeno mediante la formazione di pori (van Loon et al. 2006). Il gene TLP-5 è risultato espresso a livello 

comparabile negli stomi, nelle regioni circostanti e nella foglia intera indicando una risposta globale della foglia 

all’infezione di P. viticola. Al contrario, il gene TLP-4 ha mostrato un’induzione maggiore negli stomi e nelle 

regioni circostanti rispetto alla foglia intera, indicando una regolazione più localizzata di questo gene per 

bloccare l’invasione del patogeno. I geni CHI e NAC sono risultati modulati esclusivamente negli stomi e nelle 

regioni circostanti ma non nella foglia intera. In particolare, il gene CHI codifica per un enzima della via dei 

fenilpropanoidi responsabile nella produzione di fitoalessine (Legay et al. 2010) e la sua modulazione localizzata 

è in accordo con l’accumulo di queste molecole di difesa nei siti di infezione di P. viticola (Slaughter et al. 

2008). Il profilo di espressione del fattore di trascrizione NAC era simile a quello dei geni di difesa TLP-4 e 

GLP-2, ma sono necessari studi più approfonditi per avvalorare il coinvolgimento di questo fattore di 

trascrizione nella regolazione sito-specifica della risposta della vite a P. viticola. La modulazione dei geni PR-2, 

PR-4, GLP-7, OSM-1, TLP-4, TLP-5, CHI e NAC era comparabile tra gli stomi e le regioni circostanti 

suggerendo la localizzazione dell’espressione nel sito di infezione e la produzione di segnali cellulari con 

un’azione a breve distanza all’interno del tessuto infetto. Allo stesso modo, è stato dimostrato che il 

rimodellamento dell’actina associato alla risposta di difesa della vite a P. viticola è attivato sia negli stomi sia 

nelle cellule vicine allo stoma non direttamente a contatto con il patogeno (Guan et al. 2014). Le cellule di 

guardia dello stoma potrebbero quindi agire come dei custodi del poro di ingresso, inviando segnali alle cellule 
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vicine durante l’infezione di P. viticola (Guan et al. 2014). Nessuno dei geni analizzati è risultato modulato da P. 

viticola in porzioni di tessuto distali rispetto al sito di infezione, nemmeno il gene PR-4 che è marcatore 

dell’ormone di difesa JA (Hamiduzzaman et al. 2005), suggerendo l’assenza di segnali cellulari a lunga distanza 

dal sito di infezione nelle prime fasi dello sviluppo del patogeno. 

 

5.2 Il silenziamento dei geni MLO riduce la suscettibilità della vite ad oidio 

In lavori precedenti è stato dimostrato che il silenziamento dei geni MLO conferisce resistenza all’oidio in 

diverse specie erbacee, come orzo (Büschges et al. 1997), A. thaliana (Consonni et al. 2006), pomodoro (Bai et 

al. 2008), pisello (Pavan et al. 2011), peperone (Zheng et al. 2013), frumento (Wang et al. 2014) e cetriolo (Nie 

et al. 2015). Al contrario, non è stato al momento studiato il ruolo dei geni MLO nelle specie arboree o 

poliennali. Nella vite sono stati identificati 17 geni MLO (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008). Sei di 

essi (MLO-3, MLO-6, MLO-7, MLO-8, MLO-11 e MLO-13) appartengono al gruppo V (Winterhagen et al. 

2008), che comprende le proteine MLO con un ruolo nella suscettibilità all’oidio nelle specie erbacee (Jørgensen 

1992, Kim et al. 2002, Elliott et al. 2005, Consonni et al. 2006). In particolare, le proteine MLO-6, MLO-7, 

MLO-11 e MLO-13 sono filogeneticamente correlate a MLO-2, MLO-6 e MLO-12 di A. thaliana e a MLO-1 di 

pomodoro (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008), per le quali è noto il coinvolgimento nei processi della 

suscettibilità all’oidio (Consonni et al. 2006, Bai et al. 2008). I geni MLO-7, MLO-11 e MLO-13 erano inoltre 

indotti da E. necator, mentre il gene MLO-6 non era significativamente modulato dal patogeno (Winterhagen et 

al. 2008). Per comprendere il coinvolgimento dei geni MLO di vite nella suscettibilità all’oidio sono stati 

silenziati i geni MLO-6, MLO-7 MLO-11 e MLO-13 utilizzando la tecnica denominata RNAi. Delle 30 linee 

trasformate con i quattro costrutti sei hanno mostrato il silenziamento significativo dei geni MLO. In particolare, 

sono state ottenute tre linee dalla trasformazione con il costrutto contenente il gene MLO-11 (TLB1, TLB2, 

TLB3) e tre con il costrutto con il gene MLO-13 (TLB4, TLB5, TLB6). L’assenza del silenziamento dei geni 

MLO nelle linee trasformate con il costrutto contenente i geni MLO-6 e MLO-7 può essere dovuto all’uso di un 

frammento più corto (di 327 bp e 369 bp) rispetto a quello usato per il silenziamento dei geni MLO-11 e MLO-13 

(di 504 e 627 bp). In cellule embrionali di Drosophila melanogaster è stato infatti dimostrato che l’efficienza del 

silenziamento mediante frammenti genici più lunghi di 500 bp è pari al 75-80% e si riduce a meno del 50% con 

frammenti più corti (Tuschl et al. 1999). Le linee TLB4, TLB5 e TLB6 hanno mostrato una significativa 

riduzione della severità dell’infezione di oidio. L’analisi dell’espressione dei geni MLO nelle linee resistenti 

(TLB4, TLB5, TLB6) e suscettibili (EVB, TLB1, TLB2, TLB3) all’oidio ha messo in evidenza che ogni linea 

presenta una diversa combinazione di silenziamento dei geni MLO. I quattro geni MLO di vite presentano infatti 

un’elevata identità di sequenza (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008), suggerendo un possibile 

silenziamento aspecifico. Il gene MLO-7 è risultato silenziato in maniera significativa in tutte e tre le linee 

resistenti (riduzione dell’espressione del 45-51%), ma non in quelle suscettibili, suggerendo che questo gene 

potrebbe avere un ruolo chiave nella suscettibilità all’oidio. Il gene MLO-6 è risultato silenziato in tutte e tre le 

linee resistenti (riduzione dell’espressione del 58-65%) e nella linea suscettibile TLB3 (riduzione 

dell’espressione del 29%), suggerendo che questo gene potrebbe contribuire alla suscettibilità dell’oidio. Il gene 

MLO-11 è risultato silenziato in tutte le linee, sia suscettibili che resistenti (riduzione dell’espressione 

rispettivamente del 60-75% nelle tre linee suscettibili e del 45-51% nelle tre linee resistenti), ipotizzando un suo 

ruolo nella suscettibilità ad oidio, anche se minoritario rispetto a MLO-7. L’espressione del gene MLO-13 è 
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risultata invece significativamente silenziata nella linea suscettibile TLB1 (riduzione dell’espressione del 51%) e 

solo in due linee resistenti (riduzione dell’espressione del 55-67% in TLB4 e TLB6), suggerendo che questo 

gene non ha un effetto nella suscettibilità all’oidio. Nonostante non sia stato ottenuto il silenziamento specifico 

di un singolo gene MLO, il gene MLO-7 potrebbe essere responsabile della suscettibilità ad oidio, mentre i geni 

MLO-6 e MLO-11 sembrano contribuire alla suscettibilità della vite, con un effetto additivo a MLO-7. Anche in 

A. thaliana è necessario il silenziamento di tre geni MLO per avere una completa resistenza ad oidio. Il 

silenziamento del solo gene MLO-2 conferisce infatti una moderata resistenza, mentre il silenziamento dei MLO-

6 e MLO-12 assieme a MLO-2 conferisce completa resistenza all’oidio (Consonni et al. 2006). In vite, il gene 

MLO-7 sembra comportarsi come MLO-2 di A. thaliana, mentre i geni MLO-6 e MLO-11 sembrano avere un 

ruolo aggiuntivo contribuendo alla suscettibilità all’oidio e il silenziamento di tutti e tre porta ad una riduzione 

della malattia superiore al 65%. Feechan et al. (2013b) avevano però ipotizzato che i geni MLO-11 e MLO-13 di 

vite fossero i principali responsabili della suscettibilità all’oidio mediante complementazione del triplo mutante 

mlo2mlo6mlo12 di A. thaliana. L’impiego di un sistema eterologo, come l’infezione di E. cichoracearum nel 

mutante di A. thaliana, potrebbe non riprodurre fedelmente i processi dell’infezione di E. necator in vite ed aver 

quindi parzialmente alterato l’analisi dei geni MLO di vite nei processi di suscettibilità.  

Il silenziamento dei geni MLO non ha causato effetti pleiotropici sulle piante di vite cresciute in condizioni 

controllate. Al contrario, il silenziamento dei geni MLO in orzo, A. thaliana e peperone è noto per essere 

responsabile della formazione di macchie necrotiche sulle foglie (Jørgensen 1992) e di una crescita rallentata 

delle piante (Consonni et al. 2006, Zheng et al. 2013). Non si possono comunque escludere possibili effetti sui 

grappoli, considerando che alcuni geni MLO regolano la percezione del tubetto pollinico nel sacco embrionale 

(Kessler et al. 2010) e possono quindi influenzare la fecondazione dei fiori. Il silenziamento dei geni MLO non 

ha inoltre alterato il livello di suscettibilità della vite alla peronospora, suggerendo che questi geni non sono 

coinvolti nell’interazione con P. viticola. Il possibile ruolo dei geni MLO nella resistenza ad altri patogeni è però 

suggerito dai risultati ottenuti in altre specie che hanno indicato l’aumento della suscettibilità a M. grisea e B. 

sorokiniana in orzo (Jarosch et al. 1999, Kumar et al. 2001) ed A. alternata, A. brassicicola and P. infestans in 

A. thaliana (Consonni et al. 2006) in seguito al silenziamento dei geni MLO.  

Il meccanismo attraverso cui il silenziamento dei geni MLO conferisce resistenza all’oidio non è stato al 

momento chiarito. Le proteine MLO sono localizzate nella membrana plasmatica e, in seguito all’infezione 

dell’oidio, si accumulano nel sito di penetrazione del fungo (Bhat et al. 2005), dove si pensa regolino 

negativamente i meccanismi responsabili della formazione della papilla che sono regolati dalle proteine PEN-1 e 

PEN-2/PEN-3 (Panstruga 2005b). La papilla è costituita da callosio, proteine, composti fenolici (lignina e 

derivati fenolici), arabinoglicani e composti antimicrobici (Chowdhury et al. 2014) e agisce come barriera fisica 

per bloccare la penetrazione del fungo. L’accumulo della papilla è stato osservato nel sito di infezione nella linea 

resistente TLB4 e nella linea controllo EVB, suggerendo che la papilla rappresenta una tipica risposta della vite 

all’infezione dell’oidio. Ciò che differenzia le papille nelle piante resistenti è il tempo necessario per la loro 

formazione, la composizione e le dimensioni (Lyngkjær et al. 2000, Chowdhury et al. 2014, Hueckelhoven 

2014). Chowdhury et al. (2014) hanno infatti dimostrato che le papille in piante di orzo resistenti (papilla 

effettiva) mostrano una diversa concentrazione di callosio, cellulosa e arabinoxilani rispetto alle papille delle 

piante suscettibili (papilla non-effettiva). In futuro, saranno quindi necessarie ulteriori analisi per valutare le 
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differenze nella composizione e nella tempistica di accumulo della papilla nelle piante di vite controllo e 

silenziate nell’espressione dei geni MLO. 

Nella linea resistente TLB4 e nella linea controllo EVB sono stati analizzati tredici geni di difesa della vite 

all’oidio (Fung et al. 2008, Dufour et al. 2013, Gao et al. 2014, Guo et al. 2014). I geni selezionati codificano per 

due proteine di patogenesi (PR-1 e PR-6), per quattro fattori di trascrizione (WRKY-19, WRKY-27, WRKY-48, 

WRKY-52), per due isoforme dell’enzima lipossigenasi (LOX-1 e LOX-9), per un enzima coinvolto nella sintesi 

degli aminoacidi (ASL-1), per una proteina coinvolta nel trasporto di nitrato e nitriti (NPF-3.2), per un gene 

coinvolto nei processi di penetrazione dell’oidio (PEN-1) e per due lipasi (EDS-1 e PAD-4). Prima dell’inoculo 

con l’oidio, tutti i geni analizzati hanno dimostrato livelli di espressione paragonabili nella linea resistente TLB4 

e nella linea controllo EVB, dimostrando che il silenziamento dei geni MLO non ha alterato il livello di 

espressione dei marcatori della risposta di difesa della pianta. A 1 dpi, i geni WRKY-52 e NPF-3.2 sono risultati 

indotti nella linea controllo EVB, mentre solamente il gene WRKY-19 è risultato indotto nella linea TLB4. In 

particolare, il gene NPF-3.2 è risultato indotto da oidio a 1 dpi ma non a 10 dpi nella linea controllo, in accordo 

con Pike et al. (2014) ed è risultato rispettivamente non modulato a 1 dpi e represso a 10 dpi nella linea TLB4. 

Similmente, questo gene era indotto nella vite suscettibile (V. vinifera cultivar Cabernet Sauvignon) ma non 

nella vite resistente (V. aestivalis cultivar Norton) in seguito ad infezione di E. necator (Fung et al. 2008), 

suggerendo che la risposta della pianta suscettibile coinvolge un aumento del trasporto di nitrato e nitrito per 

sintetizzare ammonio, aminoacidi e peptidi per il metabolismo del patogeno (Pike et al. 2014). I geni EDS-1, 

PAD-4, PR-1, PR-6, WRKY-19, WRKY-48, e WRKY-52 sono risultati modulati a 10 dpi nella linea controllo EVB 

in accordo con quanto riportato in letteratura (Dufour et al. 2013, Gao et al. 2014, Guo et al. 2014), confermando 

l’attivazione della risposta della vite all’oidio. L’assenza di modulazione dei geni PEN-1, LOX-1, LOX-9 e 

WRKY-27 nella linea controllo (Collins et al. 2003, Assaad et al. 2004, Fung et al. 2008, Dufour et al. 2013, Guo 

et al. 2014) può essere invece dovuta alle diverse condizioni utilizzate, come il genotipo della pianta ospite o la 

modalità dell’inoculo. Il gene PEN-1 di vite è omologo a PEN-1 di A. thaliana, che è noto per essere indotto da 

oidio in A. thaliana (Assaad et al. 2004), suggerendo che la modulazione di questo gene può essere differente 

nelle diverse specie vegetali. L’induzione dei geni LOX-1, LOX-9 e WRKY-27 da E. necator era stata osservata 

nelle foglie di V. vinifera Cabernet sauvignon (Fung et al. 2008, Dufour et al. 2013) e in V. quinquangularis 

Shang-24 (Guo et al. 2014), suggerendo una loro diversa modulazione a seconda del genotipo dell’ospite. Nella 

linea TLB4 sono risultati indotti i geni LOX-1, WRKY-19, e WRKY-52 a 10 dpi. Il gene LOX-1 codifica per una 

lipossigenasi coinvolta nella sintesi di JA (Mueller 1997), indicando un possibile coinvolgimento di JA nella 

resistenza mediata dal silenziamento dei geni MLO. La mancata induzione dei geni PR-6 (Dufour et al. 2013), 

WRKY-27 e WRKY-48 (Guo et al. 2014), LOX-1 (Fung et al. 2008), LOX-9 (Dufour et al. 2013) e PEN-1 (Collins 

et al. 2003, Assaad et al. 2004) nella linea TLB4 a 1 e 10 dpi suggerisce che la ridotta severità della malattia 

nella linea resistente non è sufficiente per attivare la risposta della pianta. Inoltre la mancata modulazione dei 

geni marcatori della via dell’ormone di difesa SA, come PR-1 (Dufour et al. 2013), EDS-1 e PAD-4 (Gao et al. 

2014), indica inoltre che la resistenza mediata dal silenziamento dei geni MLO è indipendente da SA, in accordo 

con gli studi ottenuti in A. thaliana (Consonni et al. 2006) e in cetriolo (Nie et al. 2015). Per meglio chiarire le 

possibili regolazioni trascrizionali responsabili della resistenza nelle piante di vite silenziate per i geni MLO 

saranno comunque necessarie analisi di trascrittomica utilizzando alcune linee silenziate nell’espressione dei 

geni MLO. 
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6 CONCLUSIONI 

I risultati ottenuti in questo lavoro di dottorato hanno permesso di identificare alcuni processi cellulari e geni 

chiave coinvolti nei meccanismi di difesa della vite in risposta all’infezione della peronospora e dell’oidio 

attraverso approcci di microdissezione laser e silenziamento genico. 

L’ottimizzazione del protocollo per la microdissezione laser ha consentito di isolare in maniera precisa gli stomi 

da foglie di vite e le regioni circostanti per analizzare la risposta sito-specifica della pianta all’infezione di P. 

viticola. La tecnica della microdissezione laser ha permesso di aumentare la sensibilità dell’analisi 

dell’espressione genica e di identificare regolazioni trascrizionali che erano mascherate nell’analisi della foglia 

intera. Le analisi molecolari delle microdissezioni hanno inoltre evidenziato che le regolazioni della risposta 

della vite all’infezione di P. viticola sono principalmente localizzate nei siti di infezione e probabilmente 

controllate da segnali cellulari con un’azione a breve distanza che coinvolgono gli stomi infetti e le regioni 

circostanti. L’assenza della modulazione genica nei tessuti non infetti ha inoltre suggerito che non sono implicati 

segnali cellulari a lunga distanza nelle prime fasi di sviluppo del patogeno. 

Mediante trasformazione genetica della vite sono state ottenute tre linee silenziate nell’espressione dei geni 

MLO, le quali hanno mostrato una maggiore resistenza all’oidio rispetto alle piante controllo. L’analisi 

dell’espressione dei geni MLO nelle linee resistenti ha messo in evidenza il ruolo chiave del gene MLO-7 nei 

processi responsabili della suscettibilità all’oidio. Il gene MLO-6 e, in misura minoritaria, il gene MLO-11 

sembrano inoltre contribuire alla suscettibilità della vite, con un effetto additivo a MLO-7. Il silenziamento dei 

geni MLO non influisce sulla suscettibilità della pianta alla peronospora, suggerendo che questi geni sono 

specifici per l’oidio e non sono coinvolti nell’interazione con P. viticola. I tre geni MLO rappresentano quindi 

nuovi marcatori di resistenza della vite e possono essere utilizzati per la selezione di piante resistenti all’oidio 

mediante programmi di miglioramento genetico assistito. Il protocollo per la microdissezione laser ottimizzato in 

questo studio permette inoltre di aumentare la sensibilità di future analisi trascrizionali e di consentire 

l’identificazione di nuovi geni marcatori della risposta di difesa della vite all’infezione dei patogeni. 

I risultati ottenuti in questo lavoro di tesi sono stati riportati in due pubblicazioni su riviste scientifiche (il primo 

pubblicato sulla rivista Plant and Cell Physiology 2016, 57: 69-81, il secondo pubblicato su Horticulture 

Research doi: 10.1038/hortres.2016.16), in un brevetto (PCT/EP/2015/065624), e sono stati presentati a tre 

convegni nazionali e internazionali. 
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