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RIASSUNTO

La vite (Vitis vinifera) & una delle pit importanti colture a livello méadd, soprattutto in termini economici. La
maggior parte delle varieta usate per la produzdine/a da tavola e da vino sono pero suscettibilumerose
malattie, tra le quali la peronospora (causat@ldamopara viticolped I'oidio (causato d&rysiphe necatqr
Queste malattie sono controllate dall'uso frequeditéungicidi chimici che, oltre ad avere un elevaiosto
economico per il produttore, hanno effetti nociuil'somo e sull’ambiente e possono causare I'insoag di
resistenza del patogeno. Per questo motivo vi @xanme interesse nello sviluppo di alternative ezaypatibili
per il controllo di queste due malattie. Ad esempiottenimento di varieta di vite resistenti aitqggeni
rappresenta un'opzione promettente per limitarpplieazione dei pesticidi chimici in viticoltura. aL
comprensione approfondita dei meccanismi di difesda vite a peronospora ed oidio e l'identificagiaei geni
chiave della resistenza sono quindi fondamentaligagtare i programmi di miglioramento geneticoafinzati
all'ottenimento di varieta resistenti. Oltre ai geinresistenza, i geni di suscettibilitd sono fegmri chiave dei
processi di difesa nelle piante, come i géfildew Locus O (MLO) noti per essere responsabili della
suscettibilita all’oidio in piante erbacee. Le asialli espressione genica sono state ampiamentegee per
comprendere i processi di regolazione dell'intenazidella vite con la peronospora e l'oidio e pdividuare i
geni marcatori della resistenza, ma tutti gli stomindotti finora hanno preso in considerazioneolglid intera.
Tuttavia, solo poche cellule sono realmente in atotcon il patogeno ai primi stadi di infezionei e
cambiamenti trascrizionali altamente localizzatileneellule infette possono essere mascherati dak¢anti
cellule non infette nelle analisi di organi interi.

L'obiettivo finale di questo progetto di dottoratca quello di identificare i geni chiave ed i presiecellulari
coinvolti nei meccanismi di difesa e di suscetitibildella vite contro la peronospora e Il'oidio, perseguito
sviluppare metodologie innovative per il controtlo queste malattie, come varieta resistenti ed ttodudi
resistenza efficaci. Gli obiettivi specifici sontats i) la caratterizzazione della risposta delie nei siti di
infezione della peronospora per individuare le tagjoni trascrizionali sito-specifiche attivate tiegtomi
infetti, nelle regioni circostanti e nella partestdie non infetta dal patogeno; ii) il silenzianwedt quattro geni
MLO della vite MLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13), attraverso la metodologia denominBisA interference
per identificare i geni chiave responsabili deliacettibilita all’oidio.

Per la caratterizzazione delle regolazioni tragmm&li sito-specifiche, & stato ottimizzato il pyosdllo di
microdissezione laser per I'isolamento degli stendelle regioni circostanti agli stomi da foglievite cresciute
in vitro ed é stata analizzata I'espressione di dieci gelté fasi iniziali dell'infezione dp. viticola Il livello di
espressione di sette geni di rispostR. aviticola é risultato maggiore nelle microdissezioni rispettia foglia
intera, indicando una regolazione trascrizionate-specifica della risposta della vite alla perpuwsa. La
modulazione dei geni era localizzata negli stomielle regioni circostanti suggerendo l'attivaziatiesegnali
cellulari con un’azione a breve distanza nel tessfetto. L'elevata sensibilita della microdissaz laser ha
inoltre permesso di identificare la modulaziondrdigeni che era completamente mascherata nelBaiialla
foglia intera.

Per la caratterizzazione dei geni di suscettihilitea linee silenziate nell’espressione dei gkhiO hanno
mostrato una maggiore resistenza ad oidio. L'an@éil’espressione genica nelle linee resistestigcettibili ha

dimostrato il ruolo chiave del gendLO-7 nei processi responsabili della suscettibilita oidiio, con un
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contributo additivo dei gerMLO-6 e MLO-11. Il livello di espressione di tredici geni di difesalla vite era
inferiore nella linea resistente rispetto alla éireontrollo, indicando che la ridotta infezioneEdinecatornella
linea resistente non era sufficiente per attivareidposta della pianta. | tre geMiLO identificati in questo
lavoro rappresentano quindi nuovi marcatori distesiza della vite e possono essere utilizzatigpeelezione di
piante resistenti all’'oidio mediante programmi dighoramento genetico assistito. Il protocollo pler
microdissezione laser ottimizzato in questo stymBomette inoltre di aumentare la sensibilita dufatanalisi
trascrizionali e di consentire l'identificazione diuovi geni marcatori della risposta di difesa aeliite

allinfezione dei patogeni.
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ABSTRACT

Grapevine Yitis viniferg) is one of the most economically important fruibgs worldwide, but many cultivars
conventionally used for table grape and wine prtidncare susceptible to two several diseases, asictowny
mildew (caused bylasmopara viticola and powdery mildew (caused Byysiphe necatqr These pathogens
are controlled by frequent applications of chemitaigicides to avoid significant losses in yielddaberry
quality. However, the ecological drawbacks of pidés and the rapid appearance of resistant pathsigains
have sparked crescent interest in sustainableaaiternatives. The development of resistant graqgehybrids
represents a promising option to limit the applaatof chemical pesticides in viticulture. Thus,batter
understanding of the mechanisms responsible fogthpevine defense against downy and powdery mikaiedv
the identification of key resistance genes willphbteeding programs to develop resistant varielieaddition
to the resistance genes, the susceptibility geredkey regulators of defense processes in plantd) as the
Mildew Locus QMLO) genes that are known to be responsible for poywgldew susceptibility in herbaceous
plants. Gene expression profiling has been usezhsixtely to investigate regulation processes ofgttagpevine
interaction with mildews and to identify gene maskef the grapevine resistance. However, all stithedate
have involved the use of whole leaves, while ongall fraction of host cells is in contact witlethathogen at
the early infection stages. Therefore, highly lamal transcriptional changes of infected cells maynasked by
the large portion of non-infected cells when anagzhe whole leaf.

The final goal of this PhD project was to developdvative methods for disease control, such asteagi
varieties and efficient resistance inducers, baseda better understanding of the key genes andilaell
processes involved in the defense and susceptibiléchanisms of the grapevine against downy anddpow
mildew. Specific aims were i) to characterize thapgvine response in the sites of downy mildefection in
order to identify site-specific transcriptional tdgtions in infected stomata, in surrounding araad in distal
part non-infected by the pathogen, and ii) to siefour grapevindLO genes MLO-6, MLO-7, MLO-11 and
MLO-13 through RNA interference in order to identify ttkey genes responsible for powdery mildew
susceptibility.

For the characterization of the site-specific teaipdional regulations against downy mildew, a fase
microdissection protocol was optimized to collemingata and surrounding cells from leavesnofitro-grown
grapevines at early stages of pathogen infectiod the expression levels of ten genes involvetiéngrapevine
response to downy mildew were investigated by timaé PCR. The expression levels of sewenviticola
responsive genes were greater in microdissectdd t®hn in whole leaves, highlighting the site-sfiec
transcriptional regulation of the host responses géne modulation was restricted to the stomats aetl to the
surrounding areas of infected tissues, indicatirag short-distance signals are implicated. The bagtsitivity of
the laser microdissection analysis showed sigmificaodulations of three genes that were completelgked in
the whole tissue analysis.

For the characterization of susceptibility genbseé grapevine lines silenced in the expressiokllo® genes
showed an increased resistance against powdergwmilHxpression analyses of resistant and suscepiitds
demonstrated the key role of tihLO-7 gene in the susceptibility of powdery mildew, widm additive
contribution of theMLO-6 andMLO-11genes. The expression level of thirteen defeniseect genes was lower
in resistant than in susceptible lines, highlightian earlyMLO-dependent reduction of powdery mildew

invasion. However, the accumulation of defenseteelacompounds was comparable in resistance and
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susceptible lines, suggesting that further analgsis required to better clarify the complex resista
mechanisms against powdery mildew. The protocotHerlaser microdissection analysis optimized is study
could greatly increase the sensitivity of furthesinscriptomic studies to identify new marker genéshe
grapevine defense activated at the sites of irdectbpecifically, the threBILO genes identified in this project
represent novel markers of grapevine resistancetaydcould be used for marker-assisted selectidimeeding
programs of powdery mildew-resistant grapevines.
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1 INTRODUZIONE

1.1 Caratteristiche generali della vite
1.1.1 Classificazione tassonomica della vite

La vite (Vitis vinifera Linneo) € una delle piu importanti colture a ligelinondiale soprattutto in termini
economici. L'uva pud essere infatti usata comedrfresca (uva da tavola), per la produzione dclsuc di uva
essiccata, oltre che per la produzione di beni worelevato valore aggiunto come il vino e altre srale
alcoliche. La vite riveste anche un'importanzaistoe culturale in quanto &€ sempre stata coltisatalai tempi
piu antichi.

Secondo la classificazione botanica, la vite ajpgaetal regno delld/iridiplantae ordine Vitales famiglia
Vitaceae genereVitis. Il genereVitis & suddiviso in due sottogeneri, osslascadiniaed Euvitis i cui membri
hanno scarsa infertilita. | membri del sottogendiescadiniahanno infatti un numero cromosomico pari a 20,
mentre quelli appartenenti al sottogenErgovitis pari a 19. Al primo gruppo appartengono solo trecep di
origine americanaM. munsoniana, V. rotundifolia V. popenogj il secondo comprende 62 specie di origine
americana, eurasiatica tutte interfertili tra loraggruppate in base all’'origine geografica e altarfologia. Le
viti americanéV. rupestris V. riparia e V. berlandierisono usate principalmente come portainnesti regisiéa
fillossera Daktulosphaira vitifoliag, e portano inoltre caratteri di resistenza a pespora ed oidio. La maggior
parte delle varieta coltivateltivar), soprattutto per la produzione di vino, sono gevelassificate com¥itis

vinifera L. subspvinifera (o sativa).

1.1.2 Importanza economica della vite

La coltivazione della vite copre un’area di 7,6iaml di ettari con una produzione globale di 77iomii di
tonnellate nel 2014 (FAOSTAT 2014) (Figura 1.1).

North
Pacific

' f Pacitic

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 € il maggior produttore di uva a livelloondiale (Figura 1.2). Specialmente i paesi chdfaceiano
sul Mar Mediterraneo sono i maggiori produttorazje alle condizioni climatiche favorevoli che garacono la
produzione di uve da tavola e da vino di ottimalitfua

L’ltalia € uno tra i maggiori produttori di vinod uva da tavola a livello mondiale (Figura 1.3 Viticoltura
risulta la prima attivita agricola e la coltivazedella vite & stata pari a 8,3 milioni di tonnedlael 2014. Dal
sesto censimento ISTAT sullo stato dell’agricoltéranfatti emerso che il 5,2% (circa 600-700 e}taella

superficie totale € destinato alla coltivaziondaleite (ISTAT 2010).

Oceania Africa
2.6 % \

Americas
20.1%
Europe
45.7 %
Asia
26 %

Figura 1.2: Percentuale media (dal 1993 al 2014) della prachezdi uva a livello mondiale
Sono riportati i dati del sito www.faostat.fao.org.
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Figura 1.3: 1 primi 5 produttori di uva (da vino e da tavota)ivello mondiale.
Nel 2014 I'ltalia ha coperto il 45% della produzéomondiale di uva. Sono riportati i dati dal sitewwfaostat.fao.org.
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1.1.3 Principali patologie della vite

Come molte altre specie vegetali coltivate, la @teuscettibile a numerose avversita biotiche etiabe che
spesso compromettono sia la produttivita dei vigsiat la qualita delle uve prodotte, causando itigganni
economici non solo al coltivatore ma anche a tilteettore della trasformazione. Il controllo dettelattie &
comunemente basato sull'intensa applicazione digttochimici, spesso dannosi per 'uomo e per bénte.
Negli ultimi anni pero vi & una forte pressioneiatece legislativa che impone una graduale riduzidall’'uso
dei prodotti chimici in agricoltura (regolamentazéoeuropea 1107/2009).

Vitis vinifera & suscettibile a numerosi patogeni, in particolafanghi ed gli oomiceti rappresentano un
importante classe di patogeni che compromettonditguaresa della vite (Delaunois et al. 2014). Geesti,
'oomicete biotrofoPlasmopara viticola(agente causale della peronospora della vite)cdiamscete biotrofo
Erysiphe necatoagente causale dell'oidio della vite) e il deuteitete necrotrofdBotrytis cinerea(agente
causale del marciume grigio) sono i tre princifdenti patogeni (Delaunois et al. 2014). Inoltrdunghi
associati alle malattie del legno della vite (adnggio Phomopsisviticola, Botryosphaeria dothidea Eutypa
lata) sono responsabili di altre importanti malattidlalgite (Ferreira et al. 2004). Per la sua impoztastorica,
sociale ed economica la vite &€ una delle spedigeliesse agrario maggiormente studiate per laepm@one € la
protezione dalle avversita naturali ed &€ quindi spacie arborea “modello” per lo studio dei mecsamidi

interazione pianta-patogeno (Delaunois et al. 2014)

1.2 Caratteristiche generali della peronospora della e

1.2.1 Plasmopara viticolaagente causale della peronospora della vite

La peronospora causata Ba viticola (Berkeley e Curtis) Barlesse e De Toni rappresentadelle pit gravi
malattie della vite, in particolare in climi mitiwmidi (Gessler et al. 2011). La maggior parteedeliltivar di
vite usate per la produzione di uva da tavola @ida sono suscettibili alla peronospora, e le iBizdi questa
malattia causano ingenti danni economici a caudka diluzione della produzione sia dal punto ditais
guantitativo che qualitativd?. viticolacolpisce foglie, germogli, infiorescenze ed infesttenze ed e controllata

dall'intensa applicazione di prodotti chimici (Gles<et al. 2011).

1.2.2 Classificazione tassonomica dPlasmopara viticola

L’'oomiceteP. viticola & originario dell’America del Nord e venne introtboin Europa nella seconda meta del
XIX secolo, in seguito allimportazione di viti ameane utilizzate per la ricostruzione dei vitigmiropei
distrutti dalla fillossera. In particolare, la paaspora fece la sua comparsa per la prima vol@ramcia nel
1878 e I'anno successivo fu identificata per lanarivolta in Italia. La malattia si diffuse rapidame in tutta
Europa, in seguito in Turchia e nelle zone vitiodddla Russia meridionale e successivamente ircéfri

La classificazione del patogeno inizid nel 1834 hv&initz lo inseri erroneamente tra i microrganismi
appartenenti alla speciBotrytis canae successivamente Berkeley e Curtis lo descrissenee una nuova
specie,Botrytis viticola Nel 1848, con un attento studio del fungo, DeyBi#gscrisse accuratamente la forma
asessuata e sessuata e lo riferi al gaPerenosporaclassificandolo comPeronospora viticolaln seguito, nel

1886, Shroder suddivise il gendPeronosporaspp. inPeronosporaspp. ePlasmoparaspp., ma il riferimento
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sistemico @Plasmoparaavvenne per opera di Barlesse in collaboraziomelo® Toni nel 1888La separazione
degli oomiceti dal regno dei funghi & invece pigemte. Gli oomiceti si differenziano dai funghi peolti
aspetti, tra i quali la parete cellulare composteetiulosa e non di chitina, nuclei diploidi e naploidi (come

nei funghi ascomiceti) o dicariotici (come nei fimdasidiomiceti) e per la presenza di zoosporadpilate.

1.2.3 Ciclo di infezione diPlasmopara viticola

P. viticolaé un patogeno obbligato, le ife si sviluppano negézi intercellulari dell'ospite e assorbono reriti
dalle cellule vive dell'ospite tramite gli austo@li austori sono strutture organizzate che shimano all'interno
delle cellule della pianta ospite e permettonosii@iiazione delle sostanze nutritive per il patagero scambio
di altri metaboliti (Jones and Dangl 2006). In Fmu.4 viene riportato il ciclo biologico di infexie diP.

viticola.
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zoospor(- g Intercellular mycelium
L with haustoria
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Figura 1.4: Ciclo di infezione dPlasmopara viticola
(Agrios 2005)

Il patogeno sverna per mezzo di oospore presenéisisuti fogliari in decomposizione. Le oosporéosinano
per riproduzione sessuata durante tutto il perigatpetativo, e, in particolare, dal momento in daisisuti colpiti
riducono la loro attivita fisiologica o in coincidea delle precipitazioni annuali. Nei tessuti vagiesi ha la
formazione di una cellula femminile (oogonio) deditremita di un filamento di micelio e di una clllmaschile
(anteridio) che si differenzia da una secondalifaseguito a fecondazione si genera I'oospora cibésse un
processo di maturazione, 'oospora matura & unatsta di conservazione che pud rimanere vitale fin10
anni (Gessler et al. 2011). In primavera ed iniegiate (Aprile-Luglio), le oospore mature germinano
condizioni microclimatiche favorevoli, producendo macrosporangio in grado di rilasciare zoospoeeddnno
origine all'infezione primaria. Alla prima pioggidopo la germinazione, gli sporangi e le zoosponeoso
trasportati sulla vegetazione dagli schizzi d’acqudai movimenti dell’aria. Le zoospore flagellaaé contatto
con la superficie fogliare bagnata, si muovono wéesaperture stomatiche, sulla pagina inferiodkadeqglia,

sugli organi verdi e sugli acini negli stadi inizidi accrescimento.
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E stato dimostrato che le zoospore sono guidasogli stomi da fattori rilasciati dagli stomi apetella pianta
(Kiefer et al. 2002, Diez-Navajas et al. 2008), lmanatura di questi fattori
dell'ospite non & ancora nota. Una volta prossitte stoma, le zoospore
perdono i flagelli (zoospora incistata) ed emettano tubetto germinativo
(Figura 1.5) che raggiunge la cavita sottostomatica

Il patogeno forma delle vescicole nella cavita asiimatica, da questa

vescicola si origina l'ifa primaria che crescg

Figura 1.5: Zoospore nei pressi tra le cellule parenchimatiche, formand
dello stoma. ) . U . . ;
La freccia indica la formazione l'austorio primario, in seguito le ife si

del tubetto germinativo

accrescono e invadono il tessuto dell’ospi
(Jurges et al. 2009). P

(Unger et al. 2007) (Figura 1.6).
Il calcolo delle condizioni a rischio per le infemi primarie € basato sullg
regola dei “tre dieci” secondo la quale sono nemssna temperatura
superiore di 10°C, una pioggia superiore a 10 métri e foglie di almeno 6-
8 cnf che corrispondono ad un germoglio di 10 cm di Pyl (Baldacci
1947, Baldacci and Refatti 1956). Il ciclo secommafo agamico) e

. . . . A . Figura 1.6: Sviluppo di
caratterizzato dalla produzione di rami sporangicfcsporangi, visibili sotto Plasmopara viticolall'interno del
tessuto fogliare.

Le ife diP. viticolaall'interno del
della pianta. Le condizioni ideali per la sporuta® sono una temperatur mesofillo sono state colorate con

. . . . blu di anilina e visualizzate in
superiore a 12°C, con un ottimo attorno a 18-28Qyn’'umidita relativa microscopia fluorescente.

forma di muffa bianca sulla pagina inferiore ddlglie e sui tessuti verdi

molto elevata (>93%). Gli sporangi possono esséifasd grazie a gocce d’acqua e, come nel casoedell
infezioni primarie, rilasciare quindi zoospore amgotano sullo strato d’acqua che ricopre la pagiferiore

delle foglie fino a raggiungere gli stomi.

1.2.4 Sintomi dell'infezione di Plasmopara viticola

| danni causati dalle infezioni @. viticolasono molteplici e riguardano vari orgaRi. viticola infetta tutti gli
organi erbacei della vite: foglie, germogli, infscenze, infruttescenze e grappoli. Gli attacchjrappoli
possono portare ad una consistente perdita di pionke, mentre i danni alle foglie determinano udazione
dell'attivita fotosintetica e, quindi, dell'accunwdi zuccheri e aromi (Pertot et al. 2005). Ingltaediminuzione
dell'attivita fotosintetica si ripercuote anchelsuliserve negli organi legnosi e nelle radici (Beet al. 2005).
Le infezioni piu gravi possono compromettere I'natenetabolismo della pianta e mettere a rischidfdeesa

vegetativa nell'anno successivo.

1.2.4.1 Sintomi dell'infezione di Plasmopara viticolasulle foglie

Il sintomo caratteristico dell'infezione €. viticola sulle foglie di vite & la presenza di “macchieldq cioé
chiazze traslucide che compaiono dopo un periodaalibazione di 4-18 giorni, a seconda della tesmpea
ambientale (Figura 1.7 A). Ai limiti delle macchikolio si formano delle marginature brunastre, ptéssuti
imbruniscono, dissecano e le foglie infine caddh@eriodo di incubazione della malattia pud vagiata un
minino di 4-5 giorni ad un massimo di 15-18 gioimmifunzione della temperatura. Al termine del peéadi

incubazione, con un’umidita ambientale elevata, gaiono i rami conidiofori che formano la tipica rfauf
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biancastra facilmente riconoscibile sulla pagingeriore delle foglie in corrispondenza delle maechiolio
(Figura 1.7 B). L'eta della foglia gioca un ruolmntlamentale sull'infezione. Le foglie giovani, aom diametro
inferiore a 2 cm, presentano aperture stomaticimediféerenziate e non sono soggette all’infezioRerfot et al.
2005). Le foglie con eta superiore ai 50-60 giadiventano meno suscettibili agli attacchi del patug
principalmente per effetto di una resistenza siraté dei tessuti e un maggior contenuto di potifiead azione
antimicrobica (resistenza ontogenica). La diffusiodelle ife nel tessuto fogliare vecchio viene fata
dall'laumentare della consistenza delle nervat@rénfiezioni tardive su foglie adulte si manifestapondi con

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

Figura 1.7: Sintomi della béronospora sulle foglie.
(A) Macchie d'olio sulla pagina superiore della fog(a) Sporulazione bianca sulla pagina inferiore delglifo(Gessler et
al. 2011).

1.2.4.2 Sintomi dell'infezione di Plasmopara viticolasul grappolo

Gli attacchi di peronospora sui grappoli sono estmmente pericolosi per il loro impatto sulla prodoe. Le
infiorescenze sono molto sensibili ai patogeni gimgadalla loro differenziazione fino alla fiorita. | sintomi
sulle infiorescenze si manifestano con una muffa topre i fiori, similmente a quanto avviene suibglie.
Quando l'attacco € precoce lintera infiorescenma pecrotizzare o deformarsi ed assumere una tificana
ad S”, le porzioni colpite possono presentare sdiese ed imbrunimenti.

Sui grappoli giovani, la via di penetrazione defogeno € rappresentata dagli stomi degli acinirdspi e dei
racimoli (Pertot et al. 2005). L'infezione del gane grappolo determina allessamento e ripieganaeht&” del
rachide. In seguito compare una muffa bianco-gsiggaemessa dagli stomi e dalle fessurazione teltaia
chiamata marciume grigio (Figura 1.8 A). Quando agini raggiungono un diametro di 2 mm, gli stomi
atrofizzano e gli acini diventano meno sensibiln@n possono piu essere colpiti direttamente. Tiattal
patogeno pud penetrare attraverso gli stomi deicplide propagarsi anche all’interno degli acihi. questo
caso, in assenza di stomi, la peronospora non @nifestarsi emettendo la tipica muffa bianca, gihacolpiti
si colorano di blu-marrone, induriscono e tendoma@ere (marciume bruno o peronospora larvatajdPetral.
2005) (Figura 1.8 B).




Introduzione

\‘ A ’ et | & .‘"‘*
Figura 1.8: Sintomi della peronospora sui grappoli.
(A) marciume grigio, (B) marciume bruno (Pertot e2805).

1.2.4.3 Sintomi dell'infezione di Plasmopara viticolasul germoglio ed altri organi verdi

Tutti gli organi verdi con stomi attivi e differeiati possono essere colpiti. | germogli erbaceispas quindi
essere attaccati soprattutto vicino ai nodi, in ier@ndiretta attraverso gli stomi o in manieraiiatta, attraverso
infezioni dei piccioli fogliari. Le zone infette mbvano allessamenti e imbrunimenti e, in casi @&zione
precoce, si osserva un portamento contorto dalidr& del viticcio, dovuto a fenomeni di ipertrofiallulare.
Con l'avanzare del processo di lignificazione dioigte la ricettivita dei tralci e i sintomi sonoratterizzati da

lesioni dei tessuti corticali e da piccoli cand?eftot et al. 2005).

1.3 Caratteristiche generali dell’oidio della vite

1.3.1 Erysiphe necatoragente causale dell'oidio della vite

L'oidio, conosciuto anche con il nome di “mal biahcé causato dal fungo ascomicefeysiphe necator
Schwein nella sua forma gamica (precedentementeawst il nome dUncinula necatofSchwein] Burill) e di
Oidium tuckeriBerkeley in forma agamica. L'oidio, pu0 avere ompatto disastroso sulla produzione viticola,
sia in termini quantitativi che qualitativi, a caudelle caratteristiche biologiche del fungo chediodono poco
dipendente dalle condizioni climatiche e capace ntbltiplicarsi e diffondersi velocemente, rendendo

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

1.3.2 Classificazione tassonomica dtrysiphe necator

Come nel caso della peronospora, 'agente ca@isgi@phe necatovenne introdotto in Europa dall’America del
Nord e la malattia dell’oidio fu segnalata in Frianoel 1847 e da allora si diffuse rapidamenteenglrie
regioni viticole europee, al punto che negli anb0-51 era presente in tutto il bacino del Medéreo, dove
determind ingenti danni alla produzione. L'agentsale venne descritto per la prima volta nel 1834
Schweinitz definendolo comié. necator Piu tardi, nel 1847, Berkeley descrisse le ppabicaratteristiche del

patogeno, denominando la forma agamica del fungoed@idium tuckeri Esistono diversi sinonimi, tra cui




Introduzione

Uncinula necatoriSchweinitz Burrill (1892) ancora comunemente ushtinngo € un ascomicete, produce corpi
fruttiferi contenenti gli aschi con le ascospordanéase gamica o ascofora, mentre forma i conalianforma

agamica o conidiofora.

1.3.3 Ciclo di infezione diErysiphe necator

L'oidio della vite & un ectoparassita obbligatmécsviluppa il micelio all’esterno dei tessuti dtlpntro i quali
inserisce gli austori per assorbire le sostanzativetdella cellula vegetale e non pud sopravavar assenza
dell'ospite. Il fungo pud svernare in due formeesmiata, cioé come micelio nelle gemme infetteuapp
sessuata, attraverso i corpi fruttiferi, i cleismt(Figura 1.9).
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Figura 1.9: Ciclo di infezione dErysiphe necator.
(http://www.metos.at/)

In condizioni ambientali favorevoli, il micelio su@nte origina nuovi conidi, responsabili delleeiribni
secondarie, mentre i cleistoteci originano le gsoes che sono responsabili delle infezioni primdrigeistoteci
sono corpuscoli sferici con diametro di circa 0,d.nNegli stadi giovanili sono trasparenti e sucisessente
diventano gialli, marroni e, quando sono completamanaturi, neri. Ciascun cleistotecio contienes6ha
ciascuno dei quali produce 4-8 ascospore (Angdali Bartot 2007). | cleistoteci cominciano a formérsi
massiccia quantita a partire dal mese di agostaessuti infetti, in particolare su foglie e tralei vengono
trasportati dal vento e dalle piogge autunnaliirgrno delle screpolature della corteccia doveosiservano
fino alla primavera successiva. Quando la tempeaatggiunge i 10°C, in seguito ad una leggeragiao@-5

mm) e con 15-20 ore di bagnatura, i cleistoteapsono e liberano le ascospore.
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Se le condizioni rimangono favorevoli le ascospgeeminano producendo un tubetto germinativo chmitex
in un appressorio trilobato che le ancora all’epidde (Figura 1.10). Dall'appressorio si originaowtiletto di

penetrazione che determina la formazione di un dopenetrazione (0,55 = jﬁ*‘ TR W N
! ' v’ ”*;A’ -" .(‘ 3 |

‘.‘5 of S"o

T P

pm) vincendo le barriere della cuticola e dellaeparcellulare dellag‘-:
pianta. Al di sotto dell’appressorio si sviluppa w@ustorio lobato
(Gadoury et al. 2012). Successivamente dalla spsraorigina,
generalmente al polo opposto al tubo germinativdifauprimaria che si | , y
allunga, emette il primo appressorio ifale e ponifaca. Il micelio cresce | "a:«, el . ;,‘ -
sull’epidermide fogliare, le ife producono appressche assicurano e“:;; i’fi_‘*‘f ":.
I'ancoraggio ad intervalli regolari e una penetoag efficace nell’ospite. F'gsgar‘ nr%| r}gtoc(‘:’g‘r'ﬂgfg'r'fnggﬁfr
Dopo un periodo di incubazione variabile tra 7-8.@12 giorni, a dell’appressorio (ap) visualizzato

mediante colorazione con blu di anilina
in microscopia ottica.

tipico micelio biancastro dal quale si differenmaperpendicolarmente alla superficie fogliare,iraomidiofori

seconda della temperatura, I'infezione diventabilisisotto forma del

multisettati che portano catene di conidi di forovaidale. Le infezioni primarie si esauriscono agltima parte
della stagione. | conidi sono invece responsalgliedinfezioni secondarie che sono favorite dalficarsi di
specifiche condizioni climatiche: periodi privi diogge per piu di 6-7 giorni, assenza di pioggiasistente (>
25 mm) e temperature medie variabili tra i 20-308&ntre le piogge non favoriscono il progredirelalel
malattia, poiché sono responsabili del dilavameiatioconidi e dell’inibizione della loro germinazign’'umidita
relativa non rappresenta un ostacolo allo svilugglgpatogeno e valori compresi tra 40 e 90% soapddper la

germinazione dei conidi (Angeli and Pertot 2007).

1.3.4 Sintomi dell'infezione di Erysiphe necator

| danni diretti o indiretti sono molteplici e sodeterminati dalla capacita del patogeno di colpité i tessuti
verdi della pianta. Gli attacchi dell'oidio non pemo mai alla morte della pianta ma ne riducontefoente la
produttivita e lo sviluppo vegetativo favorendo lama@ltri patogeni. | germogli e i tralci infetti m@i sviluppano
adeguatamente e le foglie hanno minore capacitasifittica con minore disponibilita di zuccheri aki

metaboliti, limitando cosi la crescita dei tessuti.

1.3.4.1 Sintomi dell'infezione di Erysiphe necatosulle foglie

| sintomi sulle foglie sono caratterizzati da ap@i chiare sulle quali compare inizialmente unanaabiancastra
evanescente ed in seguito una efflorescenza pédveau (Figura 1.11 A). In caso di forti attacchicen

I'evolvere della malattia compaiono imbrunimentlideervature e punteggiature necrotiche. Nelle fagziale

della malattia i sintomi non sono sempre facilmevitbili. Osservando in controluce il tessuto fagd in

corrispondenza delle lesioni, appare decoloratagtucido. Con la progressione della malattia taitte fogliare
si piega verso l'alto assumendo la tipica formactgppa” (Figura 1.11 B). In seguito la foglia indjiede,

necrotizza e cade anticipatamente. L'oidio si mestd su entrambe le superfici della foglia, suléaipa

superiore 'oidio si puo sviluppare molto precoceteecon la formazione di macchie traslucide rictpéa una
lieve muffa di color bianco-avorio.
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Figura 1.11: Sintomi dell’oidio sulle foglie.
(A) Efflorescenza polverosa sulle foglie. (B) La lamfogliare si piega verso I'alto (“forma a coppéAngeli and Pertot
2007).

1.3.4.2 Sintomi dell'infezione di Erysiphe necatosul germoglio

L'oidio pud colpire anche i tessuti giovani dei Itia Nelle fasi iniziali

dell'infezione il sintomo non & facilmente visibii@ quanto € costituito da
micelio rado e scarsa sporulazione. In seguito alécrosi delle cellule @
superficiali dovuta all’azione del patogeno compaiodelle aree brune
dallaspetto reticolato che rimangono visibile amctiopo la lignificazione ©
(Figura 1.12). Sui germogli il sintomo & causattiadeapida colonizzazione dei
tessuti da parte del micelio svernante protettdedperule allinterno delle

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

i i d 'abbond ffa listna pol I “‘;‘:h"ﬁ
precocemente ricoperti da un’abbondante muffa polverulenta € Figura 1.12: Sintomi dellbidio
poiché lo sviluppo della lamina fogliare & ridottiall’attivita del patogeno, sul tralcio.

. . . . . (Angeli and Pertot 2007).
assumono un aspetto particolare denominato “gelinaolghndiera” dal termine

inglese flag-shoots (Angeli and Pertot 2007).

1.3.4.3 Sintomi dell’infezione di Erysiphe necatosul grappolo

| sintomi piu gravi si hanno sulle infiorescenze cono suscettibili gia prima della fioritura. @ttacchi precoci
causano l'aborto e la caduta dei fiori ed inibiszda crescita dei grappoli. Le infezioni post-fibreausano
necrosi delle cellule dell’epidermide con consegeenttura dell’acino, aprendo cosi la strada &g ahfezioni
(Figura 1.13 B) (Angeli and Pertot 2007). In casoattacchi deboli o piu tardivi sugli acini si foamo

punteggiature ed imbrunimenti, accompagnati dd#lasica efflorescenza biancastra (Figura 1.13 A).
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Figura 1.13: Sintomi dell’oidio sui grappoli.
(A) Efflorescenza biancastra sui grappoli. (B) Spaceatugli acini causate dall’'oidio (Angeli and Pe2607).

1.4 Meccanismi di difesa delle piante

1.4.1 Aspetti generali dei meccanismi di difesa

Le piante subiscono continuamente l'attacco di getd e predatori, come virus, batteri, funghi, owmetii
nematodi ed insetti, i quali evolvono dei meccanmisngrado di stabilire una relazione di parassitiscon la
pianta ospite (Pieterse et al. 2009). | patogesspno essere distinti a seconda del loro stiletdiin biotrofi e
necrotrofi. | biotrofi ricavano nutrimento dai tesisvegetali dell’ospite vivente attraverso strugtspecializzate
nel recuperare nutrimento dai tessuti delle celbdgiti. | necrotrofi invece provocano la morte dessuti
dell'ospite secernendo tossine o enzimi litici eirono di quello che rimane (Pieterse et al. 2009

Poiché la pianta non € in grado di evitare I'attadel patogeno spostandosi in un ambiente favoeewsve
riuscire ad attivare tempestivamente dei meccanidimdifesa efficaci, tali da permettere la limitze
dell'infezione (Thomma et al. 2001). Le strategiesse in atto per arrestare o limitare I'azione $iwe del
patogeno sono molteplici e possono essere indipgindelipendenti dall’interazione con il patogehe. prime
includono risposte pre-esistenti o costitutive al@lianta, come la presenza di barriere strutteridi produzione
costitutiva di composti antimicrobici che possonmire una protezione non-specifica verso un’anggimma di
microrganismi. Le seconde riguardano meccanisnttipészione, inducibili in seguito alla perceziodiesegnali
provenienti dal patogeno.

In risposta all’attacco dei patogeni, la pianta m@tivare diversi tipi di difesa. La resistenzaidiéh “ospite-
specifica” & quella espressa solo da particolanbtpi appartenenti a specie vegetali ospiti, stttk ad una
particolare specie patogena, ed € circoscritta radinico genotipo di tale specie patogena. Si trditana
resistenza comunemente espressa da una particaltéivar vegetale contro uno specifico genotipo della specie
patogenaathovar nel caso di batteri, Borma specialgnel caso di funghi), per questo viene anche dafin
come resistenza razzadtivar (Nurnberger and Lipka 2005).

Un secondo tipo di resistenza si verifica quandintera specie vegetale non ospita mai nessunardzana
determinata specie che si € dimostrata patogenzon&onti di un’altra specie vegetale (Mysore &y 2004).

Questo tipo di resistenza € denominata “non-osgitt® espressa da tutte le piante verso la mapgite dei
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microrganismi potenzialmente patogeni (Heath 2000}uesto contesto, un microrganismo che & patogen
una specie vegetale ma che non & pero in gradaudiace malattia in un’altra specie vegetale, viedeato
come patogeno non-ospite di quest’ultima specietadg (Mysore and Ryu 2004). La resistenza nornt®spun
tipo di resistenza altamente efficace e duraturtroouna vasta gamma di patogeni (Hammond-Kosack an
Parker 2003). Si ritiene che i meccanismi che narsi alla base possano essere sfruttati per gensshure
resistenti (Hammond-Kosack and Parker 2003). Listeewa non-ospite puo essere sia di tipo pre-imfiezche

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

1.4.2 Meccanismi di resistenza pre-infezione

Le cosiddette difese preformate sono il primo astache i patogeni devono affrontare prima di piteadere
la pianta. | patogeni necessitano di segnali prievg¢ndalla pianta per indurre la differenziaziorelulare ed
esprimere i geni essenziali alla manifestazionéadelo patogenicita (Thordal-Christensen 2003, dfgsand
Ryu 2004). Ad esempio, la composizione delle calia superficie cellulare &€ importante nell'attiiaze dello
sviluppo di strutture infettive e pud quindi perteet di riconoscere se la pianta con la quale énégatto & un
ospite oppure non-ospite (Tsuba et al. 2002). Anchioscheletro delle cellule vegetali fornisceaubarriera
fisica contro l'invasione di molti patogeni ed @tst dimostrato che i microfilamenti di actina fawpno una
difesa contro la penetrazione da parte di fundhinedrno del tessuto vegetale; infatti una lorstdizione porta
alla perdita della resistenza non-ospite contremiviunghi (Yun et al. 2003). Inoltre, le piant@gucono una
serie di metaboliti secondari, molti dei quali pm®s agire come composti antimicrobici (Mysore angu R
2004). Essi sono importanti nella difesa controtimmtogeni, sia ospiti che non-ospiti e il loraceesso nel
prevenire l'instaurarsi di un’infezione dipende Ipabilmente dal grado di coevoluzione tra piantaatgeno
(Thordal-Christensen 2003). Un esempio a tal priopas quello del patogen@Gaeumannomyces graminis
varietatritici, in grado di infettare le radici di frumento, manndi avena. Il patogeno correlato ad e€so
graminis varietaavenaeriesce ad infettare avena grazie alla sua capdci@tossificare I'avenacina A-1, una
saponina antifungina sostitutivamente prodotta. lirea mutante di avena che non produce questansape
risultata infatti suscettibile &. graminisvarietatritici, confermando la specificita di questa interazipranta-
patogeno (Papadopoulou et al. 1999).

1.4.3 Meccanismi di resistenza indotti

Il processo di riconoscimento pianta-patogeno awiénnanzitutto attraverso linterazione tra glicieori
prodotti dal patogeno ed i corrispondenti recetfmgesenti nella pianta. Il sistema di difesa deilanta puo

essere raffigurato con una strutturziggzagcome proposto da Jones and Dangl (2006) (Figud.1.1
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Figura 1.14: Modello azig-zagdell'interazione pianta-patogeno.
(Jones and Dangl 2006)

Un primo livello, definito immunita innata o ressza generale indotta, € caratterizzata dal ricmasnto di
elicitori generici, come ad esempio la flagellina €omponente principale del flagello batterico)poe
molecole di superficie del patogeno, chiamate PA{gBthogen-associated molecular patfgrda parte di
recettori transmembrana detti PRRaftern recognition receptpr(Dodds and Rathjen 2010). Le piante
rispondono anche a molecole rilasciate a causainfietione del patogeno, come frammenti della paret
cellulare vegetale, chiamate DAMBanger-associated molecular patteyn@uesto primo livello di difesa viene
definito PAMP-triggered immunityPTI). Se il patogeno evolve un meccanismo chedal@uesta prima linea di
difesa attraverso soppressori o fattori di virugna pianta evolve un secondo livello di difesa co elevato
grado di specificita, definito comeffector-triggered immunityETI). Questo secondo livello di resistenza &
governato da singoli geni di resistenza (gBhidella pianta, il prodotto dei quali interagiscencelicitori
specifici prodotti dai geni di avirulenz&yr) dei patogeni. Questo tipo di interazione prendeha il nome di
“resistenza gene-per-gene”. Questo modello venpnpgsto da Flor (1971) e sostiene che la resistdeiia
pianta si manifesta solo quando la pianta presemtgene di resistenza in forma dominarRe € il patogeno
esprime il complementare gene dell’avirulenza ags$t dominanteAyr). Inizialmente si riteneva che ci fosse
un’interazione diretta tra le proteine R e Avr,@eo un modello recettore-ligando. Studi successanno
dimostrato che la maggior parte delle interaziordviRnon avviene in maniera diretta, ma piuttostoaaerso il
cosiddetto “modello di guardia”, secondo il quadeproteine R fungono da antenne molecolari chestragio le
interazioni tra i fattori di avirulenza e le lorcotacole bersaglio dell’'ospite (Jones and Dangl 2006

In seguito a tale processo di riconoscimento averagina serie di eventi cellulari attivati dallamia (Figura
1.15). La natura di queste risposte di difesa soatio simili tra PTI e ETI (Pieterse et al. 2008hche se varia
I'intensita della risposta di difesa (Dodds andHgat 2010). Il riconoscimento del patogeno da pdelta pianta
comporta numerosi eventi molecolari quali il flussoioni C&* verso l'interno della cellula ed un rapido
aumento delle specie reattive dell’ossigeno (RO®\tivazione delle chinasimitogen-activated protein
(MAPK). Le difese includono la fortificazione dellparete cellulare attraverso la sintesi di callpda

formazione della papilla e lignificazione. La ligai € un polimero idrorepellente molto robusto, @ c
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produzione € stimolata dall’'acqua ossigenata. La @ambinazione con il callosio, un polimero gel,3-

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

y
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Figura 1.15: Rappresentazione schematica dei meccanismi dizienee segnalazione e risposta alla base
dell'interazione pianta-patogeno.
Il riconoscimento dei PAMPp@athogen-associated molecular pattemgdiante specifici recettori sulla superficie gklte
inducono delle risposte di difesa nella piantalé&ehselle bianche sono elencati le molecole péecdpll'ospite ed i
meccanismi di percezione e trasduzione del segNal&e caselle blu sono indicate le barriere fisiathimiche ed i
meccanismi di difesa pre-esistenti e indotti (Nenger and Lipka 2005).

In seguito all'attacco del patogeno aumenta il llovedi estensine e di proteine della parete ricéhe
idrossiprolina, con conseguente occlusione dei atiisiverso la formazione di gomme per bloccaudffasione
del patogeno (Thatcher et al. 2005). Tra i compdstdifesa che si accumulano vanno anche ricortate
fitoalessine, che includono composti fenolici, gpidi, poliacetileni e derivati degli acidi gragEhatcher et al.
2005). Viene anche indotta la sintesi di protgia¢hogenesis relatePR). Queste proteine inducibili correlate
alla difesa sono state osservate in molte spegetak in seguito all'infezione da parte di oomicdtinghi,
batteri, virus e viroidi, insetti e nematodi (vandn et al. 2006) e sono state classificate in Tidghke in base

alle loro proprieta biochimiche e biologiche (Tdadl.1).
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Tabella 1.1: Famiglie conosciute di proteine di difesa coreelata patogenesi (PR).
(van Loon et al. 2006)

Family Type member Properties Gene symbols

PR-1 Tobacco PR-1a Unknown Ypri

PR-2 Tobacco PR-2 B-1,3-glucanase Ypr2, [Gns2 (‘Gib’))

PR-3 Tobacco P, Q Chitinase type L IL IV, V. VI, VIT  Ypr3, Chia

PR-4 Tobacco ‘R’ Chitinase type I, 11 Ypr4, Chid

PR-5 Tobacco S Thaumatin-like Yprs

PR-6 Tomato Inhibitor 1 Proteinase-inhibitor Ypré6, Pis (‘Pin’)

PR-7 Tomato Pgo Endoproteinase Ypr7

PR-8 Cucumber chitinase Chitnase type III Ypr8, Chib

PR-9 Tobacco “lignin-forming Peroxidase Ypr9, Prx
peroxidase”

PR-10 Parsley “PR1” Ribonuclease-like Ypri10

PR-11 Tobacco “class V” chitinase ~ Chitinase, type I Yprii, Chic

PR-12 Radish Rs-AFP3 Defensin Ypri2

PR-13 Arabidopsis THI2.1 Thionin Ypri3, Thi

PR-14 Barley LTP4 Lipid-transfer protein Ypri4, Ltp

PR-15 Barley OxOa (germin) Oxalate oxidase Ypris

PR-16 Barley OxOLP Oxalate-oxidase-like Yprie

PR-17 Tobacco PRp27 Unknown Ypri7

La resistenza gene-per-gene porta inoltre allaosispipersensibile (HR), che € caratterizzata da rapida
morte delle cellule dell’ospite, localizzata alositli infezione del patogeno in seguito all'instasradi
un’interazione incompatibile (Thatcher et al. 2Q05HR riesce a confinare la crescita dei patodeioitrofi
limitando I'assunzione di nutrienti da parte diie§urante 'HR avviene un flusso di ioni €ae H" verso
I'interno della cellula, mentre si ha un flussolaalirezione opposta di ioni’Ke CI. Essi sono controllati da
fosforilazione e defosforilazione di proteine sfiebe e danno il segnale per la generazione diispeattive
come I'anione superossido {]) 'acqua ossigenata (B,) e I'ossido nitrico (NO) (Delledonne et al. 1998).

In seguito all’attacco del patogeno, i primi segmldifesa sono spesso amplificati attraverso walke che
fungono da messaggeri secondari, come gli ormddbagalicilico (SA), acido jasmonico (JA) ed etiée(ET),
che possono attivare risposte di difesa sia aldivetale che a livello sistemico in tessuti nofetti (Pieterse et
al. 2009). | meccanismi di resistenza sistemicasq@os essere divisi in due principali categorierdsistenza
sistemica acquisita (SARSystemic Acquired Resistafcattivata da microorganismi patogeni biotrofi e
dipendente dalla presenza dell'SA; e la resistegamica indotta (ISRnduced Systemic Resistahadtivata
da microorganismi non patogeni e controllata dedAT.

Le diverse vie di risposta ai patogeni attivate 8, JA ed ET possono influenzarsi reciprocamente pe
antagonismo o sinergia per massimizzare e ottimezlaadifesa (Pieterse et al. 2009). Questo mespanidi
interazione € anche chiamatooss-talked aiuta la pianta a minimizzare il costo enecged a creare una
flessibile rete di segnali che le permette di adtatta risposta di difesa al microorganismo incatot{Koornneef
and Pieterse 2008). Un esempio di questo meccargsstato dimostrato iArabidopsis thalianalove si € vista
una relazione di antagonismo tra I'SA ed I'JA. tifacome risultato dell'interazione negativa tm due

molecole segnale, I'attivazione della risposta mtddall’'SA rende la pianta piu suscettibile agtjanismi che
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sono combattuti tramite la difesa mediata dall’J®iceversa (Koornneef and Pieterse 2008). Oltrer@ds-talk
tra I'SA e I'JA sono state dimostrate interazionche tra I'SA e I'ET, tra il JA e I'acido abscissiABA), tra il
JA e 'ET, che aiutano la pianta a rispondere imlomadeguato all'attacco di insetti erbivori o paoigbiotrofi o

necrotrofi (Koornneef and Pieterse 2008).

1.4.3.1 Resistenza sistemica acquisita

Una volta che la risposta di difesa della piantdti&ata localmente in tessuti infetti, spesso gi@mescata una
risposta di difesa a livello sistemico in partitdls dal sito di infezione (Figura 1.16). La SARa8sociata
alllaccumulo di SA e coinvolge uno o piu segnaluaga distanza che attivano le difese nei tesarii infetti
della pianta. La natura della molecola segnale \dkee traslocata per determinare la resistenzavedldi
sistemico non €& ancora nota (Pieterse et al. 208@di mostrano come tale ruolo possa essere itvedd
diversi candidati di molecole segnale, tra cui trelicilato, un glicolipide o un gruppo di pepticihinvolti nel
segnale di difesa cellula-cellula (Vlot et al. 2DOBuesto mediatore induce I'espressione di geniliftisa
conferendo alla pianta una resistenza duraturdfedee contro molti patogeni, tra cui virus, baittéunghi e
oomiceti (Van der Ent et al. 2009). La SAR é caratata dall’espressione di geni codificanti pestgine PR,
alcune delle quali sono considerate marcatori léi tsposta di difesa, come la PR-1. La SAR viematie
indotta da vari composti di sintesi, quali acfgtaminobutirrico (BABA), acido 2,6-dicloro-isonitadco (INA),
acido benzo (1,2,3) tiazole-7-carbotioico S-mettbee (BTH), saccarina e fosfite (Walters et alL30

1.4.3.2 Resistenza sistemica indotta

L'ISR pud essere attivata da specifici microrganisanefici, come ad esempio rizobatteri non patogen
promotori della crescita (PGPRkant growth-promoting rhizobacternia micorrize, attraverso l'interazione con
radici e foglie (Van der Ent et al. 2009) (Figurdld). Le MAMPs dei microrganismi benefici vengono
riconosciute dalla pianta e questo comporta unaldehttivazione delle risposte di difesa a livedistemico
(Pieterse et al. 2009, Van der Ent et al. 200%eFse et al. 2014). A differenza della SAR, I'lSRegolata da
JA ed ET e comporta uno stato di allerta, denornipaiming (Conrath et al. 2006). Ibriming determina
'aumento della reattivita della pianta che, ingégal contatto con il patogeno, risponde con pitarapida ed
intensa attivazione delle difese (Conrath et aD620La condizione dpriming & particolarmente interessante
perché garantisce un’efficace reazione di difesan(@h et al. 2006) mantenendo elevata la prodhdttoella
pianta, poiché la ridotta induzione preventivaal€lifese evita il consumo di energia cellulare (Hatten et al.
2006). Studi recenti suggeriscono che alla bade d&to delpriming ci siano dei meccanismi ereditabili che

coinvolgono la modificazione della cromatina e latilazione del DNA (Pastor et al. 2013).
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Figura 1.16: Rappresentazione schematica della resistenza sistaoquisita (SAR) e della resistenza sistemicattad
(ISR).
(Pieterse et al. 2009)

1.4.4 Meccanismi di resistenza della vite #lasmopara viticola

Le varieta di vite europed/( viniferg sono altamente suscettibiliPa viticola. Al contrario, le specie selvatiche
di origine americana e asiaticd. (riparia, V. cinereaV. labruscaV. rupestris V. berlandierj V. lincecumiiand
Muscadinia rotundifolig esibiscono diversi livelli di resistenza al patog (Casagrande et al. 2011). Ad
esempio, loci Rpvl, RpvZRpv=Resistance tBlasmopara viticola (Merdinoglu et al. 2003) Bpv3(Bellin et
al. 2009) sono responsabili della resistenzd.imotundifoliae nella varieta Bianca.

| meccanismi responsabili della resistenza detia afla peronospora sono stati ampiamente caratédriin viti
resistenti. La resistenza alla peronospora & paticiente basata su un meccanismo post-infezionez{Di
Navajas et al. 2008, Polesani et al. 2010). Osz&miaal microscopio dello sviluppo del patogenbirgerno
dei tessuti della vite hanno infatti rivelato chprimi stadi di infezione del patogeno sono paradpin nelle
cultivar di vite suscettibili e in quelle resistenti. Neliéante di vite resistenti, lo sviluppo del patogeho
bloccato quando si forma il primo austorio, chébiiece il primo contatto tra la cellula vegetald @atogeno
circa un giorno dopo l'infezione (Unger et al. 20Miez-Navajas et al. 2008, Polesani et al. 2010,¢€tt al.
2015). Gli austori favoriscono l'acquisizione ditnienti dalla pianta e permettono scambi di segclaéi hanno
lo scopo di modificare il metabolismo della piaetasopprimere la reazione di difesa (Voegele anddgen
2003, Dodds et al. 2009). In particolare, il patugeilascia effettori di patogenicita in modo danipelare le
cellule dell'ospite e stabilire una relazione digssitismo (Voegele and Mendgen 2003, Kamoun 2D06ds et
al. 2009). Recentemente sono stati identificatieffettori in P. viticola (Mestre et al. 2012). Gli effettori df.
viticola agiscono come fattori di virulenza nella soppressidella difesa dell'ospite (Milli et al. 2012) ella
manipolazione del metabolismo della pianta per fadpzione di precursori per la crescita e svilum®

patogeno (Gamm et al. 2011). | meccanismi di resi post-infezione contrB. viticola includono la
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deposizione di callosio negli stomi (Diez-Navajasle 2008, Jiirges et al. 2009), 'accumulo di speeattive
dell’'ossigeno (ROS), I'aumento dell'attivita perlsica e 'attivazione dell’HR in genotipi di viresistenti
(Kortekamp 2006, Diez-Navajas et al. 2008). Ancheile suscettibile presenta una risposta di digggaimi
stadi di sviluppo dP. viticola, anche se debole e insufficiente per limitareviisione del patogeno, ed in seguito
si instaura una relazione di tipo compatibile taapianta e il patogeno con repressione dei gerdifdsa
(Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010, Gamml.€2(d 1, Perazzolli et al. 2012). La risposta delta aP.
viticola € caratterizzata dall'induzione di geni coinvaiglla regolazione trascrizionale, come ad esemipio i
fattore di trascrizione NAC (Polesani et al. 201@.proteine NAC costituiscono una delle famiglidattori di
trascrizione piu numerose e sono coinvolte in vameioni tra cui nella risposta di difesa a patig&Vang et
al. 2013). Il dominio NAC é responsabile del legatoe il DNA, mentre il dominio al C-terminale, vabile in
sequenza e lunghezza, conferisce la specificittatigfita trascrizionale di NAC (Le Henanff et #2013). La
risposta di difesa include anche la sintesi di ginet di patogenesi (PR) e la produzione di composti
antimicrobici (Kortekamp 2006, Polesani et al. 200u et al. 2010, Malacarne et al. 2011, Figueiretial.
2012, He et al. 2013). In particolare, i geni cmdifti per le proteine di patogenesi PR-2 e PRrabsndotti da
P. viticola sia in specie resistenti che suscettibili (Kortega®®06, Perazzolli et al. 2011). In particol&R-2
codifica per ung-glucanasi, mentr®R-4 per una chitinasi. Le osmotine (OSMs) e le pra&éeitaumatin-like
(TLPs) appartengono alla famiglia delle PR-5 (vaoh et al. 2006) e mostrano una forte attivitanddizione
sulla crescita e sulla germinazione di molti fungatogeni della vite (Monteiro et al. 2003). Alknfiglia delle
PR-16 appartengono le proteine Germin-I{l&LPs). In vite sono stati identificati 7 ge@LP, due dei quali,
GLP-2 e GLP-7, risultano indotti daP. viticola (Godfrey et al. 2007). Per alcuni membri della fglmai delle
proteine GLP €& stata dimostrata un’attivita di tasaossidasi e superossido dismutasi, enzimi otiingella
produzione di HO, (Godfrey et al. 2007). L'bD, pud essere tossica per il patogeno e pud conilali
rinforzamento stutturale della parete cellulare, ®nnettendo le varie glicoproteine ricche di $diprolina e
prolina con la matrice polisaccaridica, sia aumedtala formazione dei polimeri di lignina mediafitgtivita
dell'enzima perossidasi (Thatcher et al. 2005)fitaalessine e i derivati fenolici sono composttiaricrobici
prodotti in seguito all'infezione coR. viticola e sono considerati come marcatori della resist¢8laughter et
al. 2008, Malacarne et al. 2011). Questi compastlifdésa sono sintetizzati nella via dei fenilprapali, che
coinvolge diversi enzimi, tra cui la calcone isoawr(CHI) (Legay et al. 2010). La risposta dellte valla
peronospora include anche l'induzione dell'enzinedlutosa sintasi (CellS) che & coinvolta nella esntdi
precursori che favoriscono il metabolismo del patag(Polesani et al. 2008, Polesani et al. 2010).
L'interazione tra la vite e la peronospora € statgamente studiata con analisi molecolari, sigemotipi
resistenti che suscettibili, analizzando I'inteoglfa (Kortekamp 2006, Polesani et al. 2008, Leghgl. 2010,
Polesani et al. 2010, Wu et al. 2010, Gamm et@l12Perazzolli et al. 2012, Li et al. 2015, Meralke 2015).
Tuttavia, ai primi stadi di infezione del patogesao poche cellule sono realmente in contatto t@atogeno
(Unger et al. 2007, Godard et al. 2009) e le réistmnti di tessuto fogliare non infette possonocsateerare le
risposte di difesa localizzate al sito di infeziof@oker et al. 2015). Lo studio dell'interaziona tvite e
peronospora a livello sito-specifico nel sito dieione € quindi estremamente importante per condere i
meccanismi di risposta localizzati al sito di infe® e identificare nuovi marcatori per la seleeiahcultivar

resistenti a questa malattia.
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1.4.5 Meccanismi di resistenza della vite &rysiphe necator

Come per la peronospora,deltivar di V. viniferasono suscettibili all’'oidio, al contrario le spediiscadiniae
numerose speci¥itis di origine americana e asiatica (ad esempiioupestris V. aestivalis V. riparia), che si
sono co-evolute con il patogeno, sono resistenti @al. 2015)Run1(Run=Resistance to Uncinula necater
Ren 1(Ren=Resistance to Erysiphe necatono un esempio tthci associati alla resistenza ad oidio presenti in
M. rotundifolia (Feechan et al. 2013a) e Yitis vinifera cv. “Kishmish vatkana” (Hoffmann et al. 2008).
Similmente all'interazione della vite coR. viticola la resistenza all'oidio & principalmente basataus
meccansimo post-infezione (Giannakis et al. 199@\gFet al. 2008). Osservazioni microscopiche hanfaiti
evidenziato che la germinazione dei conidi, la faziane del tubetto germinativo e lo sviluppo delfeessorio
sono del tutto simili nei genotipi resistenti eguelli suscettibili (Giannakis et al. 1998, Fungakt2008). Negli
stadi successivi dell'infezione, le piantesistenti differiscono invece da quelle suscditjier la capacita di
limitare la crescita delle ife del patogeno (Furigak 2008, Schnee et al. 2008). Nelle piante tesis lo
sviluppo del patogeno € bloccato in seguito altanBzione dell'appressorio (Schnee et al. 2008, lraeet al.
2011) o del primo austorio (Fung et al. 2008, Faacdbt al. 2011). Le varieta resistenti mostrandtieaegli
imbrunimenti particolari a partire dalla paretelaere che poi interessano l'intera cellula e tébvauelle vicine
(Fung et al. 2008, Hoffmann et al. 2008), indicalidtiivazione del’HR per bloccare I'invasione dehtogeno.
La risposta della vite resistente all'oidio & asst@ca deboli cambiamenti trascrizionali (Fung kt2808),
probabilmente per il limitato numero di cellule ldedidermide realmente a contatto dénnecator(Fekete et al.
2009). Le varieta resistenti mostrano inoltre uouatulo costitutivo di proteine PR e di SA in assezl
patogeno, suggerendo una maggiore resistenza unteeg)l'attacco diE. necator(Fung et al. 2008). Nei
genotipi suscettibili, i geni di difesa sono indattlle prime fasi di sviluppo del patogeno (Fungle 2008). In
seguito si instaura una relazione di tipo complatibia la vite e l'oidio con repressione dei genidifesa e
manipolazione del metabolismo della pianta per rfadpzione di precursori per la crescita e svilumjeb
patogeno (Fung et al. 2008, Fekete et al. 200@)ed¢canismi di resistenza post-infezione corironecator
includono la formazione della papilla a livello dgto di penetrazione (Underwood and Somerville 800
l'accumulo di ROS (Fung et al. 2008) e I'induziotiegeni coinvolti nella regolazione trascrizionateme ad
esempio i fattori di trascrizione WRKY (Guo et 2D14). La risposta all’'oidio include inoltre I'indione dei
geniEDS-1e PAD-4e la sintesi di proteine PR. | gefiDS-1e PAD-4 codificano per proteine lipasi-like e sono
regolatori positivi sia della resistenza mediatarggcanismi pre-infezione che indotti (Gao et @ll4). EDS-1,
interagendo con PAD-4, é coinvolto nell'accumul@&di e di ROS (Wiermer et al. 2005). L'espressioeegeni
codificanti per proteine PR-1, PR-2, PR-3, PR-5Re@Prisulta modulata dall'oidio (Jacobs et al. 1988ng et
al. 2008, Fekete et al. 2009, Dufour et al. 20IiBparticolare, la proteina PR-1 € il marcatordad8AR e della
via del SA (Jacobs et al. 1999, Fung et al. 20B®-2 codifica per unfi-glucanasi e PR-3 codifica per una
chitinasi che hanno attivita litica nei confrongidubetti germinativi diE. necator(Giannakis et al. 1998).
Mentre, PR-5 codifica per una proteina Thaumake-the mostra attivita contro funghi e oomiceti (#ro et
al. 2003) e PR-godifica per un inibitore delle proteinasi (van lnoet al. 2006). Inoltre, I'JA svolge un ruolo
importante nella difesa della vite ad oidio (Furigaé 2008). | geniLOX-1 e LOX-9 codificano per le
lipossigenasi coinvolte nella sintesi di JA (Muell®97) e risultano modulati da oidio (Fung et28108, Dufour
et al. 2013). Geni codificanti per enzimi coinvaliél metabolismo secondario, in particolare quedinvolti

nella via dei fenilpropanoidi, sono attivati in ség all’attacco diE. necator(Fung et al. 2008, Fekete et al.
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2009). In particolare, I'enzima stilbene sintasil @ene chiave nella sintesi di molecole di difesame ad

esempio le fitoalessine (Schnee et al. 2008).

1.5 Metodi di difesa della vite contro peronospora edidio

1.5.1 Metodi di lotta convenzionale contro peronospora eadidio

La lotta alla peronospora ha fin da subito potditatsre I'efficacia del rame (Pertot et al. 20@gssler et al.
2011). P. viticola colonizza i tessuti internamente quindi il rame umdazione di copertura ed é efficace se
utilizzato prima dell'infezione. Il rame agisce pebilmente a livello della membrana di cui modifiza
permeabilita, si sostituisce agli ioni calcio e megjo nella parete cellulare, ma soprattutto ietes€e con i
processi ossidoriduttivi e respiratori; la sua agi@ dunque multisito ed é difficile per il patogesviluppare
resistenze (Pertot et al. 2005). | principali costpa base di rame sono: solfato di rame, poltighadolese,
ossicloruro di rame, idrossido di rame, peptidat@aohe e tallato di rame (Pertot et al. 2005)athe non € privo
di effetti collaterali e pud causare effetti dofibssicita ed accumularsi nel suolo. Il limite tlizzo del rame era
stato fissato ad un massimo di 8 kg di rame peretill'anno, ma, a partire dal 1° gennaio 2008, linite &
stato ridotto a 6 kg di rame per ettaro per anrtameaggior parte dei paesi europei, tra cui ltaieancia e
Spagna (Regolamento CE n. 473/2002).

Negli ultimi decenni la chimica ha messo a disposie dei viticoltori molte molecole di sintesi, taui
ditiocarbammati, tioftalimmidi, tiocianochinonisulfamidi, fenilammidi e strobilurine. Alcune di este
molecole hanno azione preventiva (ad esempio ditimmati, tioftalimmidi, tiocianochinoni), mentikre (ad
esempio strobilurine, sulfamidi, fenilammidi) soefficaci nel combattere lo sviluppo del patogenpalta sua
penetrazione nei tessuti della pianta perché hamazione translaminare (applicati su un lato détiglia,
possono attraversare i tessuti) o sistemica (sasbotati seguendo i flussi della linfa nella p&@nfTuttavia,
I'elevata specificita di molti principi attivi puéausare 'insorgenza di resistenze del patogener{(@hal. 2007,
Corio-Costet et al. 2011).

Le strategie contro 'oidio sono rese difficoltodal complesso ciclo biologico ed epidemiologico fieigo
(duplice modalita di conservazione durante I'invem ampi limiti climatici per lo sviluppo), unitdl'azione
delle infezioni ai grappoli ed alla difficolta didividuare i primi sintomi (Angeli and Pertot 2007)punto di
partenza nella pianificazione della difesa contoidio € dato dall’attribuzione del livello di ris@ a cui
soggetto il vigneto in questione, che dipende daliima del potenziale inoculo presente, in funzione
dell'intensita delle infezioni verificatesi nell@m@ate precedenti (Angeli and Pertot 2007). Lo zéllargamente
utilizzato contro questo patogeno. La sua azioneneggia diversi aspetti della biologia del fungonno
permettendo, di conseguenza, I'insorgere di fendmieresistenza. Penetra nella cellula fungina igrafla sua
liposolubilitd ed agisce danneggiando la membrasilare e determinando la fuoriuscita di acqua.narte
del fungo avviene quindi per disidratazione (Angelid Pertot 2007). Attualmente, a differenza dingoia
avvenuto per il rame, non esiste una limitazionel’papiego dello zolfo in viticoltura. Tuttaviagl discussioni
sono frequenti a causa dei suoi effetti: irritantiarico dell'apparato respiratorio dell’'uomo, icigsei confronti
dell'entomofauna utile, fitotossici nei confronteidtralci, soprattutto in presenza di temperatusvate, ed
inibitori nei confronti dei processi di fermentaa@del vino (Angeli and Pertot 2007). L'industrigimica ha

messo a disposizione dei viticoltori prodotti eretapici con attivita curativa e/o eradicante, iadyr di bloccare
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le infezioni in atto. Questi possono avere azigaadlaminare o sistemica, come ad esempio, glitamitdella
biosintesi degli steroli, come le strobilurine,deimidine, le quinoline e le spiroketalamine. Laggior parte
dei principi attivi perd ha un meccanismo di azi@pecifico, che potrebbe essere facilmente supeata
resistenza del fungo (Gadoury et al. 2012, Dufdad.€2011).

In passato, rame e zolfo erano le principali mdeeper il controllo di peronospora ed oidio e tt@aenti erano
gestiti “a calendario”, cioé a cadenza regolareip@addentemente dal rischio di infezione. Attualneemt
viticoltori fanno affidamento a bollettini tecniche consigliano i metodi e i momenti esatti in effettuare i
trattamenti. Previsioni meteo accurate e modeltematici per il calcolo del rischio di infezione daronospora
ed oidio permettono di gestire al meglio la difesh intervenire con le molecole piu adatte al moment
necessario. L'alternanza di diverse sostanze, gqaaie e zolfo con prodotti di sintesi, permettesdiare lo
sviluppo di resistenze da parte del fungo. Inoltneone pratiche agronomiche, quali diradamentaadetssa
vegetale troppo fitta e l'irrigazione a goccia peitare di bagnare il fogliame, aiutano a ridugaiffusione dei
patogeni (Angeli and Pertot 2007).

| prodotti chimici per la protezione della pianfgofarmaci) hanno un enorme impatto sia a livellobientale
che sulla popolazione e, in alcuni casi, i residtii pesticidi sono stati trovati nel vino (Delaunet al. 2014).
Per questo motivo, c’@ un grande interesse netlaraa e nello sviluppo di metodi alternativi al totio
chimico dei patogeni in viticoltura. In questo cestb, i nuovi approcci di difesa antiparassitaritegrata
includono l'uso di microrganismi antagonisti comgeati di controllo per il controllo biologicobiocontrol
agents BCA), l'induzione della resistenza mediata daitdri naturali e I'utilizzo di varieta tolleranéid oidio e

peronospora ottenute dai programmi di migliorameyaoetico (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 controlo biologico

L'uso di microrganismi utili € una valida alternaiai fitofarmaci per il controllo delle malattieslth vite
(Gessler et al. 2011) ed esistono numerosi studtiveall'identificazione e caratterizzazione dBCA. Ad
esempio, il batterihysobacter capsichZ78 riduce la severita della peronospora con ticafia paragonabile
al rame (Puopolo et al. 2014). Allo stesso modogsinatto acquoso di micelio &ienicillium chrysogenum
limita lo sviluppo della peronospora, senza mostreifetti tossici diretti sul patogeno (Thuerigatt 2006).
Inoltre, € stato dimostrato che il fungo endofiiremonium byssoidesolato dalle foglie di vite dellaultivar
Regina Bianca, inibisce, sia come estratto crudgoadme filtrato culturale, lo sviluppo Bi. viticola (Burruano
et al. 2008). Un ceppo dimpelomyces quisqualisolato in Israele, & stato formulato e comméimdato come
AQ10 per il controllo dell’oidio. Questo prodottappresenta I'unico batterio fungicida attualmerigpahibile
sul mercato che pud essere utilizzato contro loiklla vite in alternativa allo zolfo (Angeli afertot 2007).
A. quisqualisagisce come iperparassita vivendo a spese del fpatmgeno, invadendo il citoplasma delle
cellule dell’oidio causandone una rapida degenerszi La parassitazione di. quisqualisnei confronti
dell'oidio causa una riduzione degli effetti negatiella malattia, ma il suo utilizzo esclusivo nérsufficiente
per controllare in maniera soddisfacente I'oididladeite. Sebbene i microrganismi abbiano una buattaita
contro peronospora ed oidio condizioni controllate, essi mostrano una pdezatotale riduzione dell’attivita
nel vigneto (Gessler et al. 2011). Pertanto somessari ulteriori studi per valutare il loro medsamo di azione

e il livello di persistenza per aumentarne la lefficacia in campo.
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L'induzione di resistenza nei confronti di patogemdiante somministrazione di sostanze naturalintgesi €
un’ulteriore strategia per il controllo delle maiatdelle piante (Delaunois et al. 2014). Alcunelenole sono in
grado di indurre resistenza a peronospora. Tratguiesrdiamo: il chitosano, un polisaccaride lireaomposto
da D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina (Azizakt 2006); la laminarina, up-1,3-glucano derivante
dall'alga brunaLaminaria digitata(Aziz et al. 2003); PS3, un composto ottenuto dadkzione di solfatazione
della laminarina (Trouvelot et al. 2008, Steimetz @. 2012); l'acido beta-aminobutirrico (BABA)
(Hamiduzzaman et al. 2005); gli oligogalatturonitfemmenti di pectina (Allegre et al. 2007); lantiaa
(vitamina B1) (Boubakri et al. 2012, Boubakri et 2013). Gli estratti da radici dal rabarbaro cend@heum
palmatun) e da corteccia dFrangula alnussono in grado di ridurre l'infezione d®. viticola causando
I'accumulo di fitoalessine, 'aumento dell’attivifgerossidasica e la reazione ipersensibile (Goetad. 2009).
Perazzolli et al. (2011) hanno dimostrato che Il@pgione fogliare del microrganisnirichoderma harzianum
T39 incrementa la resistenza della vite alla pespooa per mezzo dell’attivazione delle difese dplnta.
Recentemente, gli idrolizzati proteici da caseinasatga hanno mostrato capacita di indurre resistemza
peronospora, regolando i geni codificanti per pra&teadi patogenesi (PR), I'enzima stilbene sintasneolto
nella sintesi della fitoalessina resveratrolovatitdo le MAPK e determinando I'influsso di ioni CfLachhab
et al. 2014). Similmente, una nuova formulaziorEmse di chitosano (Iriti et al. 2011) e un compaststituito
da frammenti di chitosano associati a frammentpektina (COS-OGA) sono in grado di ridurre la siaer
dell'oidio (van Aubel et al. 2014). Inoltre, un edto dall’alga verddJlva armonicanalimita lo sviluppo
dell'oidio (Jaulneau et al. 2010) attraverso l'iathne della difesa della pianta mediata da JA (& et al.
2011). Un estratto dReynoutria sachalinens{ilsana) € stato riportato come induttore di resiga con una
moderata efficacia contr. necator(Delaunois et al. 2014). L'applicazione di lattégre e bicarbonato di
potassio ha mostrato riduzione della severita @dib (Crisp et al. 2006), cosi come I'estrattotpico derivato
da brodo nutritivorfutrient broth NB) (Nesler et al. 2015).

Gli ormoni della pianta e molecole analoghe songrado di stimolare la difesa contPo viticolaed E. necator
E stato dimostrato che trattamenti con etanolo aoahi di SA attivano I'induzione delle risposte difesa
contro l'oidio della vite (Belhadj et al. 2008, Duwfr et al. 2013). In particolare, I'ethephon, umgmsto che
rilascia ET quando si trova a contatto con i tesgegetali, induce geni di difesa e protegge leliéodi vite
contro E. necator(Belhadj et al. 2008). L'applicazione di BTH, amgd di SA, attiva la resistenza della vite
contro l'oidio, inducendo geni di difesa corB®-1, PR-3 PR-10controE. necator(Dufour et al. 2013) &.
viticola (Perazzolli et al. 2008).

L’induzione di resistenza € un metodo di contralklla malattia basato sulla stimolazione delle sdifelella
pianta ed & un promettente approccio a basso impaittavia, la completa induzione di resistenzhfficile da
raggiungere (Walters et al. 2013). Alcuni fatta@me il ciclo vegetativo, le condizioni climatichglj stress
abiotici e la pressione dell'infezione possonoralte I'induzione della resistenza nella pianta ceghdo quindi
I'efficacia degli induttori di resistenza (Delaunaét al. 2014). Questo implica la necessita drioltestudi sul

meccanismo di attivazione della resistenza.
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1.5.2.2 Miglioramento genetico della vite

L’applicazione dei metodi tradizionali di miglioramto genetico, basati su programmi d’'incrocio ezdehe, ha
generato ibridi resistenti a peronospora ed oidie potrebbero rappresentare un’alternativa promettper
limitare I'uso di pesticidi. Sono stati infatti ®temente registrate 6 nuove varieta di vite tailéra oidio e
peronospora per la produzione di vino in Italia tgttwww.fmach.it/Comunicazione/Ufficio-
stampa/Comunicati-Stampa/Viti-resistenti-iscritid-Registro-nazionale-al-via-la-coltivazione). Léattazione
da parte dei produttori e consumatori € spessddimia causa del consumo di vini tradizionali cetetminate
caratteristiche organolettiche associabili aldtivar. 1l miglioramento genetica@lassico ha avuto una bassa
efficienza per alcune caratteristiche biologichdladegite, comuni a molte specie arboree, il lungolcc di
generazione e l'elevata eterozigosi rendono intiifficile il raggiungimento degli obiettivi. Le tiidi origine
americana, utilizzate negli incroci come fonteahistenza, trasmettono inoltre aromi indesidedatido origine

a vini dal gusto non gradevole (Alleweldt and Pogkam 1988). Pertanto lintrogressione di carattiri
resistenza alle principali malattie della vite dev@dare di pari passo al potenziamento delle esisttthe
qualitative del frutto. In quest'ambito, il sequemento del genoma della vite (Jaillon et al. 20081asco et al.
2007) e lo sviluppo di marcatori molecolari si sadinnostrati molto utili nel programma di migliorante
genetico assistitoMarker Assisted SelectipMAS). | marcatori molecolari facilitano le indagisull’origine
delle cultivar resistenti e forniscono validi strumenti per laaziene di nuove varieta. L'uso dei marcatori
molecolari consente inoltre di ridurre i tempi nesagi ad evidenziare la presenza di caratteritdrésse, senza
dover attendere la loro espressione fenotipicaimaiNiduo adulto. Negli ultimi anni sono stati swppati
numerosi marcatori molecolari associatioai di resistenza &. viticola e adE. necatorin vite (Welter et al.
2007, Hoffmann et al. 2008, Bellin et al. 2009, &aande et al. 2011)

Le fonti di resistenza a peronospora ed oidio sspno trovare in molte specie native dei continemtéricano
ed asiatico. Le specie che portano una resistemzgleta a peronospora ed oidio appartengono algeriere
Muscadinia che ha un assetto cromosomico leggermente diy2rse 40 cromosomi) dal resto del gen¥its

e quindi poco sfruttata negli incroci a causa defleziale incompatibilita. Le resistenze a peroonosgd odio si
trovano anche in altre specie appartenenti al gettereEuvitis (2n = 38 cromosomi), tra cW. riparia, V.
rupestris V. lincecumij V. labrusca V. amurensisV. rotundifolig V. aestivalis V. cinereae V. berlandieri
(Casagrande et al. 2011, Qiu et al. 2015), che smmaopatibili nell'incrocio conV. vinifera L’attivita di
miglioramento genetico per le resistenze alle rtiel&ia per lungo tempo focalizzato la propria ateme sullo
sviluppo dicultivar in cui fossero presenti i geni di resistenza (¢®nil geni di suscettibilita (geni S) potrebbero

offrire un’utile alternativa per I'ottenimento dultivar resistenti.

1.5.2.2.1 Geni di resistenza

I geni di resistenza R sono raggruppati in ottesgilgdGururani et al. 2012). La prima classe, quelia
abbondante, include i geni R codificanti per pmo¢econ un dominio N-terminale di legame per i noiité
(Nucleotide binding siteNBS) e un dominio C-terminale con sequenze ripeticche di leucinalieucine Rich
Repeat! RR). La seconda classe di geni di resistenza tgggr proteine con domini NBS e LRR e un motivo
al’N-terminale omologo al recettore Toll e al réoee per l'interleukina-1 (TIR-NBS-LRR) dei mammif. La
terza classe di geni di resistenza contiene pmtpiive del motivo NBS, ma con un dominio citoplasico

LRR, legato ad un dominio transmembrana (TRD); neehgeni R del quarto gruppo codificano per progei
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che presentano, oltre ai motivi LRR e TRD, un damserina/treonina chinasi. La quinta classe inelugeni R
codificanti per proteine con il motivo extracellidaLRR, un dominio PEST (Pro-Glu-Ser-Thr) per la
degradazione della proteina e un dominio corto EG@iSvolto nella mediazione della proteina per assti Il
sesto gruppo di geni di resistenza raggruppa leejp® che presentano un dominio transmembrana,adsm
dominio coiled coil; mentre il settimo gruppo presenta i geni R codifiti per proteine con motivi TIR-NBS-
LRR e un dominio implicato nella localizzazionenaicleo (NLS) e un WRKY al C-terminale. L'ultima skse

raggruppa i geni R enzimatici che non presentanotivi NBS e LRR (Gururani et al. 2012) (Figura2).1

I NBS LA TIR \ /@ \
! W vill M
LB (RR | 1o | % # . J

Vv TrD

Vi LRR D PEST

Figura 1.17:Le otto classi dei geni di resistenza (geni R).
LRR - Leucine rich repeatdNBS -Nucleotide-binding siteTIR - Toll/Interleukin-1- receptorsC-C -Coiled coit TrD -
Transmembrane domgiREST -Protein degradation domaifproline-glycine-serinegthreoning; ECS -Endocytosis cell
signaling domainNLS - Nuclear localization signaWRKY - Amino acid domainHM1 - Helminthosporium carbonum
toxin reductase enzynf&ururani et al. 2012).

Il genoma di vite presenta un’ampia famiglia di ig@ncon dominio NBS-LRR (Qiu et al. 2015). Le basi
genetiche della resistenza a peronospora derivandud QTL,Rpvle Rpv2(Rpv=Resistance t@lasmopara
viticola), sul cromosoma 12 e 18 . rotundifolia (Merdinoglu et al. 2003), da due QTL sui cromos@nei 12

in V. riparia (Marino et al. 2003, Marguerit et al. 2009) e da Q'L sul cromosoma 4 e 18 nella varieta Regent
(Welter et al. 2007). Il QTL principal®pv3 localizzato sul cromosoma 18, & responsabiladeBistenza nella
varieta Bianca (Bellin et al. 2009).

Noveloci legati alla resistenza ad oidio sono stati ideif in specie di vite americane, cinesi e centroagiatic
(Gadoury et al. 2012, Qiu et al. 2015). In partice|Runl Run2(Run=Resistance to Uncinula necgterRen5
(Ren=Resistance to Erysiphe necatsono responsabili della resistenza ad oididirrotundifolia (Blanc et al.
2012, Feechan et al. 2013&echan et al. 2015). bcus Renl1é presente nell¥itis vinifera cv. “Kishmish
vatkana” (Hoffmann et al. 2008), mentRen3nell’ibrido interspecifico Regent (Welter et al. @Q. Infine,
Ren4, Ren@ Ren7sono responsabili della resistenza all’'oidio neitedi origine asiatica (Ramming et al. 2011,
Qiu et al. 2015).
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Le resistenze mediate dai geni R sono generalnmamedurevoli, in quanto possono essere superata dal
comparsa di varianti genetiche del patogeno (Pettest al. 2010). | programmi di miglioramento g&no
devono dare una resistenza non solo efficiente msaeaduratura nel tempo, malgrado la continua eimhe
del patogeno. Quindi una priorita fondamentaleilpeiglioramento genetico per la resistenza alldatti@ deve
essere l'unione di pit geni R in un singolo gemptipediante miglioramento geneti®o I'elaborazione di
alternative all'uso dei geni R, basate sull'identizione e sulla valorizzazione di fonti di resigi@ per quanto

possibili durature.

1.5.2.2.2 Geni di suscettibilita

I geni S codificano per proteine bersaglio di fatth virulenza del patogeno, che funzionano coegolatori

negativi della difesa o fattori di suscettibilifavan et al. 2010). L'inattivazione di questi genpedisce agli
effettori di alterare la biologia cellulare a fagatel patogeno, portando ad un’immunita stabilswepatogeni
(Pavan et al. 2010).

Nonostante siano necessari per la proliferazion@ategeni e I'insorgere della malattia, i geni &rsono mai
stati esclusi nel corso dell’evoluzione (Pavanle2@10). Evidenze suggeriscono che alcuni gepiudessendo
coinvolti nell'interazione pianta-patogeno, sonohiesti per il funzionamento di altri importantipesti della

fisiologia della pianta (Pavan et al. 2010). Geellal pianta che regolano negativamente i procesdifelsa

contro i patogeni conferiscono presumibilmente @amtaggio selettivo, ottimizzando la distribuzionellel

risorse energetiche necessarie per altri processsidgici. Mutazioni dei geni S sono spesso accagmate da
effetti pleiotropici per gli individui quali cresi stentata e/o formazione di lesioni piu 0 meriesesdelle foglie
(Pavan et al. 2010).

1.5.2.2.2.1 Geni di suscettibilita MLO

I geni MLO (Mildew locus Q appartengono ad una famiglia genica e codifigaeroproteine transmembrana di
circa 530 aminoacidi (Lyngkjeer et al. 2000). Esshc presenti anche nelle alghe (Elliott et al. 2005
suggerendo un’origine antica di questa famigliaigeeDevoto et al. 2003). |A. thalianasono presenti 15 geni
MLO (Chen et al. 2009), 17 in vite (Feechan et al. 2008 in riso (Liu and Zhu 2008), 14 in cetrioloh@u et
al. 2013), 39 nella soia (Deshmukh et al. 2014)jnlpesco (Jiwan et al. 2013), 17 in pomodoro (Céeal.
2014), 8 in frumento (Konishi et al. 2010), 17i1adola e 21 in melo (Pessina et al. 2014).

Alcuni membri della famiglia dei genMLO hanno un ruolo nellinterazione della pianta cdmidio. |l
silenziamento di un gendLO in orzo determina resistenza verso I'agente causgl’'oidio Blumeria graminis
f.sp. horde), mentre I'over espressione di questo gene cansaumento della suscettibilita (Jgrgensen 1992,
Biischges et al. 1997). Studi successivi hanno pxidto che il silenziamento dei geMLO conferisce
resistenza ad oidio anche in pomodoro (Bai et@82, in pisello (Pavan et al. 2011),An thaliana(Consonni
et al. 2006), in frumento (Wang et al. 2014), ipg®ne (Zheng et al. 2013) e in cetriolo (Nie eRall5). Cid
che varia tra le specie € il numero di geni silatiziecessari per dare resistenza: il silenziameintm solo gene
e sufficiente per la resistenza all'oidio in pise# pomodoro (Bai et al. 2008, Pavan et al. 20f4iBntre il
silenziamento di tre geMiLO e richiesto per avere la completa resistenzaiditan A. thaliana(Consonni et
al. 2006).
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Struttura delle proteine MLO e analisi filogenetica

Le proteine MLO presentano 7 domini transmembrast I'N-terminale extracellulare e il C-terminale
citoplasmatico (Devoto et al. 1999) (Figura 1.J8)C-terminale € presente un sito di legame dedlanodulina
(CaMBD) necessario per l'attivita della proteina ®llnell'interazione con oidio (Kim et al. 2002). Rarloro
localizzazione cellulare e la diversita delle segeeall’interno della famiglia, si € pensato poéessessere
associate ai recettori accoppiati alle protein€SBCR), similmente a quanto avvienedaenorhabditis elegans
e Homo sapiensTuttavia, le proteine MLO sembrano funzionareipeddente alle proteine eterodimeriche G
(Kim et al. 2002).

Le proteine MLO presentano residui conservati iascuno dei 7 segmenti transmembrana e lo@ps
citoplasmatici 1, 2 e 3, al contrariddopsextracellulari 1 e 3, I'N-terminale e il C-termieapresentano delle
sequenze altamente variabili (Devoto et al. 1989)otale, 30 aminoacidi (meno del 10% della preiotale)
risultano invariati, mentre 17 sono altamente corage(Elliott et al. 2005). Dei 30 aminoacidi, dtra cisteine
nei loops extracellulari e due proline nel motivo transmemiarasono conservate in tutte le sequenze
aminoacidiche della famiglia MLO (Devoto et al. 89%lliott et al. 2005). Le cisteine potrebbero raveuolo
nella formazione di ponti disolfuro intramolecolara loop 1 e 3 per il correttdolding o, in alternativa,
contribuire alla formazione di dimeri/oligomeri pioteine MLO mediante ponti disolfuro. | residuiptolina,
invece, potrebbero essere coinvolti nell'interaeiaglica-elica per la conformazione strutturale al@foteina
(Elliott et al. 2005).

COOH

Figura 1.18: Rappresentazione schematica delle proteine MLO.
La barra di colore grigio-chiaro indica il doppimego fosfolipidico della membrana plasmatica, mete caselle di colore
grigio-scuro mostrano i domini trasmembrana. | senportanti la lettera relativa all'laminoacidadicano gli aminoacidi
conservati (Elliott et al. 2005).

Le 15 proteine MLO dArabidopsiserano state inizialmente suddivise in quattro grdipgmenetici (Chen et al.
2009). In seguito agli studi sulle proteine MLOdlre specie vegetali, quali vite, orzo, frumentds®, sono
stati definiti 6 distinti gruppi (Feechan et al.0). | gruppi IV e V sono di particolare interesge,quanto
raggruppano le proteine MLO da specie monocotile@@muppo V) e da specie dicotiledoni (grup@gd con un
ruolo nel determinare la suscettibilita della pgartd oidio, mentre nessuna proteina MLO coinvokfian

suscettibilita all'oidio & presente in altri grugipdgenetici (Acevedo-Garcia et al. 2014). Le sexge presenti in
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guesti due gruppi sono caratterizzate dalla presdnmesidui di serina, treonina e di un tetra-jpepbD/E-F-S/T-
F al C-terminale (Panstruga 2005a). Recentemersi@t@ proposto un settimo gruppo che include riegéL O-
11 di cetriolo (Zhou et al. 2013)MLO-2 di pomodoro (Chen et al. 2014).

Meccanismo d’azione delle proteine MLO

Il meccanismo con il quale le proteine MLO facifitala penetrazione del fungo all'interno della péa@& ancora
oggetto di studio. E stato suggerito che un pdssimieccanismo di resistenza nelle piante di orlenziate
nell'espressione dei geMLO sia la formazione della papill&onsonni et al. 2006). La papilla & costituita da
callosio, proteine, composti fenolici (lignina eridati fenolici), arabinoglicani e composti antirmibici
(Chowdhury et al. 2014) e agisce come barrieradigier bloccare la penetrazione del fungo. La faromee
della papilla, non &€ comunque ristretta al silemgato dei genMLO, ma fa parte della risposta della pianta
all'infezione di oidio (Lyngkjeer et al. 2000). Ciche differenzia le papille nelle piante resistenti tempo
necessario per la loro formazione, la composiziede dimensioni (Lyngkjeer et al. 2000, Chowdhuryakt
2014, Hueckelhoven 2014). E stato dimostrato ahegiante di orzo silenziate per i geviLO, la papilla si
forma piu velocemente e presenta dimensioni magggpetto alle piante controll¢Lyngkjeer et al. 2000).
Inoltre, recentemente ¢ stato evidenziato che faposizione delle papille svolge un ruolo importaftepapille

in piante di orzo resistenti (papilla effettiva)ntengono una maggiore concentrazione di callogthilosa ed
arabinoxylani rispetto alle papille delle piantasettibili (papilla non-effettiva) (Chowdhury et 2014).

La formazione della papille nel sito di penetragiatel patogeno € legata al trasporto mediato daocads. InA.
thaliana sono presenti due meccanismi responsabili delladaione della papilla (Underwood and Somerville
2008). Il primo coinvolge il genPEN-1 (Penetration-) che codifica per una sintaxina (Collins et al02p In

A. thaliang PEN-1forma un complesso SNARBS@luble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protétacdment
protein receptoy assieme a SNAP-33Synaptosomal-associated protein)3& VAMP7-22 e VAMP7-21
(Vesicle associated membrane protiris stato dimostrato che la proteina PEN-Adthaliana(e ROR-2 di
orzo) é localizzata nella membrana plasmatica &eumula nel sito di penetrazione del patogencaso di
infezione con il fungo. | mutangien-1mostrano una papilla di ridotte dimensioni, suggdeeun ruolo di questa
proteina nel traffico di vescicole verso il sitonetrazione del fungo per sintetizzare la pagiladerwood
and Somerville 2008). Il secondo meccanismo cogwalgeniPEN-2 e PEN-3 PEN-2 codifica per I'enzima
glicosil idrolasi localizzata nei perossisofREN-3 codifica invece un trasportatore ABETP-binding cassette
(ABQ) transportej coinvolto nel trasporto dei composti antimicrolpeddotti daPEN-2dai perossisomi verso il
sito di infezione dell'oidio (Lipka et al. 2005,¢&#t et al. 2006). L'attivita enzimatica e la loeakzione fanno
pensare chd’EN-2 possa partecipare alla formazione di composti izafil nella resistenza probabilmente
attraverso un’attivita antifungina (Lipka et al.(&). | doppi mutantipenlpen2mostrano una frequenza di
penetrazione maggiore rispetto ai mutanti singalggerendo chBEN-1e PEN-2 funzionano in due processi
indipendenti coinvolti nella resistenza al patog@ripka et al. 2005).

Le proteine MLO sono localizzate nella membranaplaica e in seguito all’attacco di oidio si acclano nel
sito di penetrazione del fungo (Bhat et al. 20@®)ve si pensa regolino negativamente i due meacarmls
penetrazione mediati RREN-1 e PEN-2/PEN-3attraverso meccanismi actina-dipendente e aatidipéndente
(Miklis et al. 2007).
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Altre funzioni delle proteine MLO

I geniMLO sono espressi in diversi tessuti della piantac¢kae et al. 2008), suggerendo il loro coinvolgiment
in altri processi fisiologici oltre all'interazioneon oidio. Ad esempio ii\. thaliang la proteina MLO-7 &
richiesta per la percezione del tubetto pollini@ sacco embrionale (Kessler et al. 2010), mentt®OM e
MLO-11 sono coinvolte nello sviluppo delle radi€hen et al. 2009). Al contrario, i geRLO-2, MLO-6 e
MLO-12di A. thalianasono responsabili della suscettibilita all'oidi@opsonni et al. 2006). L'espressione dei
geni MLO puo essere influenzata anche da diversi stimoliddied abiotici (Piffanelli et al. 2002, Chen at
2006). L'espressione del gemdlLO-2 di Capsicum annung indotta nelle foglie di peperone in seguito al
trattamento con I'ormone ABA e in condizioni dieds idrico, suggerendo un ruolo dei questa protedtia
regolazione della risposta a stress idrico (Lim kad 2014). Inoltre MLO-2 dC. annummodula la risposta a
batteri ed oomiceti e la morte cellulare assocditmfezione batterica (Kim and Hwang 2012). llesiziamento

di alcuni geniMLO aumenta inoltre la suscettibilita Magnaporthe griseae Bipolaris sorokinianain orzo
(Jarosch et al. 1999, Kumar et al. 2001 )Addrnaria alternata A. brassicicolaandPhytophtora infestanin A.

thaliana(Consonni et al. 2006), suggerendo un ruolo dei BRIO nella resistenza ad altri patogeni.

GeniMLQ in vite

In vite sono stati individuati 17 gerMLO (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008analisi
dell'espressione in diversi tessuti della vite ki@mlenziato che i gerMILO non mostrano un’espressione tessuto-
specifica, ma sono espressi in tutti i tessutiiapati, come foglia, radice, fiore, grappoli (Fban et al. 2008,
Winterhagen et al. 2008). Sei di essiL(O-3, MLO-6, MLO-7, MLO-8, MLO-1& MLO-13 appartengono al
gruppo V, suggerendo quindi un possibile ruolo aneduscettibilita della pianta all’oidio. In partiace, le
proteine MLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13 sono filogeticamente correlate MLO-2, MLO-6 e MLO-12di

A. thalianae a MLO-1 di pomodoro (Feechan et al. 2008, Whagen et al. 2008), per le quali &€ noto |l
coinvolgimento nei processi della suscettibilithioadio (Consonni et al. 2006, Bai et al. 200&)analisi di
espressione dei geMLO del gruppo V in seguito all'infezione dt. necator ha infatti mostrato che
I'espressione di tre geMLO del gruppo V é indotta dal fungo. In particolaw,O-13 & indotto nelle foglie di
vite a 8 ore e a 10 giorni dall’inoculo con il fundl geneMLO-7 & indotto precocemente a 4 ore e a 10 giorni.
L’espressione del gedLO-11risulta indotta a 8 ore dall'inoculo e viene mantiananche a 20 ore dall’inoculo
(Winterhagen et al. 2008). Il geméLO-6, pur appartenendo allo stesso gruppo, non risuitac& modulato
dall'infezione diE. necator Mediante test di complementazione nel triplo mte¢anlo2-mlo6-mlol2di A.
thaliana e stato inoltre osservato che i g&fiiO-11 e MLO-13di vite, ma norMLO-7 e MLO-6, aumentano la
penetrazione dt. cichoracearun{agente causale dell'oidio dirabidopsi$, suggerendo un possibile ruolo di
MLO-11 e MLO-13 nella suscettibilita all’oidio (Feechan et al. 28] Inoltre & stato recentemente dimostrato
che le proteine MLO-11 e MLO-13 sono localizzatd siéo di penetrazione dell’'oidio assieme a PEN-1
(Feechan et al. 2013b). Per valutare il coinvolgitnedei geniMLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13 nella
suscettibilita della vite all'oidio sono perd nesas studi funzionali mediante silenziamento gerdcauesti

guattro genMLO.
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1.6 Metodi per lo studio funzionale dei meccanismi di iflesa della vite

1.6.1 Trasformazione genetica ed applicazioni pratiche

L’ottenimento di varieta di piante coltivate pitoguttive e resistenti alle malattie € uno degliettbii principali
del miglioramento genetico dei vegetali. Lo svilopgella tecnologia del DNA ricombinante ha permedso
trasformare geneticamente tultivar di vite al fine di inserirvi specifici geni e stiagne la funzione.
L'applicazione della trasformazione genetica vatbottenimento e all'utilizzazione di organismi gtiorati
suscita perd dubbi e perplessita per l'applicaziamesettori produttivi (Mezzetti and Gentile 2003).
trasferimento di un gene all'interno della piantadiante trasformazione genetica rimane comunque una
metodica importante per lo studio funzionale digemein vivo e permette di ottenere, in tempi relativamente
brevi, piante con aumentati o ridotti livelli dipFessione di uno specifico gene. In questo modaiigdg
possibile verificare la funzione di un gene e \al@ il suo coinvolgimento in un processo di inteees
agronomico, come ad esempio la resistenza contralettie o la qualita dei frutti, per poter in siég usare tale
gene come marcatore specifico in programmi di miglnento genetico classico finalizzati all'otteniw di
nuove varieta non transgeniche con migliori carstiehe agronomiche.

In vite, si possono ottenere mutanti funzionali raate over-espressione o silenziamento genico &dadnica
del trasformazione genetica (Kikkert et al. 200B5jtidi et al. 2008). | metodi di trasferimento gemipiu
utilizzati per questa pianta sono: il metodo bials (particle bombardment delivery systeenla trasformazione
mediata daAgrobacterium tumefaciensll metodo biolistico prevede lintroduzione delNB esogeno
direttamente nel genoma delle cellule vegetali dsatome vettore di trasporto delle particelle diafie inerte
come l'oro o il tungsteno. Queste particelle soisoperte dal costrutto genico contenente il genmtairesse,
corredato di promotore e terminatore (Kikkert et 2005). Le particelle cosi rivestite vengono lettemente
sparate contro le cellule ad una velocita taleadgéssare le particelle attraverso le pareti leglle rilasciare il
DNA all'interno della cellula. Alcune cellule ingmoreranno il DNA esogeno risultando cosi trasfoemat
(Kikkert et al. 2005).

La tecnica corA. tumefacieng tra i metodi piu usati per la trasformazione winerose specie vegetali (Lessard
et al. 2002).A. tumefacien® un batterio gram-negativo responsabile del tunumlecolletto delle piante.
Durante I'infezione, IA. tumefaciensrasferisce una regione del proprio DNA all'interdel genoma nucleare
della pianta. Questa porzione di DNA, denominatBNA, fa parte del plasmide TiTgmor inducing ed &
fiancheggiata da due sequenze di circa 25 paiagli fight border (RB) eleft border(LB), oltre che da geni
codificanti per enzimi coinvolti nella divisione ltecellule vegetali e nella produzione delle opiaminoacidi
usati dal batterio come fonte primaria di azotoagbonio. Il T-DNA inoltre contiene geni coinvoltiela
produzione di ormoni (come citochinine) da partdadpianta per la divisione cellulare e la formamodel
tumore (Lessard et al. 2002). La capacitéAditumefaciengli trasferire all'interno del genoma vegetale una
specifica porzione del suo genoma, ha spinto ircateri ad ingegnerizzare il T-DNA disarmandologéci
sostituendo i geni coinvolti nellinfezione con sito multiplo di clonaggio, in modo da potervi inse geni
esogeni o costrutti di interesse. Le notevoli disien del plasmide Ti (200 Kb) ne impediscono ue'age
manipolazione ed € stato quindi creato un sistemvattbri binari (Lessard et al. 2002). Questa tegprevede
la presenza nel batterio di due vettori: uno comtiém il T-DNA disarmato e i genvir, responsabili
dell'infezione e necessari per il trasferimentaltfo contenente le sequenze LB ed RB, il genentdirésse e

un’origine di replicazione riconosciuta sia  coli che in A. tumefaciensPer eseguire la trasformazione
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occorre creare un costrutto contenente una regiomotrice, il gene di interesse e una regione itetrice.
All'interno del costrutto si inserisce normalmeatgche un gene di resistenza ad un antibioticolapmiccessiva

selezione della progenie trasformata, su terrenteoente antibiotico.

1.6.1.1 Silenziamento genico mediant®&NA interference

Il silenziamento genico € un processo di contr@tst-trascrizionale dell’espressione genica comrgern
animali, funghi e piante. Le piante hanno svilupghsilenziamento come sistema di difesa contrasv{Vance
and Vaucheret 2001). Nel 1990, il gruppo di ricedcdorgensen, nel tentativo di aumentare I'aiidel gene
della calcone sintasi (un enzima coinvolto nelladozione di specifici pigmenti), introdusse deinsgeni in
petunia. Inaspettatamente la pigmentazione non midmanzi si ebbe una variazione del colore e|dara casi,
la totale perdita di colore (Napoli et al. 1990ud3to fenomeno fu definito “co-soppressione”, idemdo la
soppressione sia del gene introdotto sia di queiliogeno. In seguito, la “co-soppressione” venc@ndotta al
PTGS post trascriptional gene silencipgpoiché il risultato era la degradazione del’RNrascritto. Un
fenomeno molto simile, denominatpelling (repressione), € stato osservato anche nei fufRfinano and
Macino, 1992) Nel 1998, Fire et al. catalogarono questi fenonsettio un principio comun&NA interference
(RNAI).

Viral RNA hpRNA VIGS-encoded RNA

i S

dsRNA

8\
mooooogyooooooa

dsRNA cleavage

mMRNA A PolyA

Antisense
strand

A 4

VAVAVAVS VAVAVA

Degraded mRNA
Nature Reviews | Genetics

Figura 1.19: Modello del silenziamento genico in pianta medaRNAI.
(Waterhouse and Helliwell 2003)
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L’intero processo del’RNAI puo essere diviso ia fasi (Figura 1.19):

1) FASE INIZIALE: le regioni di RNA doppio filameant(double strandRNA, dsRNA) immessi nella cellula (in
maniera diretta, attraverso transgene o virus) @eogligeriti in piccoli frammenti di dSRNA, chiamafRNA
(small interfering RNAs lunghi da 21 a 23 paia di basi attraverso I'em&iDicer (una ribonucleasi). Questo
enzima fa parte della famiglia delle RNAsi Il (gifiche ribonucleasi-dsRNA) e taglia i dsRNA atteaso una
reazione ATP-dipendente. Dicer presenta un dondniegame del’RNA denominato PAZ ad un’estremita e
due domini RNasi Ill all’estremita opposta. Dicaonosce le estremita del dsRNA con il suo domPWwZ e
successivamente procede al taglio con i suoi domidieasici.

2) FASE EFFETTRICE: i duplex siRNA si legano adaamplesso multiproteico RIS®RNA-induced silencing
compley. Dopo tale legame, i SiRNA vanno incontro ad deaaturazione a singolo filamento, necessaria per
I'attivazione del complesso RISC. Il complesso caffivato, usando come stampo il singolo filamento
incorporato, riconosce e taglia filamenti di mRNéngplementari allo stesso.

3) FASE DI AMPLIFICAZIONE: l'elevata efficacia diilenziamento & stata attribuita ad un processo di
amplificazione del segnale di silenziamento. | siRbbmplementari possono funzionare plamer per una
RNA polimerasi-RNA dipendente (RdRp) che trasfodinegRNA in dsRNA che viene processato da Dicer in
siRNA secondari. Un siRNA secondario viene incogpoiin RISC che, dopo aver trovato un mRNA omologo,
procede con il taglio causando la degradazionengskaggero. Questo meccanismo prende il nomeadsitive
RNA silencingHoriguchi 2004, Sato 2005).

Il silenziamento & un fenomeno sistemico. In moftanismi (piante e nematodi) si € osservata lactpdi
diffusione del segnale di silenziamento genico edaillule da cui & scaturito ad altre cellule pigtahti
(Kalantidis et al. 2008).

Strategie per indurre il silenziamento

Il meccanismo del’RNAI & oggi usato in molte appltioni al fine di ottenere il silenziamento di ifiei geni

per studi di genomica funzionale. Prima della mesgaunto di tecniche in grado di sfruttare il fersomm
del’RNAi mediato da dsRNA, il sistema piu frequemente usato per generare PTGS in piante era la
produzione di RNA antisenso tramite I'espressionairm transgene. | costrutti antisenso consistonardi
sequenza complementare al’'mRNA bersaglio, sottocahtrollo di un promotore forte e costitutivo.
L'appaiamento del filamento antisenso con 'mRNAlegeno ne blocca la traduzione e lo rende bersdglio
RNAsi specifiche. Negli esperimenti con RNA antisenin genere, si ha perd0 una bassa efficienza di
silenziamento (Smith et al. 2000).

Un ulteriore miglioramento della tecnologia di sigamento, mediante siRNA, fu apportato dall’'utibzdegli
ihpRNAs (ntron-containing hairpin RNAs Si tratta di un costrutto contenente entrambselpuenze ripetute e
invertite a formare una struttura a forcina, malifferenza sta nella presenza di uno spaziatorantuone). A
questo proposito sono stati creati vettori plasaniger il clonaggio di ihpRNA in batteri gia ingesnizzati e
contenenti una regione intronica. Ai lati di queistipone sono presenti i siti di restrizione spieci diversificati

che permettono linserimento di prodotti di ampl#fzione, quali il filamento senso e quello antisenke
appaiandosi genereranno il dsRNA funzionale al’RNRigura 1.20). | piu noti plasmidi ingegnerizzatn
ihpRNA sono pK7GWIWG2(II), pK7GWIWG2D(II) (www.pshgent.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 capacita di inddfrsilenziamento. La maggior parte dei virus degliante
possiedono un genoma a ssRNA il quale viene rdéscall'esterno del rivestimento proteico delletjgatle
virali per andare ad insediarsi all'interno delkdlgla ospite e replicarsi attraverso una RNA peliasi RNA-
dipendente (RdRP) codificata dal virus stesso. Tepdicazione genera filamenti senso ed antisesio dtesso
templato i quali hanno la potenzialita di ibridaasformare dsRNA. Questa loro caratteristica nédugastata
sfruttata dai biologi molecolari per silenziare gewlle piante mediante la VIGSVifus Induced Gene
Silencing. Diversi vettori sono stati impiegati in VIGS mti piu frequentemente utilizzati ci sod@bacco
mosaic virugTMV) e Potato virus X(PVX). La metodica VIGS presente dei vantaggi rikpagli altri metodi
di silenziamento genico per lo studio funzionald dene, tra cui la rapidita, la facilita e il bassosto
nell’ottenere piante silenziate (Unver and Budak20Senthil-Kumar and Mysore 2011). La trasformaei@
transiente quindi non € necessario la trasformazababile della pianta. Tuttavia, la perdita dizione del gene
mediante VIGS non € mai completa, generalmentedlazione di espressione del gene € intorno al #6-90
(Unver and Budak 2009). Sfortunatamente, ancheassdlivello di espressione genica puo esserecmiffe
per produrre una proteina funzionale. La tecnic&¥Inon pud essere usata in alcune specie vegetalap
mancanza di vettori virali appropriati (Senthil-Kamand Mysore 2011). Inoltre, la presenza del vettarale
puo interferire con il metabolismo della piantaedetinando sintomi che rendono difficoltosa I'interfazione
dei risultati (Senthil-Kumar and Mysore 2011).

1.6.2 Meccanismi cellulari e microdissezione laser

Gli organi delle piante sono strutture costituitediversi tessuti con distinti tipi di cellule. Gauna cellula ha
una funzione precisa definita dal proprio trasonith, metaboloma e proteoma (Day et al. 2005). @iecci di
analisi tradizionali, che utilizzano gli organi éni, possono mascherare le differenze cellule-fipkei
nell’espressione genica, nel livello di proteinenetaboliti. Per questo motivo, per comprendere agli il
contributo di cellule individuali nella biologia Hlerganismo, sono state sviluppate diverse teomigier
l'isolamento di specifiche cellule da piante. Qeestcludono l'uso di microcapillarifluorescence-activated
sorting (FACS) e la microdissezione laséager microdissection.MD). L’'uso di microcapillari ha permesso di
isolare cellule superficiali, come per esempioutelidell’epidermide o cellule di guardia (Karreradt 1995),
oppure cellule del mesofillo (Brandt et al. 199%edlule del floema (Raps et al. 2001) grazie sfitessione di
un marcatore come lgreen fluorescent protei§GFP) sotto il controllo di un promotore tessupedfico.
Tuttavia, lo svantaggio di questa tecnica consiga scarsa quantita di materiale raccolto e nlalétata
disponibilita di promotori tessuto-specifici (Schiget al. 2004, Galbraith and Birnbaum 2006). letadologia

FACS si basa sulla separazione dei protoplastia @ssdlule vegetali prive della parete cellulareediante 'uso

32




Introduzione

di un citofluorimetro (Galbraith and Birnbaum 2006¢ cellule possono essere separate in baseial@ndioni,
al contenuto di clorofilla oppure per la presenzardmarcatore, come la GFP (Schnable et al. 2004#)avia, i
protoplasti possono avere caratteristiche e proaedkilari ben diversi da quelli attivati nelle lede di un
tessuto intatto e possono avere un’espressioneayafierata dalla manipolazione richiesta per &parazione
degli stessi (Galbraith and Birnbaum 2006). Reammeinte la tecnica FACS é stata applicatA.ithalianaper
studiare la risposta nelle cellule infettate dabganoHyaloperonospora arabidopsid{€oker et al. 2015).

La microdissezione laser permette di isolare inigranprecisa cellule singole o gruppi di cellulewatessuto
eterogeneo in modo da poter essere utilizzati ‘gstrdzione di RNA, DNA e proteine (Emmert-Buckadt
1996) senza la necessita di usare dei marcatorstiLonento per la microdissezione laser & cogiitdd un
microscopio che permette la visualizzazione delpgiane accoppiato ad un laser che permette il tadgita
porzione di tessuto di interesse (Balestrini e28D9). Il laser ad UV ha una lunghezza d’'onda {387 nm)
leggermente piu alta del picco di assorbimento edglroteine e degli acidi nucleici, evitandone il
danneggiamento. | campioni sono adagiati su vetfiei presentano una speciale membranaoljiphenylene
sulfide (PPS) o dpolyethylene naphthalat®EN) e, in seguito al taglio, le sezioni cadonogravita all'interno
dei tubi posti in un apposito alloggiamento posiaim sotto il vetrino (Day et al. 2005) (Figura1l).2

Figura 1.21: Schema rappresentativo del processo di microd@seiaser.

La selezione della regione di interesse avvieneianéz I'ausilio di un software (immagine a sini$tihlaser ad UV viene
usato per tagliare la regione di interesse (imnegircentro). La sezione cade per gravita all'medti un tubino posto sotto
il vetrino (immagine a destra) (http://www.leicaarmasystems.com/products/light-microscopes/lifesogeresearch/laser-
microdissection/).

Un importante prerequisito per la maggior partdedapplicazioni della microdissezione laser € lpac#ta di
ottenere buoni preparati istologici dei tessutie atbnsentono lidentificazione della regione dienesse
mantenendo acidi nucleici e proteine in buono spatola successiva estrazione. La preparazioneaapione
per la microdissezione laser € quindi la fase pipdrtante del processo di microdissezione (Dayl.e20905).
Occorre dunque un bilanciamento tra la preservazitglla morfologia del campione e il massimo recope
degli acidi nucleici o proteine dalle cellule is#laNon esiste un protocollo utilizzabile per tutissuti vegetali
ed € quindi necessaria l'ottimizzazione del proliocin base al tessuto di partenza (Nelson et QD62
Generalmente la preparazione richiede la fissazaiecampione e l'inclusione in paraffina (Balestrand
Bonfante 2008). La fissazione ha lo scopo di bloedacampione in un momento preciso e preserventegrita
del campione. | metodi di fissazione possono esdgarmici o fisici. Esistono diversi tipi di fissatichimici, che
possono essere divisi in due categorie: fissatigss-linking (glutaraldeide, formaldeide) che danno dettagli

istologici superiori ma comportano una scarsa oksecidi nucleici e proteine; e fissativi precipita(etanolo,
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metanolo, acido acetico, acetone) che permettortagiieistologici buoni mantenendo un recupero aell
macromolecole discreto (Kerk et al. 2003). | metfisici includono il congelamento rapido (criofiggane).
Sfortunatamente, se si usano campioni vegetatirigelamento porta svantaggi a livello dell’aspéttologico
del campione a causa della formazione di cristialfjhiaccio nei vacuoli e negli spazi tra le callehe possono
modificare la morfologia (Nelson et al. 2006). Iclasione in paraffina € un’alternativa al congelatbeche
permette di mantenere una buona istologia del camapima il processo € molto laborioso e lungo (Bagl.
2006, Balestrini and Bonfante 2008).

La tecnica della microdissezione laser € stataausatpiamente in campo medico. Tuttavia, negli ulami
numerosi studi hanno impiegato la microdissezi@ser anche ai tessuti vegetali. La microdisseziaser &
stata usata con successo per studiare la regodatr@scrizionale della cellula della pianta durditéerazione
con microrganismi, quali, ad esempio, batteri afisgatori (Damiani et al. 2012, Roux et al. 201#inghi
patogeni (Tang et al. 2006, Hacquard et al. 201Qg ket al. 2015), tra cui l'oidio (Chandran et 2010),
micorrize arbusculari (Balestrini et al. 2007, Hloet al. 2009, Gaude et al. 2012) ed ectomiaar{Hacquard
et al. 2013).
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2 SCOPO

L’obiettivo generale di questo progetto di dottorat stato quello di comprendere i meccanismi caildella
vite attivati in risposta all'infezione di due imgianti malattie, quali la peronospora e l'oidio. €3te malattie
sono controllate dall’'uso frequente di fungicidiraiti che, oltre ad avere un elevato costo economier il
produttore, possono avere effetti nocivi sull’'uoreo sull'ambiente. L'obiettivo finale & stato quelld
identificare i processi cellulari e i geni chiaw@rovolti nei meccanismi di difesa e suscettibitit@lla vite per in
seguito sviluppare metodi sostenibili per il colitrali queste due gravi malattie, come |'otteningedt varieta

resistenti attraverso programmi mirati di migliommo genetico.

Gli obiettivi specifici del progetto di dottorat@hno riguardato:

" I'ottimizzazione del protocollo per la microdissezé laser di foglie di vite per I'analisi dell'eggsione
genica nel sito di infezione della peronospora $tgimi), nelle regioni circostanti gli stomi e riegsulti
distali non infetti dal patogeno;

" l'analisi dell’espressione dei geni legati allaposta della vite all'infezione della peronospora pe
identificare le diverse regolazioni trascrizionaliivate localmente nei siti di infezione e neliéra
foglia;

" lo sviluppo di piante con una ridotta suscettibiliad oidio mediante il silenziamento di geni
putativamente coinvolti nella suscettibilita delite (geniMLO);

" I'identificazione delle isoforme dVILO responsabili dei processi di suscettibilita deite all'oidio e la

comprensione del meccanismo di resistenza mediauatiési 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 sondi s&alizzati in collaborazione con il Dott. MicleePerazzolli
presso il Dipartimento Agroecosistemi SostenibiBierisorse della Fondazione Edmund Mach di Sanhilie
all’Adige (Trento). Per gli esperimenti di inoculoon Plasmopara viticolaper le analisi mediante
microdissezione laser sono state usate pianitidiviniferacultivar Pinot Noir clone ENTAV115 (Figura 3.1).
Le piante sono state fatte crescireitro in tubi da 75 mL (SciLabware Limited) contenenti @Q di terreno
Murashige and Skoog (MS) (meta dose) a pH 5,5 +c6ri 0,6 mg [* (w/v) tiamina, 100 mg (w/v) mio-
inositolo, 30 g [*(w/v) saccarosio e 6 gi(w/v) agar. Le piante sono state incubate in adiatica a 23 + 0,1

°C e 16 ore di luce per 2 mesi per favorirne lacite.

Figura 3.1: Piante di vitecultivar Pinot Noir ENTAV115 cresciuti vitro per 2 mesi.

Per la trasformazione genetica della vite perdd@ngiamento dei gemLO sono stati usati calli embriogenici di
Vitis vinifera cultivarBrachetto a Grappolo lungo (Figura 3.2). | caling stati precedentemente generati per
embriogenesi somatica da colture di antere immataree descritto in Martinelli et al. (2001) e manmitg a
26°C al buio fino al loro utilizzo. Laultivar Brachetto a Grappolo lungo é stata scelta in qupassiede una
buona efficienza di induzione dell’embriogenesi atica ed una maggiore capacita di rigeneraziorle geante
trasformate rispetto ad altealtivar di vite (Martinelli et al. 2001).

Figura 3.2: Calli embriogenetici dVitis vinifera cultivarBrachetto a Grappolo lungo.
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3.2 Trasformazione genetica della vite

3.2.1 Clonaggio e preparazione dei costrultti

Il clonaggio e la preparazione dei costrutti petrésformazione genetica della vite per silenziageni MLO &

stata effettuata in collaborazione con la DottSsaona Urso e il Dott. Giampiero Valé del Consigtier la
Ricerca in Agricoltura e I'analisi del’Economiaragia (CRAE) di Fiorenzuola d’Arda (Piacenza), saulp il

protocollo descritto in Urso et al. (2013). In peotare, sono stati amplificati frammenti di 300860aia di basi
(bp) dei geniMLO-6, MLO-7 MLO-11 e MLO-13di vite tramite PCR utilizzando i primer riportati Tabella
3.1

Tabella 3.1: Primer usati per il clonaggio dei geviLO.
Le basi sottolineate nel prim@rward sono necessarie per I'inserimento del frammentweitbre 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

Il prodotto di PCR una volta purificato € statodn® all'interno del vettore pENTR/SD/D-TOPO (linggen)
(Figura 3.3). | frammenti genici inseriti nel veegpENTR/SD/D-TOPO sono stati sequenziati per iarifie la
corretta sequenza. Il frammento genico clonatoado suindi inserito mediante ricombinazione neltoret
pK7GWIWG2D (ll) (http://www.psb.ugent.be/) (Figu@4 B). Questo vettore binario € basato sul sistema
Gateway che permette con un unico processo di bowmione I'inserimento del frammento in orientabeen
senso ed antisenso sotto il controllo del promotosgitutivo del virus del mosaico del cavolfiofeafMV) 35S e
un terminatore (Karimi et al. 2002). |l vettore tto” pK2GW?7 (Figura 3.4 A) é stato usato come adlfdrnel
processo di trasformazione (Tabella 3.2).

Il costrutto finale & stato ulteriormente verifiosdtamite sequenziamento in entrambe le direzibwéttori di
trasformazione pK7GWIWG2D (II) e pK2GW?7 sono statrodotti per elettroporazione in cellule compeiein
Agrobacterium tumefacierreppo GV3101 come descritto in Zottini et al. (2008

TOPO

ccc TT S
gene 10 RBS Wcae aaG TG m & |

Not|

pENTR/SD/D-TOPO®

2601 bp

Figura 3.3: Vettore pENTR/SD/D-TOPO.
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Figura 3.4: Vettore usato (A) per la trasformazione di piacaatrollo e (B) per il silenziamento dei géviLO di vite.
(Karimi et al. 2002)

Tabella 3.2: Costrutti usati per la trasformazione geneticéadete.

Costrutto Vettore Inserto Funzione attesa
pK7GWIWG2D(Il)-MLO-6  pK7GWIWG2D(Il) MLO-6  Silenziamento dMILO-6
pK7GWIWG2D(Il)-MLO-7 pK7GWIWG2D(Il) MLO-7  Silenziamento dMLO-7
pK7GWIWG2D(II)-MLO-11  pK7GWIWG2D(lI) MLO-11  Silenziamento dMLO-11
pK7GWIWG2D(Il)-MLO-13  pK7GWIWG2D(Il)  MLO-13  Silenziamento dMLO-13
pK2WG7 pK2WG7 / Controllo

3.2.2 Trasformazione genetica della vite ed acclimatazi@ndelle piante trasformate

La trasformazione delle piante di vite & stata ottadseguendo il protocollo descritto in Dalla Gost al.
(2014) in collaborazione con Dott.ssa Lorenza D@ltesta e Dott. Mickael Malnoy (presso I'Unita Gericane
Biologia Avanzata della Fondazione Edmund Mach dan $lichele all’Adige, Trento). Brevemente, i calli
embriogenici sono stati messi in contatto per 48amA. tumefaciensontenente i costrutti di trasformazione.
Trascorso questo tempo € stato eliminatdumefaciensnediante lavaggio con terreno GS1CA liquido (Tkbel
3.3) addizionato di 100 mg™Ldi timentina. Il callo & stato mantenuto il primmese su terreno GS1CA solido
con 100 mg [* di timentina a 25°C al buio. Nei mesi succesdidailo & stato trasferito periodicamente su
terreno GS1CA fresco in presenza di 100 miykanamicina, 1000 mgttimentina per la selezione degli
embrioni trasformati. Gli embrioni rigeneranti adib di torpedo sono stati trasferiti su terreno (itsch and
Nitsch 1969) (Tabella 3.3) contenente 1 mydi 6-benzilaminopurina, 0,1 mgLacido 3-indol butirrico e 25
mg L* di kanamicina alla luce (fotoperiodo di 16 ore} pelurre la differenziazione e la germinazionaubvi
germogli sono stati trasferiti su terreno WP (Wodtlgnt Medium; Tabella 3.3) e incubati nella caandr
crescita a 22 + 2°C con un fotoperiodo di 16 om®e un’'umidita relativa del 70 + 5%. Le piante gppatein
vitro con almeno 2 radici di circa 3 cm di lunghezza sstate trasferite in un contenitore di plastic2%d mL

contenente torba autoclavata (Tercomposti Spa,cBrekalia) e coperto con Parafilm per preserfamidita.
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Ogni 7 giorni, sono state create piccole apertutearafilm per ridurre 'umidita e promuovere larfhazione
della cuticola fogliare. Dopo 3 settimane, il pdmafe stato rimosso. Trascorsa un’ulteriore settijde piante
sono state trapiantate in vasi da 1 L contenemb&atl ercomposti Spa, Brescia, Italia) e postecatiraatare in
serra a 25°C, con un fotoperiodo di 16 ore e unditaidel 70 + 5%.

Tabella 3.3: Composizione dei terreni usati per la trasfornagie rigenerazione delle piante.

Terreno Composizione Utilizzo
GSI1CA NN macroelementi; MS microelementi; vitam@@mborg; NN ferro; Formazione degli embrioni
6% saccarosio; 2 mgiiNOA; 2 mg ! IAA; 0,2 mg L* IBA; pH 6,2;
0,4% Phytagel; 0,25% carbone attivo.
NN NN microelementi; NN macroelementi; NN vitamié\ ferro; 1,5%  Differenziazione degli embrioni e rigenerazione

saccarosio; pH 6,2; 0,9% agar
WP 20 g [* saccarosio; pH 5,8; 2,5 ¢'Iphytagel. Micropropagazione delle piante

NN: Nitsch and Nitsch (1969); MS: Murashige and &kd1962); Gamborg: Gamborg et al. (1968); NOA:dads-
naftossiacetico; IAA: Acido indol-3-acetico; IBA: f&io indol-3-butirrico.

3.2.3 Selezione delle linee trasformate con il costruttper il silenziamento dei genMLO
3.2.3.1 Estrazione del DNA genomico

| campioni fogliari sono stati polverizzati con rtaio e pestello in azoto liquido. Per I'estrazicded DNA
genomico € stato impiegato il kit lllustra Nucle®hytopure kit (GE Healthcare, Life Science). Ad di gessuto
macinato sono stati aggiunti 4,6 mL di Reagent B H&althcare, Life Science). Il campione & stagigéemente
agitato ed in seguito sono stati aggiunti 1,5 mIRdagent 2 (GE Healthcare, Life Science). | tulmiossetati
invertiti alcune volte e incubati a 65°C per 10 atinSuccessivamente i campioni sono stati incubaghiaccio
per 20 minuti. Dopodiché, sono stati aggiunti 2 dilcloroformio (a -20°C) e in seguito 200 pL di Nemn
phytopure DNA extraction resin suspension (GE Hiealte, Life Science). | campioni sono stati posti i
agitazione per 10 minuti a temperatura ambientaceessivamente centrifugati a 1300 x g per 10 mihat
fase superiore contenente il DNA & stata trasfamitan tubo da 1,5 mL pulito, a cui & stato aggiumh ugual
volume di isopropanolo. Il campione é stato miseeleentrifugato a 4000 x g per 5 minuti e il stamée & stato
rimosso. llpelletcontenente il DNA € stato lavato con etanolo 708ddo, centrifugato a 4000 x g per 5 minuti.
Dopo aver rimosso il surnatante, il DNA ¢ statcciat® asciugare per 10 minuti per rimuovere le deadi

etanolo. Il DNA é stato quindi risospeso in 50 |ilacqua sterile.

3.2.3.2 Conferma dell'inserimento del costrutto tramite PCR

La presenza del costrutto nelle linee trasformattata verificata mediante amplificazione usandd &pGreen
MasterMix  (Promega) utilizzando il primer forward disegnato sul promotore 35S (5'-
CGCACAATCCCACTATCCTT-3) e il primemeversedisegnato su ciascun gelt.O usato per il clonaggio
(Tabella 3.1). Le reazioni di amplificazione sonate realizzate assemblando la miscela di reazio® pL
finali come riportato in Tabella 3.4, utilizzandb termociclatore T-gradient (Biometra) secondo dlicdi

amplificazione descritti nella Tabella 3.5.
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Tabella 3.4: Miscela per la reazione di PCR.

Componente Quantita da aggiungere
GoTaq Green Master Mix, 2x 12,5 uL
PrimerForward (10 mM) 1puL

PrimerRevers¢10 mM) lpuL

DNA 1puL

H:0 9,5 uL

Tabella 3.5: Schema dei cicli di amplificazione.

Ne 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 conPlasmopara viticola

3.3.1 Isolamento e propagazione dell'inoculo dPlasmopara viticola

Materiali e Metodi

L’inoculo di P. viticola utilizzato & stato isolato da piante infette nginati nell'area di San Michele all’Adige

(Trento). Gli sporangi dP. viticolasono stati raccolti mediante aspirazione utilizzanda pompa a vuoto con

annesso un filtro, e sono stati conservati allgpenattura di -20°C. L'inoculo d?. viticolaé stato propagato su

piante suscettibili dV/. viniferacv. Pinot nero cresciute in serra a 25 + 1°C, woriotoperiodo di 16 ore di luce

e un'umidita relativa di 70 + 10% come riportatoRkerazzolli et al. (2011).

3.3.2 Inoculo conPlasmopara viticoladi foglie di piante di vite cresciutein vitro

Le foglie di piante di vite cresciuie vitro sono state inoculate con una sospensione stérie wticola Per
ottenere l'inoculo sterile, le foglie che mostramainsintomi della peronospora (“macchie d'olio”) pante
inoculate in serra sono state raccolte e steriézngediante incubazione in una soluzione di ipdtdati sodio
all'1% per 10 minuti mediante agitazione a 80 nxbni per minuto (rpm) (Marquez et al. 2007). bdysito,
sono stati effettuati 3 lavaggi con acqua sterdesdminuti ciascuno mediante leggera agitazionerp8@ per
rimuovere l'ipoclorito. Le foglie cosi sterilizzatmno state trasferite con la pagina inferiorelt@gerso I'alto
in piastre Petri (175 mm) sterili contenenti 3 fadjlcarta assorbente sterile inumidita con 5 mlHgD sterile.
Le piastre sono state incubat®ernightal buio a temperatura ambiente per favorire laridprione della
peronospora (Algarra Alarcon et al. 2015) (Figur&).3Il giorno seguente, le foglie che mostravaao
sporulazione sono state trasferite in tubi stedli50 mL e sono stati aggiunti 5 mL di acqua diédtl sterile (a
4°C). | tubi sono stati gentilmente agitati permettere il distacco degli sporangi dalle foglieteere quindi

una soluzione di sporangi d®. viticola La sospensione di sporangi Bi viticola & stata filtrata e la
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concentrazione & stata aggiustata a 4 *sp@rangi mL* dopo la conta al microscopio ottico mediante vetrin
Thoma.

Figura 3.5: Foglie di vite sterilizzate che mostrano la spazidne diPlasmopara viticola

Le foglie di 12 piante cresciutim vitro sono state staccate e posizionate su piastre §etili (92 mm)
contenenti 25 mL di 0,7% agar in acqua (MicroAdauchefa Biochemie). Le foglie sono state posizieren
la pagina inferiore verso I'alto, disponendo 2 §lie per ciascuna piastra. Cinque foglie sontesitaoculate
posizionando 6-8 gocce (di 2 puL ciascuna) dellpsosione sterile di sporangi i viticolain condizioni sterili
(inoculato-locale). Altre 3 foglie sono state intate esclusivamente nella meta sinistra della fogsipetto alla
nervatura principale, applicando 3-4 gocce dellspsasione di sporangi in condizioni sterili. La énelella
foglia non inoculata (inoculato-distale) e statanpanata allo scopo di studiare la risposta delta in parti
distali rispetto al sito di infezione del patogef@ome controllo, la pagina inferiore di altre 6 lfege stata
trattata con 6-8 gocce di acqua sterile in condizterili (controllo) (Figura 3.6). Le foglie sorstate incubate
overnightal buio a 25 + 1°C per permettere la penetrazionB.dviticola all'interno dei tessuti fogliari, in

seguito sono state asciugcym cartasiEine indonaizion’ sierril!

H,O Plasmopara;
viticola

Locale ! Distale

Controllo

Inoculato

Figura 3.6: Immagine schemauca G&n'inocuio c@fmsmopara viucoiasuiie Todile di piante di vite cresciuite vitro.

I campioni sono stati raccolti un giorno dopo (1, diay post inoculationl'inoculo con il patogeno. Ad 1 dpi si
ha la formazione dell’ifa primaria e della vesc&alottostomatica del patogeno che indicano lo Isklkdelle

prime fasi dell'interazione ospite-patogeno (Ungeal. 2007, Godard et al. 2009). A questo stadiaerinfatti
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attivata la risposta della pianta con modulaziore géni di difesa sia nei genotipi resistenti checettibili

(Hamiduzzaman et al. 2005, Polesani et al. 2008uviglot et al. 2008, Perazzolli et al. 2011, Peashizet al.

2012). Per ciascuna analisi sono state usate Emeplognuna composta da 6-8 foglie) e I'esperiménstato

ripetuto 2 volte. Per ciascuna replica sono stfittteate 4 diverse analisi (Tabella 3.6):

0] tre mezze foglie sono state campionate dal campam#rollo e inoculato-locale, immediatamente
congelate in azoto liquido e conservate a -80°C’'pralisi dell'espressione genica sulla fogliaeirat. In
questo lavoro questi campioni sono definiti conglifointera fresca;

(i)  tre mezze foglie sono state campionate dal campion#ollo, inoculato-locale e inoculato-distalens
state fissate (foglia intera fissata) e sottopast@icrodissezione laser;

(i)  due mezze foglie sono state campionate dal cammionollo e inoculato-locale e sono state colorate
con blu di anilina per valutare la percentualetdivs infetti;

(iv) due foglie sono state campionate dal campione @ltmte inoculato-locale e sono state incubate per 7
giorni in cella climatica a 24 + 1°C, con un fotopeo di 16 ore per valutare lo sviluppo dei sintom

della peronospora.

Tabella 3.6: Schema riassuntivo del campionamento delle fagligtro.

Campione Campionamento Analisi

Controllo 1 dpi o ) ) o
Analisi dell'espressione genica faglia intera fresca
Inoculato-locale

Controllo 1 dpi Fissazione e selezionesttbmi e regioni circostanti

Inoculato-locale Analisi dell'espressione genica faglia intera fissatae microdissezioni
Inoculato-distale di stomi eregioni circostanti.

Controllo 1 dpi

Analisi istologica e valutazione deltercentuale di stomi infetti
Inoculato-locale

Controllo 7 dpi ) ) o )
Valutazione dellsviluppo dei sintomidella peronospora
Inoculato-locale

3.3.3 Inoculo conPlasmopara viticoladi piante di vite cresciute in serra

La soluzione di inoculo é stata ottenuta da pigmecedentemente inoculate e mantenute per una melte
cella di inoculo a 25°C con 99 + 1% di umidita tela per permettere la produzione degli sporangirgBzolli et

al. 2011). Le foglie che mostravano la sporulazidnB. viticola sulla pagina inferiore (Figura 3.7) sono state
spennellate in acqua distillata a 4°C per pernetiedistacco degli sporangi dalla foglia sospensione di
sporangi & stata poi portata alla concentrazionk %ilG sporangi mL* utilizzando il vetrino per il conteggio
delle cellule (vetrino Thoma) per determinare lacmtrazione degli sporangi. L’inoculo su piantesciute in
serra € stato eseguito con uno spruzzatore maaualessione, applicando la sospensione di inoculbnado
uniforme sulla pagine inferiori delle foglie (cir@®-30 mL per pianta). Le piante inoculate sontesitacubate
una notte in camera umida a 99 + 1% di umiditétinglea 25 + 1°C. Le piante sono state poi mantemugerra
per 6 giorni, dopodiché sono state trasferite Iaah inoculo per una notte (99% umidita a 25°@j favorire la

sporulazione e valutare la severita della malattia.
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Figura 3.7: Foglie di vite che mostrano la sporulazion®ismopara viticolesulla pagina inferiore.

3.3.4 Valutazione della severita della peronospora dellaite
3.3.4.1 Valutazione visiva della severita della peronospordella vite

I sintomi dell'infezione sono stati valutati ossendo visivamente la sporulazioneRliviticola. Per ogni foglia
e stato calcolato un valore di severita (da 0% @d)0Oespresso come percentuale di superficie faglkaipita
dalla malattia rispetto alla superficie fogliar¢ate, in accordo con le guideuropean and Mediterranean Plant
Protection OrganizatiofEPPO 2001).

3.3.4.2 Quantificazione della sporulazione diPlasmopara viticola

La severita della malattia di foglie inoculatevitro € stata analizzata calcolando il numero di spardn§.
viticola per grammo di peso fresco della foglia. | campifmgliari per ciascuna replica sono stati pesati e
trasferiti in tubi sterili da 50 mL ai quali & steaggiunto 1 mL di acqua distillata sterile. | tsbno stati agitati a
70 rpm per 2 minuti per favorire il distacco degporangi. La concentrazione di sporangi per mLagast
determinata tramite conta al microscopio con vetrithoma. La concentrazione di sporangi per mL di

sospensione € stata successivamente convertitmerawli sporangi per grammo di peso fresco defiéeo
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3.4 Inoculo conErysiphe necator

3.4.1 Preparazione dell'inoculo diErysiphe necator

Il ceppo diErysiphe necatoutilizzato negli esperimenti & stato isolato neinéti di San Michele all’Adige
(Trentino). L'inoculo diE. necatoré stato poi propagato su piante suscettibilVdivinifera cv. Pinot nero
cresciute in serra e mantenute a 25 + 1°C, comtapériodo di 16 ore di luce e un’'umidita relatdiar0 + 10%

come descritto da Nesler et al. (2015).

3.4.2 Inoculo conErysiphe necatodi piante di vite cresciute in serra

Per l'inoculo dell'oidio, la pagina superiore deltaylie (la terza e la quarta partendo dall'apieiadpianta) che
presentavano una fresca sporulazione (Figura 3s8ata strofinata sulle foglie delle piante da idage come
descritto da Hoffmann et al. (2008). Le piante idate sono state incubate per 6 ore a 25 + 1 °@heumidita

relativa di 100% per favorire la penetrazione delgo, e poi sono state mantenute a 25 + 1 °C caditdm
relativa di 70 + 10% fino alla valutazione dei simi. | campioni fogliari delle piante inoculate sostati

raccolti prima (0 dpi), a un giorno (1 dpi) e dig@drni (10 dpi) dopo l'inoculo con il patogeno.chascun tempo
sono state campionate 5 piante (repliche biologiehgascun campione € stato ottenuto raccogliéredmezze
foglie (a partire dal quarto nodo dall’apice detrgeglio) da ciascuna pianta. Per ciascun esperiprgotio state

usate dalle 5 alle 9 piante e I'esperimento € stitetuto 2 volte. Le foglie campionate sono state

immediatamente congelate in azoto liquido e poseovrate a -80°C.

Figura 3.8: Foglie di vite che mostrano sporulazionédysiphe necatosulla pagina superiore.

3.4.3 Valutazione della severita dell’oidio della vite
3.4.3.1 Valutazione visiva della severita dell’oidio dellavite

La severita della malattia & stata valutata osselvaisivamente la sporulazione del furtgonecatora 14, 22 e
30 dpi. Per ogni foglia & stato calcolato un valdreseverita (da 0% a 100%) espresso come perdentia
superficie fogliare colpita dalla malattia rispedtta superficie fogliare totale in accordo corgléde European
and Mediterranean Plant Protection Organizati¢gBPPO 1988). La severita della malattia & stgiartata

anche come AUDPCAfea under disease progress cUrede permette di dare una rappresentazione qatwdit
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del grado di infezione della malattia consideramdoe tempi di analisi in modo unificato. La forrauper

'AUDPC é stata calcolata con la formula riportdtaJeger and Viljanen-Rollinson (2001):

AUDPC =Y[(X; + Xiz1)/2] % (ts1 — )

Xi: severita della malattia al momento della valuipeii;

Xi:+1: severita della malattia al momento della valaeii+1 (cioe il successivo rispetto ad i);

ti.1 — §: periodo che intercorre tra le due valutazioni

La riduzione della malattia & stata calcolata cofseverita della malattia nella linea controllo EVBeverita
della malattia nella linea trasformata con il cottr per il silenziamento dei geNILO) / severita della malattia

nella linea controllo EVB, ed espressa come peucdat

3.4.3.2 Quantificazione dei conidi diErysiphe necator

La severita della malattia € stata valutata calwsail numero di conidi dE. necatorprodotti sulle foglie
infettate per crdi superficie fogliare. Per questa misurazione psstate raccolte 3 foglie da ciascuna pianta a
30 dpi e da ciascuna foglia sono stati prepardtsdhi di diametro 0,8 cm con un punteruolo cawa, ym totale

di 12 dischetti per replica, come descritto in Ahgéal. (2012). | dischi fogliari sono stati tfasti in un tubo

da 50 mL contenente 5 mL di acqua distillata stegifidizionata di 0,01% di Tween80 (Sigma-Aldridhiubi
sono stati agitati gentilmente (70 rpm) per 1 monedl € stata determinata la concentrazione di cpeidmL di
sospensione tramite conta al microscopio con wetfihoma. Il valore € stato successivamente conwerti

conidi per cm quadrato (éndi foglia.

3.5 Microdissezione laser di foglie di piante vite cresute in vitro

3.5.1 Fissazione del campione fogliare

Tre mezze foglie del campione trattato con acqoatfollo), dell’area inoculata (inoculato-locale)dall’area
non inoculata (inoculato-distale) di foglie inoaalaonP. viticola (Paragrafo 3.3.2) sono stati tagliati in piccoli
pezzi di circa 0,5 cAimediante un bisturi sterile aggiungendo 5 mL diisiine di fissazione fredda (0°C). Sono
stati analizzati 2 tipi di fissativi: etanolo-acideetico (3:1) e acetone 100%. | campioni sona s&dferiti
immediatamente in una siringa di plastica da 20(fitsana S.p.a) contenente 3 mL di soluzione diafisone
preraffreddata (0°C). Per favorire la penetrazidekfissativo all'interno del tessuto € stato aggid il vuoto per

3 volte e immediatamente rilasciato come deschitt¥itha and Osteryoung (2011). | campioni sondista
seguito trasferiti in un tubo da 50 mL contener@enil di soluzione di fissazione, incubati in ghimcper 10
minuti e posti in agitazione (20 rpm) a 48€ernight | campioni fissati sono stati conservati nelliusmne di

fissazione a -20°C per un massimo di 14 giorni prdella microdissezione laser.
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3.5.2 Selezione delle regioni di interesse mediante miaissezione laser

La soluzione di fissazione é stata rimossa perritazine e i campioni fissati sono stati lavatilih mL di
tampone PBSRhosphate Buffered Saling40 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaiRQ,, 1,8 mM KH,PO,, pH
7,3 in acqueRNase-freg | campioni lavati sono stati posizionati su i@tPEN (Leica Microsystems) con la
pagina inferiore verso l'alto e asciugati a tempga ambiente. La microdissezione laser degli sterdielle
regioni circostanti agli stomi (Figura 4.8) & stafettuata con il microscopio LMD7000 (Leica Miskstems)
usando I'obiettivo 40x e settando i parametri dsel come segue: potenza di 48 mW, apertura loeitzeb
ms. Con la microdissezione laser sono stati raicgblstomi e le regioni circostanti dal campionentrollo e
inoculato-locale, mentre dal campione inoculatdadés sono stati isolati esclusivamente gli stome L
microdissezioni sono state raccolte in tappiniutiitRNase freeda 0,5 mL contenenti 30 puL di soluzione di
estrazione (PicoPure RNA Isolation kit; Arcturus)sjzionati nell'apposito contenitore posizionatdtsail
vetrino. In esperimenti preliminari, & stato ra¢sain numero crescente di stomi (1, 10, 50, 100, 8300) e
campioni con almeno 300 stomi, corrispondente ddrea maggiore di 0,7 nfimhanno mostrato una buona
gualita e quantita di RNA estratto. Ciascuna repéicstata raccolta in due tubi da PCR (con 150adissezioni
ciascuno) entro un'ora e mezza dall'inizio del iagion il laser, per evitare la degradazione délifRRe il
riscaldamento del campione dovuto alla lampadanieloscopio.

Dopo la microdissezione laser, i tubi sono staiisire centrifugati a 3000 x g per 1 minuto perccagiere le
cellule. Per trasferire tutto il materiale all'int® del tubo, sono stati aggiunti 20 puL di solugdat lisi nel tappo
e si é centrifugato a 3000 x g per un altro minlitoampioni sono stati incubati per 30 minuti a @2ser
favorire la lisi delle cellule e successivamentetdtigati per 2 minuti a 800 x g. In seguito saatati conservati
a -80°C per poi procedere con I'estrazione dellRNA

I campioni fogliari rimasti sul vetrino sono statischiati con una spatola e raccolti in un tébdase-freeda 2
mL (foglia intera fissata). | campioni sono statinediatamente congelati in azoto liquido e congeaveB0°C

fino all'estrazione del’RNA.

3.6 Estrazione dell’RNA totale e sintesi del cDNA

3.6.1 Estrazione del’RNA totale da foglie intere freschali vite e trattamento con DNasi

I campioni fogliari degli esperimenti in serra sostati polverizzati con mortaio e pestello in azttpido. |
campioni di foglie di piante cresciuie vitro sono stati invece omogeneizzati con un vibromulRetsh
Technology GmbH) per 30 secondi con frequenza Hiz2aggiungendo una biglia di vetro per ciascurotdha

2 mL, e 'operazione é stata ripetuta 2 volte.

Per I'estrazione del’lRNA dalle foglie intere frémce stato impiegato il kit Spectrum Plant totalAR{$igma-
Aldrich). Dai 50 mg agli 80 mg di polvere di tessutacinato sono stati trasferiti in un tubo da 2 mL
mantenendo il campione congelato, sono stati quaggjiunti 550uL di soluzione di lisi (Lysis Solution)
contenente 1% dB-mercaptoetanolo. Il campione € stato agitato wigamente per 30 secondi e incubato a
56°C per 5 minuti. In questa fasefmercaptoetanolo riduce i ponti disolfuro presewile proteine e l'alta
temperatura favorisce la rottura delle membrariestrazione del’/RNA. | campioni sono stati sucéeamente

centrifugati alla massima velocita a temperaturaiantie per permettere la formazione pellet costituito dalle
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parti grossolane delle cellule delle foglie. Dot 700uL di surnatante di ogni campione sono stati trésfer
nella colonna di filtrazione (Sigma-Aldrich) posinata in un tubo da 2 mL. Dopo centrifugazione @0D2x g
per 1 minuto a 4°C, sono stati aggiunti §20di soluzione di legame (Binding Solution, Sigméd#ch). Dopo
delicata agitazione, 65QL della miscela & stata trasferita nella colonndedame (Sigma-Aldrich) e dopo
centrifugazione per 1 minuto a 12000 x g a 4°@tiiato & stato eliminato. La colonna contenenRNA é stata
lavata una volta con 7Q€L di soluzione di lavaggio 1 (Wash Solution 1, Sagldrich) e 2 volte utilizzando la
soluzione di lavaggio 2 (Wash Solution 2 Sigma,tenaente 70% etanolo) centrifugando ad ogni passaggi
12000 x g per 1 minuto a 4°C. La seconda soluzibh@vaggio ha un maggior contenuto di etanolo engéte
di rimuovere le impurita e i sali rimasti sulla onoha di legame nei precedenti lavaggi, di mantefiRgA
legato alla membrana e facilitare la successiva dssciugatura. Il campione é stato centrifugeio2 minuti
alla massima velocita per asciugare la membranaolanna € stata quindi trasferita in un tubo danil. pulito

e sono stati aggiunti 50L di acqua DEPC (dietilpirocarbonato, Sigma-Adridipcqua DEPC ¢ stata preparata
aggiungendo 0,1% (w/v) DEPC ad acqua bidistillataamtenendo in incubazione per una notte. La smhezé
stata in seguito autoclavata per eliminare il DERGesto procedimento permette di inattivare le RNeessenti
nell’acqua. La colonna a cui & legato 'RNA ¢ stateubata in ghiaccio per 5 minuti per favorireldigione
del’RNA e poi centrifugata alla massima velocigr @ minuto per recuperare 'RNA che é stato corsera -
80°C.

La quantita e la qualitd del’RNA estratto & statmlizzato mediante lo spettrofotometro ND-8000efTim
Fisher Scientific, Wilmington, DE). Lo strument@@nnesso ad un computer e permette di analizzare:

- La concentrazione (ng ) del’lRNA misurata con I'assorbanza a 260 nm (AR@é0calcolata sulla

base della legge di Lambert-Beer: concentraziond Rig pL?) = A260/@260*Iunghezza del cammino ottico).

- Il rapporto 260/280 per valutare la purezza dellR#& contaminazione di proteine.

- Il rapporto 260/230 per valutare la purezza dell/Rda contaminazione di composti organici (fenoli,
carboidrati).

Un RNA di buona qualita deve presentare i rap&i/280 e 260/230 rispettivamente superiori a 2®e
L'integrita del’RNA estratto & stata valutata asamediante corsa elettroforetica su gel di agar(&wagrafo
3.8) caricando 1 pL di ogni campione di RNA, dituiton 4 pL di acqua e 1 pL di loading buffer 6xu(di
bromofenolo 0,25% wiv, glicerolo 30% w/v). La segmaone di bande di RNA ribosomiale nette e benrdest
indica che I'RNA ¢ integro.

Prima di essere retrotrascritto, 'RNA ha subitottaitamento enzimatico per eliminare eventuatideadi DNA
genomico contaminante che possono interferire seibeessive analisi di espressione genica mediaat¢ime
PCR. A tale scopo, {ig di RNA di ogni campione sono stati trattati coplldi DNase | Amp Grade (1 WL,
Invitrogen), 1pL di 10x DNase Reaction Buffer (Invitrogen) in uolwme finale di 1QuL di acqua DEPC. |
campioni sono stati incubati per 15 minuti a 20C@attivazione della DNasi € avvenuta aggiungeddd. di
EDTA (25 mM), chelante del Mg, il cofattore indispensabile per il funzionamedtdla DNasi, e riscaldando a
65°C per 10 minuti per denaturare I'enzima. Peificare I'assenza di degradazione del’RNA trattatmn

DNasi € stata effettuata una corsa elettroforétiggel di agarosio.
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3.6.2 Sintesi del cDNA di foglie intere fresche di vite

La retrotrascrizione del’lRNA messaggero in cDNAstta effettuata seguendo il protocollo che si basa
sull'utilizzo dell’enzima SuperScript 11l Reversaakcriptase (Invitrogen), che permette la sintesicDNA a
50°C. La trascrittasi inversa sintetizza il filanemi cDNA usando come stampo I'RNA a partire damer
oligo d(T) che si appaia alla coda di poli(A) delRNA. Per la retrotrascrizione, a Q4§ di RNA trattato con
DNasi sono stati aggiunti L di primer oligo(dT)q (50 uM), 1 uL di dNTPs (10 mM) e acqua DEPC per
raggiungere il volume finale di 8. La miscela & stata quindi incubata a 65°C panifiuti e trasferita subito

in ghiaccio per 1 minuto. Successivamente sonoaggiunti 4uL di First-Strand Buffebx, 1uL di DTT (0,1

M), 1 pL di RNase OUT (Recombinant RNase Inhibitor 4QuU*, Invitrogen) ed 1uL di SuperScript Ill RT
(200 UpL™, Invitrogen). La miscela & stata incubata a 50&€ D minuti. Successivamente i campioni sono
stati trasferiti a 70°C per 15 minuti per inattigdlenzima. Per rimuovere i filamenti di RNA nediridi DNA-
RNA, & stato effettuato un trattamento coplldi RNasi H (2 UpL™, Invitrogen) a 37°C per 20 minuti. Il
cDNA ottenuto é stato conservato a -20°C fino al stilizzo, e diluito di 10 volte per I'analisi d&lspressione
del gene specifico d?. viticolao di 20 volte per I'analisi dell’espressione dengdi vite legati alla risposta a

peronospora ed oidio

3.6.3 Estrazione dell’lRNA totale dai tessuti fogliari fissati e sottoposti a microdissezione

Per l'estrazione dellRNA dai tessuti della micreskzione € stato utilizzato il protocolRicoPure RNA
Isolation Kit (Arcturus) con alcune modifiche. Aampioni precedentemente lisati e conservati a -80&di
Paragrafo 3.5.2) sono stati aggiunti 50 pL di €m@mnp0%. La miscela € stata trasferita su colonnine
precedentemente trattate con 250 pL di Conditiobimi@er per 5 minuti. | campioni sono stati centrifugatr pe
minuti a 100 x g, e successivamente a 16000 x §@secondi per favorire il legame del’'RNA alldama. A
questo punto & stato effettuato il trattamento EoiDNasi (RNase-free Dnase Set, Qiagen) per rinmgove
eventuali tracce di DNA, aggiungendo direttameni# eolonna 35 L di soluzione RDD e 5 pL di DNdse
Stock Solution. | campioni sono stati lasciati adubare per 15 minuti a temperatura ambiente. guise 40
ML di soluzione di lavaggio 1 (Wash Buffer 1; Pico® RNA kit) sono stati aggiunti alla colonna eanpioni
sono stati centrifugati a 8000 x g per 15 minutic&ssivamente la colonna contenente I'RNA & &st#ta con
100 pL di soluzione di lavaggio 1 (Wash Buffer gntrifugando per 1 minuto a 8000 x g, e successwen
con 200 pL di soluzione di lavaggio 2 (Wash Buf?¢rcentrifugando per 2 minuti a 16000 x g. Le sioloidi
lavaggio contengono etanolo che permette di rime@l@ impurita rimaste sulla colonna, mantenen&NA
legato alla membrana. | campioni sono stati cargéfi per un altro minuto a 16000 x g per rimuovarentuali
tracce di etanolo. La colonna é stata in seguésférita su un tubo da 0,5 mL e sono stati aggiltuL di
soluzione di eluizione. La colonna € stata incubaimperatura ambiente per 1 minuto, in seguittrifegata a
1000 x g per 1 minuto per distribuire la soluzigiheluizione, poi a 16000 x g per 1 minuto perreliRNA. |
campioni sono stati conservati a -80°C.

Per l'estrazione del’RNA dalle foglie intere fissadopo microdissezione laser (Paragrafo 3.5.2p state
effettuate delle modifiche al protocollo descrificecedentemente. Ai campioni fogliari sono statjiagti 200

ML di soluzione di estrazione e 200 pL di etand)&o7 Per il trattamento con la DNasi sono stati agii30 pL
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di Buffer RDD e 10 pL di DNase | Stock Solution. $eguito si € proseguito con i lavaggi allo stessmlo
descritto precedentemente. L'RNA é stato eluit@5ruL di soluzione di eluizione.

L'integrita del’lRNA estratto € stata valutata metie elettroforesi capillare con lo strumento Agfl@100
Bioanalyzer SystenfAgilent Technologies) usando il kit RNA 6000 Piéssay (Agilent Technologies) per i
campioni derivanti da microdissezioni e RNA 6000nblaAssay(Agilent Technologies) per le foglie intere
fissate. Lo strumento restituisce un profilo di amyzione del’RNA totale, in cui sono visibili sgptutto le
componenti pit abbondanti, ovvero gli RNA ribosdimia da cui &€ possibile valutare lo stato di imigg
dell'acido nucleico. Lo strumento restituisce inelun valore di integrita (RIN, ovvero RNlAtegrity Numbey

che permette di attribuire un indice qualitativbRMA totale.

3.6.4 Amplificazione del’lRNA e sintesi del cDNA dei campni fogliari fissati e sottoposti a

microdissezione

La retrotrascrizione del’RNA estratto da stomiegioni circostanti e dalle foglie intere fissatecDNA & stata
effettuata seguendo il protocollo che si basawtili?zo del kit MessageAmp || aRNA AmplificatiorA(nbion,
Life Technologies). Per ciascun campione, si éitpaid 10 pL (corrispondenti a 3-25 ng) di RNA asio da
microdissezioni e 400 ng del’RNA totale estrattla foglia intera fissata a cui sono stati aggid@ pL di
Reverse Transcription Master Mix composta da 1 pacdquaNuclease-freel pL di primer T7 Oligo(dT), 2 pL
10x First Strand Buffer, 4 puL di dNTPs, 1 uL RNashibitor e 1 pL di Array Script. | campioni sontas
miscelati gentilmente e incubati a 42°C per 2 arenbdo da favorire la sintesi del primo filameniccBNA.
Successivamente, la sintesi del secondo filamentNA é stata effettuata aggiungendo a ciascunpaame
80 pL di Second Strand Mastelix composta da 63 pL di acqduclease-freel0 pL di 10x Second Strand
Buffer, 4 uL di dNTPs, 2 uL di DNA Polymeraeel uL di RNase H. | tubi sono stati incubati a@er 2 ore.
Il cDNA cosi ottenuto & stato purificato aggiunger2b0 pL di cDNA Binding Buffer. La miscela é stata
trasferita all'interno di una colonna cDNA Filtea@ridge. Dopo centrifugazione per 1 minuto a 10808, il
filtrato & stato eliminato. Successivamente la ico#é stata lavata con 500 pL di soluzione di lgim@Wash
Buffer) centrifugando per 1 minuto a 10000 x g. Beper eliminato il filtrato, la colonna é statastferita su un
tubo pulito e sono stati aggiunti 18 pL di acdlizclease-freeiscaldata a 55°C. La colonna € stata incubata per
2 minuti a temperatura ambiente e poi centrifugeta 1 minuto a 10000 x g. All’eluato ottenuto scstati
aggiunti 24 pLdi IVT Master Mixcomposta da 4 pL di T7 ATP, 4 pL di T7 CTP, 4 pld@iGTP, 4 uL di T7
UTP, 4 uL di T7 10x Reaction Buffer4 uL di T7 Enzyme Mix per sintetizzare 'aRNAafhplified RNA). La
miscela é stata incubata a 37°C per 14 ore nelaaiscampioni delle microdissezioni o per 8 orecgado delle
foglie intere fissate.

L'aRNA ottenuto ¢ stato purificato per rimuovereiem, sali e nucleotidi non incorporati, aggiunger&60 pL
di aRNA Binding Buffer e 250 pL di etanolo 100%. bascela € stata trasferita su una colonna aRNt&rFil
Cartridge e centrifugata per 1 minuto a 10000 Ra@po I'eliminazione dell’eluato, la colonna é stimata con
650 pL di soluzione di lavaggio (Wash Buffer) céoggando per 1 minuto a 10000 x g. La colonna &ast@a
sequito trasferita su un tubo pulito e sono siggianti 100 pL di acqudluclease-fredpreriscaldata a 55°C). |
campioni sono stati incubati prima a 55°C per 1@utj poi a temperatura ambiente per altri 2 miruin

seguito centrifugati per 1,5 minuti a 10000 x caRNA cosi ottenuto € stato controllato per valigdenpurezza
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e quantificato con NanoDrop ND-8000 (Thermo FisBerentific) e in seguito concentrato con centrifiaga
vuoto (Eppendorf) fino al raggiungimento del volufirale di 30 pL.

La retrotrascrizione ¢ stata effettuata seguengooiiocollo che si basa sull'utilizzo dell’enzimarncSuperscript
VILO (Invitrogen). Si é partiti da 14 uL (corrispondeati210-630 ng) di aRNA da microdissezioni e foglia
intera fissata a cui sono stati aggiunti 4 pL d\MAkO Reaction Mix e 2 pL di Superscript Enzyme Mi@x. ||
tutto & stato incubato 25°C per 10 minuti, poi &2tper 60 minuti per la reazione di retrotrascnzad infine a
85°C per inattivare I'enzima. Il cDNA ¢ stato conseto a -20°C fino al suo utilizzo, e diluito rigpeamente di

10 volte per I'analisi dell’'espressione del genecdfico diP. viticolae di 20 volte per I'analisi dell’'espressione

dei geni di risposta della vite a peronospora.

3.7 Verifica del cDNA tramite PCR

Il corretto funzionamento della reazione di retstrizione e I'assenza di contaminazione da DN/Ao ssiati
verificati mediante amplificazione del gedetina (VIT_204s0044g00580), utilizzando una coppia dimer
disegnata su due esoni del geAet(PCR_For 5-TGACAATGGAACTGGAATGGT-3’; Act PCR_Rev5'-

ATCAGGCAGCTCTATAGTTCTTC-3) (Figura 3.9).
> cl ass=Sequence position=chr4:21427866..21431057 (- strand)

ATGATTCTTC CCCACTCCTT
TCACACTCTC TCACTTCCTC
TCGGAGATTG GCTTGGATCT
TTTTCGATTT CAACCGATCT
TTTAGATTTG ATTTGIGAAA

GAAGTAGCTT

GATTTTGITT

ATCTAGICTG ATACAAAGGT

TGAAGCCGGT

GAAATCTATA

TGITGAGICAG ATCTGACTTG
TGTCGAAGGT TAATTATGIT
GAAAATGGAG CAAAAAAAAA

CATAAACTGA
TCTACGAATG
TGGAACTTTT
GTAAAATTTT
ATTATCTGAA
TATTTCTCAT
TGAAGGTCTG
AGCTTTCCAT
GTCGGCCAAG
GGTATTCTTA
ATTCTACAAT
GAGAAAAGAT

ACCGAATGGT
TAATTTATTT
TGATTCAGGA
GGTAGCCTCA
AAAGCTAAAA
GCAGGTAATA
TTGITTCTTT
GITATGCTTT
GCACACTGGT
CCTTGAAGTA
GAGCTTCGGG
GACTCAAATC

TATGCCAGIG GGCGTACAAC

AGCCTGAGIT
TGAAGGTTAT

CTAACTTGCT
GCACTTCCCC

CATTTCGCTC
ATTTCATTTT
CTGITCCTCC
GATTTCTATT
ATGATGAGIT
GTAGTGATTT
TGAGAGICCT
TTAAGTTGAT
TTTCATGTAT
GTGCCTTTGA
AAAAAAACAT
TGGTAGGACC
TGATTTTCTT
AATCAACTGA
TTTCAAAGTA
AGGTGAATAT
AAAGGATGGEC
CTTGCTTGAT
ATATGCAGGC
GICATGGTTG
TCCCATTGAA
TTGCCCCTGA
ATGTTTGAGA
TGGTTCGTAT
CCTTTGACTA
ATGCTATCCT

TAACTGAGAG GGGITACATG TTCACCACTA

GCTCTTGACT
AGTCATTACT
GAATTCATGA
AGTGGTGGGT
GATCAAGGTG
AGCAGGTGAT
TTGGTACAGA
ACAAGTCCTT

ACGAGCAAGA
ATTGGAGCTG
GACTACCTAC
CAACCATGTT
GTGGCACCAC
TTTCATTTTT
TGTGGATCTC

GCTGGAAACT
AGAGATTCCG
AACTCCATCA
CCCTGGTATT
CTGAGAGAAA
TGITTTTGGT
AAAGGGTGAA

TCATTTCATT TGCATTTCCG CACTCTCTCT

TCCAAGCCTT

TTCCCAAGCC

TAGAGAGAGA

TTCGCCTCCG ATTCTCTCTG CTCTCTGICT
TTTTTCCCTG AAGTCATTGA TTTTGITCCC

TTTGTGICGA

TCTGTGECCG ATTTGGCTAA

CTTCGICCCG ATCTGGTATT
GATTTGTAGG ATCGATGTIGT

TGATGGTGAG TTCCTTTTTT

TGACATGGAG ATGIGITGAG

TGATTCATCT

TCTTGITACT

GTGGGGITAT
ACGTGTGGAG

TTGTTCGICT
ACTCTTTTGC
TGATCAAGTG
AGTCATGAAT
CCTTGAGTAA
AGCATCCAAG
TTTGGAGAAA
TCATTTAGAT
TTGTCAAGCA
CGATACTGAA
ATGCAGATTT
TGGATTTGCG
GGATGGGTCA
CATGGTATTG
AGAACACCCA
CTTTTAATGT
TAAAATCTTT
GGTATTGIGC
TCGTCTTGAC
CTGCTGAACG
GCAAAGAGCA
TTGTCCAGAA
TGAAGTGTGA
GCTGACAGAA
GTACAGTIGTC
TTTTACAAAT
TATGATGAAT
CCCCCTTTAG
TGAAGACAAG
GGATTTATCT

GATCTGCTCT
TTAATTCACT
TAAATTTTGA
CTTTAATAGT
GGGATTTGTT
CATAGAATTA
GTATCTAAAC
TTGTATGITT
GCAAAACTTA
GATATCCAGC
GITGIGITGT
GGTGATGATG
AAAAGATGCC
TCAGCAATTG
GTGCTTCTAA
GCCTGCCATG
TTGGATTGGA
TGGATTCTGG
CTTGCTGGAC
GGAAATTGTC
GCTCCTCAGT
GTCCTCTTCC
TGTTGATATC
TGAGCAAGGA
TGGATTGGAG
GGITTGATTC
CTGGICCATC
TTGECTTTTC

TTTGGTGIGA
TTTAGITGCT
TCTTTTGITT
TGATTTGIGA
TTATCTTAAT
ACTGCATGGT
TGGAGGTCCA
ATCATTGTAC
CAATAGGCAT
ATCATTTATA
AACTTTGITA
CCCTCGICTG
TTGCTGCTCC
CTCCCAGGGEC
TATGITGGTG
GGATGACATG
CTGAGGCACC
TATGITGCCA
ATTTTCATTT
TGATGGIGIG
GTGACCTCAC
CGGGACATGA
TGAGAAGAAC
AGCCATCTCT
AGGAAGGACC
AATCACTGCT
GATCAATTCT
TTTTATTGCA
CATTGICCAC
GTGICATGTG

CTTCTATATA
GCACCCCAAG
CCCCAGICTT
TTGATGCGAT
TCGATCGGIT
TTTATTGIGA
TGIGGATCTT
GGATCTCTGC
AAATATTTTC
ATTTTTTCTT
TTCTAAGGAT
AAATTATCTA
ATTGCGGACT
TATGITTGIT
ATGAGCGAGA
TACTTTGICC
TGACAATGGA
TCAAATGCTC
AGTGTITTCCT
ATGAAGCCCA
GAAAAGATTT
CCTCAACCCC
TTCAGGCTGT

TAGCTCCCTC
CCCATCGTCT
TAAGGTATGC
TTTACTTGAT
TGATTGAGGA
GAGAGGTGAG
TTATGIGITG
TTTTTATCAT
TGCTTGGATC
TGGTTGCTGA
GAACAACTGT
AAATATTGGA
TAGICTGITT
TCAAAACCAA
AGGCATGGAA
CCTGACTTCA
ACTGGAATGG
AATTTGAATA
AGTATTGIGG
ATCTAAAAGA
GGCATCACAC
AAGGCCAACA
TCTTTCTCTA

TTCTTTTCTG TTGITAGTGT
AGTCACACTG TGCCAATTTA
TGATCGCTCTG ATGAAGATTC

TATATTTGIG ATCTTGATGT

AGGAAAAGCT
TATGAGCTGC
CATTGGGATG
TCTATGGCAA
CTTGCTCCCA
TGCATCCCTC
TGATACTAAC
AGGAAGT GCT
TCATGTGAAC
ATTGTACCCT

TGCATATGIT
CTGATGGGCA
GAAGCTGCAG
CATTGTGCTT
GCAGCATGAA
AGCACCTTCC
ATCCTTTTTG
TCTAAGTAAT
TCAGTTTGGT
TCGCACGATA

TCAGICCTTG CCTTGCGICA
TTTTTCCCTT

TCTATGGTCC AACCTCGICT

GTAATGGTCC
TTTAGTAGGA

CTATTTTTTA ATTTTCATAT TTGAAGITTT TTCCCTGGGA

TCTGGATCCT

GGGGECCAGG CTATTGCAAC

TGITTGTAGC AGGAGAGTGA
ACATTTATGT TAATATTTAT

TTGGTGATGC
TGTATGAGAA

ATTTTATATT AGITGICAGIT TGCGGTATTA AACTCCTTAT TGAAATTATA TTTTATACTG GGITGAAAGC TT

Figura 3.9: Sequenza del geetinacon gli esoni evidenziati in grigio, gli introm azzurro e le UTR in giallo. | primer

Act_PCR_For Act_PCR_Reusati per verificare I'assenza di DNA nel cDNA sandicati in rosso.
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Le reazioni di amplificazione sono state realizzassemblando la miscela di reazione inp@5finali come
riportato in Tabella 3.7, utilizzando il termocitdee T-gradient (Biometra) secondo i cicli di arfiphzione

descritti nella Tabella 3.8.

Tabella 3.7: Miscela per la reazione di PCR.

Componente Quantita da aggiungere
10 x DreamTaq Buffer 25puL

dNTPs (2mM ciascuno) 2,5puL

PrimerForward (10 mM) 1puL

PrimerRevers¢10 mM) lpuL

DreamTaq DNA Polymerase (5SU L 0,125 uL

cDNA (1/10) luL

H-0 16,875 puL

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 amatiti mediante corsa elettroforetica in gel di agar in
tampone TAE 1x (0,04 M Tris-acetato, 0,0001 EDTA §M8). Il gel & stato ottenuto sciogliendo I'agéwas
tampone TAE 1x, processo ottenuto attraverso daltlamento con forno al microonde della miscela fial
ebollizione. La soluzione é stata in seguito raffieta a circa 60°C e addizionata di bromuro di@fstock 10
mg mL?) per avere una concentrazione finale di 0,1 pg dilbromuro di etidio nel gel. In seguito la soluzo
e stata versata in uno stampo su cui € adagiatpetime che permette la formazione dei pozzetti iper
caricamento dei campioni. | campioni, cui sonoistggiunti 1/6 di volume di soluzione di loadingffeu 6%,
sono stati caricati nei pozzetti e successivamestata applicata una differenza di potenzialeedgtirodi pari a
5 Volt cm* che spinge gli acidi nucleici a migrare versodlgpositivo.

A fine corsa il gel & stato esposto a raggi UV rarté transilluminatore Gel Doc (Bio-Rad) per I'asseione
delle bande di DNA o RNA: il bromuro di etidio, éato dalla radiazione ultravioletta, emette radiae
fluorescente, cosicché il DNA o RNA diventa visiial transilluminatore per la presenza di moleddle

bromuro di etidio intercalate.
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3.9 Analisi dell’'espressione genica mediante real timeCR

3.9.1 Preparazione delle reazioni per I'analisi real timePCR

Per lo studio dei profili di espressione dei genilifesa della vite a peronospora ed oidio e dei §.O sono
state effettuate delle reazioni di real time PCR pkrmettono di ottenere una quantificazione di tiglativo
dell'espressione genica. La real time PCR €& unaidacaltamente sensibile che consente la quartifina di
trascritti scarsamente rappresentati e di piccalgazioni nell’'espressione di un gene. La tecnioasiste nel
sintetizzare prodotti di PCR in presenza del coltgdluorescente SYBR Green che si lega al DNA ppdo
filamento generando un segnale di fluorescenzagprignale al numero di molecole sintetizzate.

Le reazioni di amplificazione a partire dal cDNAuitio sono state effettuate utilizzando i primeegfici per
I'amplificazione dei geni di interesse e dei geniiftrimento riportati in Tabella 3.9 e 3.10. liper per la real
time PCR sono stati disegnati con l'ausilio delgyeanmaPrimer3 (http://primer3.sourceforge.net) indicando un
amplicone di dimensioni ottimali pari a 80-150 bprea temperatura aneltingdi 55°C o 60°C. | primesono
stati controllati con [I'applicazioneOligo Analyzer V.1.0.2 (www.bio.net /bionet/mm/bio- soft/2001-
September/023431.html).

Le reazioni di amplificazione sono state prepartdiézzando la miscela Platinum SYBR Green qPCRe8up
Mix-UDG (Invitrogen), che contiene I'enzima PlatmuTaq DNA Polymerase, la molecola fluorescente SYBR
Greenl, MgCl, e dNTPs. E stato inoltre aggiunto il ROX Referebge (Invitrogen) per normalizzare il segnale
di fluorescenza tra le reazioni. Ciascuna reaziireamplificazione di ogni campione di cDNA con ogwmippia

di primer € stata condotta in triplicato (replideeniche). Tutte le reazioni sono state realizaaten volume
finale di 10 pL nello strumento Light Cycler 4800ghe) impostando il seguente programma: 50°C per 2
minuti, 95°C per 2 minuti, 50 cicli di 95°C per $Bcondi, 60°C per 30 secondi. Al termine dei 50 aiviene

il protocollo di dissociazione che consiste nelffento graduale della temperatura da 60°C a 95°C.

La quantificazione del prodotto di amplificazioriteouto mediante real time PCR si basa sul fatéongila fase
esponenziale l'efficienza di amplificazione &€ massied in condizioni ottimali la quantita di ampléio
raddoppia ad ogni ciclo. Due campioni possono esgeindi confrontati rispetto al numero di cicloRCR (G)

in corrispondenza del quale il valore della lotmfliescenza supera il valore soglia (Figura 3.16anpioni che

raggiungono prima il valore soglia hanno urireriore e sono quelli che contengono piu tempthtpartenza.
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Figura 3.10: Esempio di curva di amplificazione nella real tiR@€R.
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Il graduale incremento della temperatura duranfeatocollo di dissociazione finale provoca la digazione
delle molecole di amplificato al raggiungimentolddbro temperatura dhnelting L'apertura della doppia elica
degli amplificati provoca la liberazione della nmiéa di SYBR Green con conseguente riduzione della
fluorescenza.

La derivata negativa della curva di abbassamerita fleorescenza in funzione della temperatura gmés un
picco in corrispondenza della temperatura di disgigne del prodotto amplificato. La presenza diumico
picco corrispondente alla temperaturardgiltingdell’amplicone previsto conferma la specificital@ehplificato.
Mentre la presenza di picchi multipli a temperatdigerse pud indicare la presenza di amplificafieasfici
oppure di dimeri dei primer che influenzano la ettea stima della quantitd dell’amplificato, e quird

guantificazione relativa dell’'espressione genidagdee di interesse.

3.9.2 Analisi dei dati di real time PCR

Per I'elaborazione dei dati di real time PCR, ilova di efficienza di amplificazione per ciascum@zione &

stato calcolato utilizzando il programma LinReg PTIRL (Ruijter et al. 2009), in base alla seguenigazione:

Log(Ro)= Log(No)+Log(Eff)*C

In cui, Ry e C sono rispettivamente i dati delle misure di fllsmenza ed il numero dei cicli, mentre LiHg) e
Log(Eff) sono rispettivamente l'intercetta e la pendengdlaccurva di amplificazione. Per evitare un’amlagu
selezione dei punti all'interno della fase esporaaz I'algoritmo LinReg PCR identifica la migliodgea di
tendenza per ciascuna curva di amplificazioneizaéihdo da 4 a 6 punti e selezionando il massinhorevali
pendenza (valore dell’efficienza di ciascuna reae)o

Utilizzando il softwareLight Cycler 480 1.5.1.62 SP2 (Roche) & statordeteto il valore di ciclo soglia C
(cycle thresholl che corrisponde al punto in cui la fluorescesapera il valore utilizzato come soglia (cioé il

rumore di fluorescenza di base).

Analisi dell’espressione dei geni di risposta defiee a P. viticola in foglie intere e in campioni sottoposti a

microdissezione
La quantificazione relativa € stata calcolata ¢equazione di Pfaffl (Pfaffl 2001):

espressione relativa EﬁgengACtgene(controllo-mocuIat?(Eﬁ:rif)ACtnf(controIIo-lnocuIato)

Effyene efficienza di amplificazione del gene di intergss

Eff;: efficienza di amplificazione del gene di riferinte (Actina_J);

ACtgepe differenza tra il valore di Ct del campione catitr e quello del campione inoculato per il gene di
interesse;

ACt;: differenza tra il valore di Ct del campione cofiy e di quello del campione inoculato per il gatie

riferimento.

L'equazione di Pfaffl combina la quantificazionela normalizzazione in un unico calcolo e permetie d

esprimere il livello di espressione relativo di gane come numero di voltéold changé con cui cambia
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'espressione del gene nel campione inoculato ttispal livello di espressione nel campione di fifegnto
(controllo), normalizzando in base al livello dpesssione del gene di riferimento.

Come riferimento é stato utilizzato il geAetina_1(Act_1 VIT _212s0178g00200) che é risultato costitutivo
durante l'infezione diP. viticola (Polesani et al. 2010, Perazzolli et al. 2011).ftglia intera fresca del
campione controllo & stata inoltre utilizzata corifierimento per il calcolo del livello di espresse relativo
nelle foglie intere fresche. La foglia intera figsadel campione controllo & stata invece utilizzatame
riferimento per il calcolo del livello di espress®negli stomi e nelle regioni circostanti del céonp controllo,

inoculato-locale e inoculato-distale e nelle fogfitere fissate del campione inoculato-locale eutato-distale.

Analisi dell'espressione dei geMiLO e dei geni di risposta della vite ad oidio in pafrasformate

La quantificazione relativa é stata calcolata @fofmula riportata in Hellemans et al. (2007):

Normalized Relative QuantiiNRQ) = RQ/NF

Relative QuantificatiofRQ) =Eff (Ct-Ct")

Normalization FactoNF) = media geometrica delle RQ dei geni di fifemto considerati.

Eff: efficienza di amplificazione, calcolata dal pragrma LinReg PCR 11.1 (Paragrafo 3.9.2);

Ct: il ciclo soglia dell'amplificazione di un gefire uno specifico campione;

Ct": corrisponde alla media dei Ct tra tutti i cdonp analizzati per lo stesso gene nel calcolo ldello di
espressione dei geMLO nel controllo EVB e nelle linee trasformate cormtdistrutto per il silenziamento dei
geniMLO. Mentre, per il calcolo del livello di espressiothel geni di risposta della vite ad oidio nel colitro
EVB e nella linea TLB4, Ct’ corrisponde alla medii Ct nel controllo EVB a 0 dpi.

Come geni di riferimento sono stati usdtctina 2 (Act_2), Glutaraldeide-3-fosfato deidrogena&ADPH) e |l
Fattore di elongazioned(EF-1c) (Reid et al. 2006). La stabilita dei geni di rifeento € stata valutata tramite
il softwareGeNorm(medgen.ugent.bghdesomp/genorm/) (Vandesompele et al. 2002) arpatéalle loro RQ.
Per ogni gene di riferimento, il programma GeNomnnisce un valore di stabilita (M), definito come |
variazione media a coppie di un particolare gendfeliimento con gli altri geni oggetto di studibtre geni
hanno presentato un valore di stabilita M, parj5a Gome riportato in letteratura (Strube et ab&0van Hiel et
al. 2009, Ling and Salvaterra 2011), i geni diriifeento con valori di M al di sotto di 1,5 sono saterati
stabili.

L'espressione relativa percentuale (RE %) & stalaotata come il rapporto tra la media del livetid
espressione relativa del gelie.O a 0, 1 e 10 dpi nella linea trasformata con il md&t per il silenziamento dei
geniMLO e la media dell’'espressione relativa del geté a 0, 1 e 10 dpi nel controllo EVB, ed espressa come

percentuale.
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3.10 Analisi istologica

3.10.1Analisi istologica delle foglie inoculate corPlasmopara viticola

Per verificare I'avvenuta infezione Bi viticolanelle foglie e per osservare le strutture del pattogall’interno
dei tessuti, due mezze foglie dal campione comtroldal campione inoculato-locale per ciascunaicaEono
state trattate seguendo il protocollo descrittdddez-Navajas et al. (2007) con piccole modificheampioni
fogliari sono stati decolorati in una soluzioneidliossido di potassio (1M KOH) a 95°C per 15 minaitin
seguito trasferiti in una soluzione fresca di KOgt 45 minuti a temperatura ambiente. In seguitgmpioni
sono stati sottoposti a 3 lavaggi con acqua didiltli 15 minuti ciascuno e incubati nel coloraritedi anilina
(0,05% in 0,067 M KHPO, pH 8). | campioni sono stati in seguito trasfesiti vetrino con la pagina inferiore
rivolta verso l'alto ed e stata verificata la pmezz del patogeno all'interno della foglia utilizg®n un
microscopio a fluorescenza (Leica LMD 7000) cotrdilLMD (filtro eccitazione BP 380-420nm, 415 diolw
mirror, e emissione BP 445-485). Il colorante iatgsce con iB-1,3 glucani della parete del patogeno
permettendone la visualizzazione in fluorescenzso(Hand Shew 1996).

Per determinare il numero di stomi infetti, 10 adeel mm ciascuna sono state selezionate in mamimedom
sulle meta foglie dal campione controllo e inocodiicale. Gli stomi che presentavano la zoospocastata,
I'ifa primaria formata e I'austorio sono stati catite la percentuale degli stomi infetti & statie@ata rispetto al

numero di stomi totali.

3.10.2Analisi istologica delle foglie inoculate corErysiphe necator

Per visualizzare lo sviluppo dt. necatorall'interno dei tessuti e per osservare i possibikccanismi di
resistenza sono state raccolte 2 foglie per 3daleplbiologiche da ciascuna linea trasformata &% 21 dpi. Le
foglie sono state trattate come descritto in Vaeaek al. (2000) con alcune modifiche. Le foglimsstate
tagliate in piccoli pezzi che sono stati adagiatcarta Whatman bagnata con etanolo:acido aceido {/v) in
piastre Petri (92 mm) fino alla completa rimoziowkella clorofilla. | campioni fogliari sono stati
successivamente incubati su carta impregnata diaagy piastre Petri (92 mm) per 2 ore e sono sfaitidi
incubati su carta bagnata con lactoglicerolo (gtiteacido lattico:acqua, 1:1:1, v/v) in piastrariP@2 mm) per
12 ore e conservati in questa soluzione fino akogazione al microscopio.

Per l'osservazione al microscopio i tessuti foglewnservati in lactoglicerolo sono stati posti wu vetrino
posizionando una goccia di blu di anilina (0,1%\wih lactoglicerolo). Il colorante in lactoglicdm non
fluoresce, e le strutture del patogeno (ife, coaidppressori) sono state visualizzate in campar@imediante il
microscopio Leica LMD7000 (Leica Microsystems, Watz Germany). Una volta localizzate le spore,agast
usata la fluorescenza con un filtro LMD (filtro @ezione BP 380-420nm, 415 dichroic mirror, e einiss BP
445-485) per visualizzare I'autofluorescenza coa oalorazione blu-verde associata alle celluletiefe alla
formazione della papilla (Vanacker et al. 2000).pagilla & prodotta dalla pianta per preveniredagirazione

dei patogeni ed & composta da callosio e da comfposiici che sono autofluorescenti (Vanackerle2800).
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3.11 Analisi statistica

Gli esperimenti sono stati ripetuti 2 volte e iidaino stati analizzati con il programma Stati€i¢8tatSoft).
L'F-test e stato applicato per dimostrare I'assetizdifferenze significative tra 2 esperimentiX 0,05) e i dati
di 2 esperimenti sono stati raggruppati. | val@il'dspressione relativa sono stati trasformatndsala formula
y=log;o(1+x) (Casagrande et al. 2011). Dopo validazionka ddistribuzione normale (test di Kolmogorov-
Smirnov o di Shapiro-Wilkg > 0,05) e dellomogeneita della varianza dei latvene’s testy > 0,05), € stata
condotta I'analisi della varianza (ANOVA) utilizzda il test di Tukey o di Fisher per determinardaténze
significative ¢ < 0,05). Per I'analisi dell’espressione dei gktiO nel controllo EVB e nelle linee trasformate
con il costrutto per il silenziamento dei géviLO a 0, 1 e 10 dpe stata applicata 'ANOVA a due vie
considerando allo stesso tempo sia I'effetto deikea sia del tempo scelto per il campionameN& caso in cui
le assunzioni per I'applicazione dellANOVA non ecarispettate, & stato applicato il test non-pateotedi

Krustal-Wallis.
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Tabella 3.9: Sequenze dei primer dei g_;eni di

risposta dellaaRlasmopara viticolger I'analisi dell’espressione mediante real tin@RP

Abbreviazione del
gene

Nome del gene

Accession
number?

Codice del gene di vit2

Sequenza dei primet

Referenzd

PR-2
PR-4
OSM-1
TLP-4
TLP-5
GLP-7
GLP-2
NAC
CHI
Cells
Act_1
LSU

Proteina di patogenesi 2
Proteina di patogenesi 4
Osmotina 1

Proteina Thaumatin-like 4
Protein Thaumatin-like 5
Proteina Germin-like 7
Proteina Germin-like 2
Fattore di trascrizion®lAC
Calcone isomerasi
Cellulosa sintasi D3
Actina_1

Large ribosomal subufit

AJ277900
CF074510
XM_002282928
XM_002282957
XM_002283046
NM_001281015
NM_001280985
Q52QR5
NM_001281104
XM_010664727
XM_010659103
KM279688

VIT_208s00076060

VIT_214s00813000

VIT_202s0025904310

VIT_202s0§24290
VIT_20250§25270
VIT 2145012850
VIT 2145006000

VIT_201s0026¢02710

VIT_213s0067903820

VIT_202s0012902190
VIT_212s0178900200

For: GTTATTTCAGAGAGTGGTTGG(
Rev: AACATGGCAAACACGTAAGTCT
For: CAGGCAACGGTGAGAATAGT
Rev: ACCACAGTCCACAAACTCGT/
For: CGCTGCGCTAAAGACTAC(

Rev: AAAAACCTTGAGTAATCTGTAGCA
For: CACTGTTTTCAGGACCGAT(
Rev: GGGCATGTAAAGGTGCTTG
For: CTAGGGTGCTTTTGAGTCC!
Rev. CGTAGAAAAGTTGTTGCATGAG
For: GGGTGTCAGTGGCTCGTAT
Rev: CGGTGTTCAGGGTTGGATG
For: CGAGTTGGATGTGGGGTTC.
Rev: GACTTCGCCGTTGTTCTTC
For: AACTGCCATGCCAATACAAC
Rev: AACCAAGCCTAATCACTGAA
For: AACTTCTGGTAGGGACCCATC
Rev: GAAGGATGAAACCTTCCCACC!
For: CAGACGAAGACTTCGCTGAT
Rev:GGAGTCCATGAGTTGCTGT/
For: ATTCCTCACCATCATCAGC!/
Rev: GACCCCCTCCTACTAAAAC”
For: GTGGTCAGTATGGGCACTT(
Rev:GCGACTCAAAGAAAACGGGT

Perazzolli et al. 2011
Perazzolli et al. 2011
Perazzolli et al. 2012
Santi et al. 2013
Santi et al. 2013
Godfrey et al. 2007
Godfrey et al. 20C
Polesani et al. 2008
Legay et al. 2010
Polesani et al. 2008
Polesani et al. 2010

Gindro et al. 2014

& Accession number del databagational Center for Biotechnology InformatigNCBI) (www.ncbi.nim.nih.gov).

®Codice del gene di vite della versione V2 del geadhttp://genomes.cribi.unipd.it/grape/).
¢ Sequenze dei primefsrward (For) ereverse(Rev). Le referenze delle coppie di primer sonsdguentiPR-2e PR-4(Perazzolli et al. 2011Y,LP-4e TLP-5(Santi et al. 2013)DSM-1(Perazzolli et
al. 2012);NACeCellS(Polesani et al. 2008LHI (Legay et al. 2010)Act_1(Polesani et al. 2010).

¢ 1l genelarge ribosomal subuniiLSU) di P. viticolae stato usato per identificare la presenza degeai all'interno dei tessuti fogliari.

dReferenza dei geni di vite.
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Tabella 3.10:Sequenze dei primer dei geni di risposta dellaa/iteysiphe necatoper I'analisi dell’'espressione mediante real tiER.

Abbreviazione del Nome del gene Accession Codice del gene di vit® Sequenza dei primet Referenzd

gene number?

EF-1a Fattore di elongazionenl EC959059 VIT_206s0004903220 For: GAACTGGGTGCTTGATAGG! Reid et al. (2006)
Rev: AACCAAAATATCCGGAGTAAAAGA

GADPH Glutaraldeide 3-fosfato deidrogenasi CB973647 V7s0000g10430 For: TTCTCGTTGAGGGCTATTCC, Reid et al. (2006)
Rev: CCACAGACTTCATCGGTGAC,

Act_2 Actina_2 EC969944 VIT_204s0044900580 For: TCCTTGCCTTGCGTCATCTA Reid et al. (2006)
Rev: CACCAATCACTCTCCTGCTACA/

MLO-6 GeneMLO-6 NM_001281076 VIT_213s0019904070 For: GTGCAGTTATGTGACACTCC( Winterhagen et al. (2008)
Rev: ACACACCATCCGAGTG(

MLO-7 GeneMLO-7 NM_001281079 VIT_213s0019904060 For: CTTTCTTCGCATGGAGCAC( Winterhagen et al. (2008)
Rev:GAGCCCATCTGTGTCACCA/

MLO-11 GeneMLO-11 NM_001281084 VIT_208s0040902170 For: GCACCCCCTTACATGG! Winterhagen et al. (2008)
Rev:TCTGGACCAGGATTTCTATGATC

MLO-13 GeneMLO-13 KR362917 VIT_206s00049g03100 For: CTGGTGACACAGATGGGTT!( Winterhagen et al. (2008)
Rev: CTACTTGACATGGGTGTGG

WRKY-19 Fattore di trascrizione WRKY-19 NM_002282222 VIT 780141900680 For: GGGGAGGCTGTGGTTAGGT Guo et al. (2014)
Rev: GTTTGGCATTTGGCTTGTC

WRKY-27 Fattore di trascrizione WRKY-27 NM_002272468 VIT 830058901390 For: CTTGGATCAGAATCACCCCTA/ Guo et al. (2014)
Rev: GCCGTGGTATGTGGTTTTGT

WRKY-48 Fattore di trascrizione WRKY-48 NM_002280995 VIT 580046901140 For: CAAGATTTCAAGGACCAAGCAC Guo et al. (2014)
Rev: AGTATGCCTTCCTCGGTATG

WRKY-52 Fattore di trascrizione WRKY-52 NM_002267757 VIT 480050902510 For: CCTCTTGATGATGGGTTTAGT Guo et al. (2014)
Rev: GTCTTCCACGGTAGGTGATT

ASL-1 Acetolattato sintasi NM_002274037 VIT_214s0068g@L96 For: CCGTGCATACCGAGCATTT( Questo studio
Rev: AGGCCGGTTCTGTATGTTG

EDS-1 Proteina Lipase-like NM_010664719 VIT_217s0000175 For: AGGGTTTTATATTGTTATCTCAAGGC Gao et al. (2014)
Rev:GAAGAAAATATCTTATTACTACATAATGTTTCA

LOX-9 Lipossigenasi 9 AY159556 VIT_214s0128g00780 For: GACAAGAAGGACGAGCCTTC Dufour et al. (2013)
Rev: CATAAGGGTACTGCCCGAA/

LOX-1 Lipossigenasi 1 XM_002263818 VIT_213s0064901480 For: ATCAATGCTCTTGCTCGGG! Questo studio
Rev: CCAGAGCTGGTCATAGGCA(

PAD-4 Proteina Lipase-like NM_002280750 VIT_217s0000g@742 For: ACGATTGCACTGGTAAGCC/ Questo studio
Rev: CGACTCCGTCATCGCCTAA,

PEN-1 Sintaxina NM_002263950 VIT_208s0032901150 For: CTTCGCAAGAAGCTCAGGG! Questo studio
Rev: TGCTCTTGGATCGCCTTCT

PR-1 Proteina di patogenesi 1 AJ536326 VIT_203s0088g0069 For: CCCAGAACTCTCCACAGGA( Dufour et al. (2013)
Rev: GCAGCTACAGTGTCGTTCC.

PR-6 Proteina di patogenesi 6 AY156047 VIT_205s0020g0502 For: ACGAAAACGGCATCGTAATC Dufour et al. (2013)
Rev: TCTTACTGGGGCACCATTT!

NPF-3.2 Transportatore N& NOs” NM_002277950 VIT_208s0040g00830 For: TCGTCACATCAGCACAGCT Questo studio

Rev: ATCTGCGAGCCAATGGAAC/

3 Accession number del databaéational Center for Biotechnology Informati¢NCBI) (www.ncbi.nim.nih.gov)? Codice del gene di vite della versione V2 del gemom

(http://genomes.cribi.unipd.it/grape?Sequenze dei primefsrward (For) ereverse(Rev). Le referenze della coppia di primer sonsdguentiEF-1o, GADPHe Act_2(Reid et al. 2006)MLO-6,
MLO-11eMLO-13(Winterhagen et al. 2008)yRKY-19WRKY-27WRKY-48WRKY-52Guo et al. 2014)EDS-1(Gao et al. 2014);0X-9 PR-1e PR-6(Dufour et al. 2013).
4 Referenza dei geni di vite.
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4 RISULTATI

4.1 Ottimizzazione del protocollo di microdissezione Iser per lo studio della risposta

sito-specifica della vite a peronospora

4.1.1 Inoculo conPlasmopara viticoladi foglie di piante cresciutein vitro

Le foglie di piante cresciutim vitro sono state inoculate con una sospensione sterffe dticola.| campioni
sono stati prelevati da foglie trattate con acaquifollo), dall'area inoculata (inoculato-locakeall’area non
inoculata (inoculato-distale) di foglie inoculatencil patogeno ad 1 dgFigura 3.6, Paragrafo 3.3.2). Mediante
colorazione con blu di anilina & stato osservataviduppo diP. viticola all'interno dei tessuti fogliari. In
particolare € stato possibile osservate le strittipiche del patogeno nel campione inoculato-ea 1 dpi,
ossia le zoospore incistate in prossimita dellanstola formazione della vescicola nella cameraostitnatica,
con la presenza dellifa primaria e dell’austoriingario (Figure 4.1 A-B). Come atteso, nei campiooitrollo

non é stata osservata la presenza del patogenodFdL C).

Figura 4.1: Analisi istologica dello sviluppo dtlasmopara viticolanelle foglie di piante cresciube vitro ad 1 dpi.
Le foglie sono state inoculate cBnviticola (inoculato-locale) o trattate con acqua (contdathiocondizioni sterili.
L'infezione diP. viticolaé stata analizzata (A, B) nel campione inoculatale e (C) nel campione controllo a un giorno
dall'inoculo mediante microscopio a fluorescenzaeguito a colorazione con blu di anilina. Nelgufie sono indicati
esempi di: zoospora incistata (ZI), vescicola sitimatica (SV), ifa primaria (IP) e austorio prilaAP) in prossimita
dello stoma (St).

La percentuale degli stomi infetti, ossia degli nstoche presentano zoospore incistate 0 vescicole
sottostomatiche, é risultata pari al 18% degli statali (Figura 4.2 A). A sette giorni dall'inoauyl I'infezione
con P. viticola & stata confermata dallo sviluppo dei sintomi deksonospora con un’intensa sporulazione
(Figura 4.2 B) e produzione di sporangi (Figura @)2sulla pagina inferiore del campione inoculatodle. In
particolare, le foglie inoculate presentano in raeéif = 3 % della loro superficie coperta dalla sfamione e

6,6 +0,07 x 1®sporangi ¢ di peso fresco della foglia.
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Figura 4.2: Infezione diPlasmopara viticolanelle foglie di piante cresciuta vitro.
(A) La percentuale di stomi infetti & stata valata un giorno dall'inoculo contando il numero tirsi con zoospore
incistate o vescicole sottostomatiche con ifa priena austorio primario. La severita della maladtistata valutata a sette
giorni dall'inoculo ed espressa come (B) percentdabrea fogliare coperta da sporulazione e coma@@)ero di sporangi
di P. viticolaper grammo di peso fresco della foglia. L’F-test iha rivelato differenze significative tra due egpenti
indipendenti (P = 0,2) e i dati dei due esperimsatio stati quindi raggruppati. Gli istogrammi reggentano i valori
percentuali medi e gli errori standard di 10 repticli due esperimenti indipendenti.

4.1.2 Analisi dell’espressione genica in foglie intere &sche
4.1.2.1 Estrazione del’RNA da foglie intere freschee valutazione della qualita

L’'RNA estratto da foglie intere fresche di piantestiutein vitro (foglie intere fresche; Paragrafo 3.3.2) trattate
con acqua o inoculate cdp. viticola & stato controllato mediante corsa elettroforeticayel di agarosio,
dimostrando la presenza di RNA di buona qualitgffa 4.3). Sono infatti visibili bande nette e dndnsione
attesa corrispondenti al’lRNA ribosomiale, mentanrsono presenti bande a basso peso molecolaree idd
degradazione del’lRNA. L'assenza di bande ad attsopmolecolare al di sopra del’RNA ribosomialeidad

inoltre che non ¢ visibile la presenza di DNA gef@mmei campioni estratti.

Controllo Inoculato-locale

Figura 4.3: Corsa elettroforetica in gel di agarosio del’'RNArato da foglie di piante cresciuitevitro.
Come esempio € riportata la corsa elettroforetitizRiA estratto da quattro repliche (1, 2, 3, 4)lddbglie trattate con
acqua (controllo) e delle foglie inoculate d®nviticola(inoculato-locale) a un giorno dall'inoculo. M: ncatore di peso
molecolare GeneRuleDNA Ladder mix ThermoFisher Scientific).
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La qualita e la resa del processo di estrazion® state anche valutate tramite misure spettrofotioche,
ottenendo dei rapporti A260/A280 e A260/A230 maggii 1,8, che indicano rispettivamente una ridotta
quantita di proteine e una bassa concentraziopelidiaccaridi, con una resa maggiore dij5g2

L’'RNA di ciascun campione é stato quindi trattatm ¢enzima DNasi allo scopo di eliminare le evetittracce

di DNA genomico, la cui presenza causerebbe uneastima dell’espressione del gene di interesséanalisi
real time PCR. | campioni di RNA sono stati quiadializzati mediante corsa elettroforetica in gehgtrosio,
per verificare I'assenza di degradazione e il dtoréilanciamento in termini di concentrazione (daon

mostrato).

4.1.2.2 Valutazione del cDNA ottenuto da foglie intere freshe

Il successo della reazione di retrotrascriziongagosverificato mediante I'amplificazione del gec@stitutivo
Actina attraverso 'uso di primer disegnati tra due esdimostrando I'assenza di DNA genomico nei camipion

di cDNA ottenuti da foglie intere fresche del caom# controllo e inoculato-locale (Figura 4.4).

Foglia intera
fresca

M C IL

Figura 4.4: Controllo della qualita del cDNA ottenuto da fegintere fresche.

Come esempio € riportata la corsa elettroforetitpmaelotto di PCR ottenuto con primer disegnati sa dsoni del gene
Actinadi vite di campioni controllo (C) e dall’'area inoatd (inoculato-locale, IL) di foglie inoculate cBnviticolaraccolti
a un giorno dall'inoculo. La banda attesa dall’aifigaizione del cDNA (709 bp) € stata ottenuta itti iccampioni. M:
marcatore di peso molecolateogv-Range DNA LaddérhermoFisher Scientific).

4.1.2.3 Quantificazione di Plasmopara viticolanelle foglie intere fresche

Per confermare la presenza Rli viticola nei campioni inoculati e I'assenza nei campionitoailo, & stata
allestita una reazione di PCR con primer specg@i I'amplificazione della subunita ribosomialeSQ) di P.
viticola. L’analisi real time PCR ha confermato l'assenzaamhplificazione nelle foglie intere fresche dei
campioni trattati con acqua (controllo). Come atteis gene diP. viticola € risultato invece espresso nel

campione inoculato con il patogeno (inoculato-lec&ligura 4.5).
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Abbondanza relativa
MRNAP. viticola

N

Controllo Inoculato-
locale

Figura 4.5: Quantificazione dPlasmopara viticolan foglie intere fresche.

Lo sviluppo diP. viticolaé stato valutato tramite amplificazione del gentadsibunita ribosomiald.SU) di P. viticola
nelle foglie intere fresche dei campioni trattath@cqua (controllo) e inoculati con il patogemm(ulato-locale).
L'espressione é stata normalizzata rispetto al demite Actina_1 L'F-test non ha rilevato differenze significatitra gli
esperimenti (P = 0,3), e i dati di due esperimietipendenti sono stati raggruppati. Gli istogranimadiicano i valori medi di
abbondanza relativa e gli errori standard di settee repliche ottenute da due esperimenti. L’asdle drdinate é riportato

come in Figura 4.11 per una piu facile comparazione

4.1.2.4 Analisi dell'espressione genica in foglie intere &sche inoculate cofPlasmopara viticola

La risposta della vite all'infezione é stata valatattraverso I'analisi dell’espressione di dieenigdi difesa noti
come marcatori della rispostaPa viticola (Tabella 3.9) mediante real time PCR nei campbrfbglie intere
fresche trattate con acqua (controllo) o inocutate P. viticola (inoculato-locale) raccolte a 1 dpi. Il livello di
espressione relativofold changé dei geni di interesse € stato calcolato rispettocampione controllo,
utilizzando il gene costitutivActina_1per la normalizzazione (Figura 4.6). | geni chdificano per la proteina
Thaumatin-like 5 TLP-5 (Figura 4.6 A), per la proteina di patogenesPR{2 (Figura 4.6 B) e per la proteina
di patogenesi 4RR-4 (Figura 4.6 C) sono risultati rispettivamentedtidda P. viticoladi 3,1, 3,8 e 2,9 volte.
Anche l'espressione dei geni codificanti per latgira Germin-like 7GLP-7), per Osmotina 1gSM-J) e per la
proteina Thaumatin-like 4T(_P-4) sono risultati rispettivamente indotti di 6,68 % 2,9 volte (Figura 4.6 D-F).
Nelle analisi sono stati inoltre valutati i geniddicanti per la proteina Germin-like Z(P-2), peril fattore di
trascrizioneNAC, per una calcone isomerasiHll) e per una cellulosa sintast€llS per i quali non é stata
osservata una significativa differenza tra campinaculati conP. viticolae campioni controllo (Figura 4.6 G-
L).
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Livello di espressione relativa Livello di espressione relativa Livello di espressione relativa
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Figura 4.6: Analisi dell’espressione genica nelle foglie ietieeschedi piante cresciute vitro.

Il livello di espressione relativa dei geni che ificdno per (A) la proteina Thaumatin-like(TLP-5), (B) la proteina di

patogenesi 2RR-2), (C) la proteina di patogenesiBR-4), (D) la proteina Germin-lik& (GLP-7), (E) I'Osmotina 1 QSM-
1), (F) la proteina Thaumatin-liké (TLP-4), (G) la calcone isomerastHl), (H) il fattore di trascrizione NACNAQ), (1) la
proteina Germin-like protei@ (GLP-2) e (L) la cellulosa sintasCgellS € stato determinato tramite real time PCR. Leiéogl
sono state trattate con acqua (controllo) o indewtanP. viticola(inoculato-locale) in condizioni sterili e campidt@a un
giorno dallinoculo (1 dpi). Il livello di espressie relativa € stato calcolato rispetto al liveled campione controllo usando
il gene costitutivoActina_1lper la normalizzazione. Per ciascun gene, I'FHagtlevato I'assenza di differenze significative
(P=0,2-0,8) tra gli esperimenti e i dati di dueesgpenti sono stati raggruppati. Gli istogrammipagsentano i valori medi
del livello di espressione e gli errori standardetite-nove repliche ottenute da due esperimetipémdenti. Per ciascun
gene, le lettere diverse indicano differenze sigative in accordo con il test di Fisher=0,05). Gli assi delle ordinate sono
riportati come in Figura 4.12 per una piu facilenparazione.
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4.1.3 Isolamento degli stomi e delle regioni circostantinediante microdissezione laser di foglie inoculate

con Plasmopara viticola
4.1.3.1 Ottimizzazione del protocollo di fissazione di fog¢ per la microdissezione laser

Per conservare gli acidi nucleici preservando lafahogia del campione sono stati analizzati due tip
fissativi: etanolo-acido acetico (3:1) ed acetoB8% sulle foglie di piante cresciute vitro. Entrambi i fissativi
hanno dato buoni risultati nella preservazione adetiorfologia dei tessuti e hanno permesso di isolar
accuratamente gli stomi dalle foglie. Tuttavianbéisi del’RNA estratto mediante corsa elettrofaa capillare
ha mostrato che solo dalle sezioni dopo la fissezion acetone & possibile ottenere RNA di buomditguAl

contrario, I'RNA estratto da foglie fissate in etéoracido acetico € risultato degradato (Figura.4.7

Ladder EtOH-aa  Acetone

4000 —

2000 —

1000 — s—

500 — ——

200 — me——

25 —

Figura 4.7: Elettroforesi capillare del’RNA estratto da stodnifoglie fissate.
Elettroforesi del’RNA totale estratto da 300 stoatcolti da foglie fissate in etanolo-acido ace{EtOH-aa) o in acetone
100% (Acetone). Il marcatore (in paia di basi) éstremo sulla sinistra_adde}).

Le analisi di conservabilita dei campioni hanno altnato che I'RNA si mantiene in buono stato inlifofjssate
in acetone e conservate per massimo 14 giorni &C-30ima della microdissezione laser. Al contradiai
campioni conservati per 18 o 21 giorni & statoattstrRNA degradato. Per determinare il numero nmanan
stomi per avere sufficiente quantita di RNA, sotadisaccolti 1, 10, 50, 100, 300 e 500 stomi dgliofissate in
acetone, dimostrando che il numero di 300 storhin@inimo per poter estrarre una quantita di RNAfisignte

(maggiore di 4 ng) per le analisi molecolari susoes
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4.1.3.2 Microdissezione ed estrazione dellRNA da stomi, ggoni circostanti e da foglie intere fissate

inoculate conPlasmopara viticola

I campioni dalle foglie controllo, dall'area inoat# (inoculato-locale) e dall'area non inoculatao¢ulato-
distale) di foglie inoculate coR. viticolasono stati fissati in acetone e direttamente potith a microdissezione
laser senza la necessita di effettuare delle sez@mnun microtomo o un criostato. Dai campionilfag fissati
in acetone sono stati isolati 300 stomi (pari a@& mnf) ed & stata isolata un'area equivalente per l®meg
circostanti agli stomi (Figura 4.8). Gli stomi sostati isolati dal campione controllo, dal campioneculato-
locale e dal campione inoculato-distale, mentre=tgoni circostanti agli stomi sono state isolaéd chmpione
controllo e dal campione inoculato-locale.

e (R s y i g
NP e : - . ;. 400um ‘

Figura 4.8: Microdissezione laser di stomi e regioni circotitda foglie di piante cresciute vitro.
La figura mostra la pagina inferiore della fogl@nali stomi e le regioni circostanti selezion#) prima e (B) dopo il taglio
con il laser con microscopio Leica LMD7000. La meza (C) degli stomi e (D) delle regioni circostansitata verificata nel
tappo dei tubi da PCR al termine della microdisseziaser.

Per valutare se la preparazione del campione mdgsso di microdissezione laser potessero alttaaggaalita
dellRNA e I'espressione genica, l'estrazione d®N'A & stata effettuata anche dalle foglie intessdte e
raccolte dopo il processo di selezione e taglitedelgioni di interesse (foglie intere fissate)n@mostrato nel
profilo di separazione dell’lRNA riportato in Figu#a9, I'RNA & risultato di buona qualita confermanche il

protocollo di preparazione del campione e la mimsekzione laser non alterano la qualita del’RNAal&

Partendo da tre mezze foglie, la resa di RNA rfeligie intere fissate € risultata maggiore di 1,i£p In seguito
all'estrazione dell’RNA dalle foglie intere fissagedalle microdissezioni, & stato amplificato 'RNA & stato

sintetizzato il cDNA, ottenendo cosi una sufficeequantita di materiale per le successive analidéoolari.
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Figura 4.9: Elettroforesi capillare del’RNA totale estratto fd@lie intere fissate.
Le foglie sono state trattate con acqua e inocuaiated®. viticolae i campioni sono stati raccolti a un giorno diadiculo da
campioni controllo, dall’area inoculata (inoculdé@ale) e dall’area non inoculata (inoculato-dis}ali foglie inoculate con
P. viticolae fissati in acetone 100%. Il marcatore (in paiaasi) € mostrano sulla sinistra.

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

Come per le foglie intere fresche (Paragrafo 42),4l successo della reazione di retrotrascriziénstato
verificato mediante 'amplificazione del gene ctgti/o Actinaattraverso I'uso di primer disegnati tra due esoni
dimostrando I'assenza di DNA genomico nei campidnicDNA ottenuti da foglie intere fissate e dalla
microdissezione di stomi e regioni circostanti ajthmi di campioni trattati con acqua (controlldgll'area

inoculata (inoculato-locale) e non inoculata (inatordistale) di foglie inoculate con il patogerigura 4.10).

Foglia intera
fissata Stomi Regioni circostanti
M C IL ID M Negativo M C IL ID C IL

Figura 4.10: Controllo della qualita del cDNA ottenuto dalla naidissezione di stomi e regioni circostanti e ddiglie
intere fissate in seguito a microdissezione.

Come esempio € riportata la corsa elettroforetitpmaelotto di PCR ottenuto con primer disegnati sa dsoni del gene
Actinadi vite di campioni controllo (C), dall’area inoctdg(inoculato-locale, IL) e dall'area non inoculéitzoculato-distale,
ID) di foglie inoculate cor. viticola, in foglie intere fissate, stomi e regioni ciragi agli stomi. L'assenza di
contaminazione di DNA é stata valutata mediante P@Rpcimer disegnati su due esoni del gaognadi vite. La banda
attesa dall’amplificazione del cDNA (709 bp) € atattenuta in tutti i campioni. M: marcatore di @@solecolarel{ow-
Range DNA LaddeFhermoFisher Scientific)
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4.1.3.4 Quantificazione di Plasmopara viticolanelle foglie intere fissate, negli stomi e nelle géoni

circostanti

Come per le foglie intere fresche (Paragrafo 43),2er confermare la presenzaRli viticola nei campioni
inoculati & stata allestita una reazione di PCR pomer specifici per I'amplificazione del gens&U di P.
viticola. L'analisi real time PCR ha confermato I'assenzaanhplificazione nelle foglie intere fissate del
campione controllo e del campione inoculato-disthlassenza di amplificazione € stata ottenuta amqmr gli
stomi e per le regioni circostanti del campionetadio e del campione inoculato-distale. Il gendPdviticolae
risultato invece espresso nel campione inoculatako sia nella foglia intera fissata che negli stermegioni
circostanti. Il gen&SU é stato amplificato anche nelle regioni circostagli stomi, ma I'espressione del gene &

risultata 4 volte inferiore rispetto agli stomi gbra 4.11).

B Foglia intera fissata [J Stomi
6 - 6 -
a L .
g 5 | 5 | = O Regioni circostanti
B
© 8 4 4
g s
§ i 3 1 3 A
sZ2
ax 2 2 4
Sl
< 110b
14 1 4 API
0 - 0 -
Locale Distale Locale Distale
Controllo Inoculato Inoculato

Figura 4.11: Quantificazione dPlasmopara viticolan foglie intere fissate, negli stomi e nelle ragioircostanti.

Lo sviluppo diP. viticolaé stato valutato tramite amplificazione del genéadibunita ribosomiald§U) di P. viticola
nelle foglie intere fissate, negli stomi e nellgiomi circostanti agli stomi dei campioni contrgltampioni inoculato-locale e
inoculato-distale. L'espressione e stata normalizrapetto al gene di vitgctina_1 L'F-test non ha rilevato differenze
significative tra gli esperimenti (P = 0,3) e iidditdue esperimenti indipendenti sono stati raggati. Gli istogrammi
indicano i valori medi di abbondanza relativa eegiori standard di sei-nove repliche ottenute ulaesperimenti.
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4.1.3.5 Analisi dell'espressione genica negli stomi e nelleegioni circostanti di foglie inoculate con

Plasmopara viticola

L'espressione genica dei dieci geni marcatori dedposta della vite &. viticola (Tabella 3.9) é stata valutata
nelle foglie intere fissate, negli stomi e nellgiomi circostanti del campione controllo, del caoms inoculato-
locale e inoculato-distale (Figura 4.12). Per iigébP-5, PR-2, PR-4, GLP-7, OSM-1, TLP-4, CHI, NAC,
GLP-2non e stata osservata una significativa modulaziatia foglia intera fissata, negli stomi e nekgioni
circostanti sia da campioni trattati con acqua fjdio) che dall’area non inoculata (inoculato-dis) di foglie
inoculate con il patogeno.

Il gene TLP-5 ¢é risultato indotto d#. viticolaa livello comparabile tra stomi, regioni circostaagli stomi e
foglia intera fissata del campione inoculato-log@iyura 4.12 A). Il livello di espressione dei g&R-2, PR-4,
e GLP-7era modulato d&. viticolanel campione inoculato-locale (Figura 4.12 B-D)iviéllo di espressione di
guesti geni é risultato maggiormente indotto neglimi (rispettivamente di 5,1, 5,3 e 16,8 volte PBr2, PR-4,
e GLP-7) e nelle regioni circostanti agli stomi (rispedtinente di 6,8, 8,4, e 5,0 volte p&R-2, PR-4¢ GLP-7)
rispetto alla foglia intera fissata. Il ge@SM-1ha mostrato un profilo di espressione similPR:2, PR-4¢
GLP-7 con un’induzione di 6,6 volte negli stomi e di ¥dlte nelle regioni circostanti del campione in@tat
locale. Tuttavia, I'espressione @SM-1 nelle foglie intere fissate non € risultata modalah maniera
significativa nel campione inoculato-locale rispettl campione controllo (Figura 4.12 E). Il livelldi
espressione del genELP-4 era indotto in maniera significativa nel campiom®dulato conP. viticola
(rispettivamente di 2,9, 5,5 e 7,3 volte nelle feghtere, negli stomi e nella regione circostantg era
significativamente maggiore nel sito di infeziompetto alla foglia intera fissata (Figura 4.12 F).
L'espressione dei ge@HI (Figura 4.12 G) &AC(Figura 4.12 H) é risultata indotta in maniera #igativa da
P. viticolanegli stomi (rispettivamente di 2,9 e 2,2 volta)edle regioni circostanti (rispettivamente di 3,3,6
volte), ma non nelle foglie intere fissate del c@mp inoculato-locale. L'espressione del geBEP-2 e
significativamente modulata di 2,7 volte esclusieate nelle regioni circostanti agli stomi, ma neatianfoglie
intere fissate del campione inoculato-locale (Fagdrl1? I).

L'espressione del gereéellSnon ¢ risultata indotta da. viticola nella foglia intera, negli stomi e nelle regioni

circostanti sia del campione controllo, che inotm#acale e inoculato-distale (Figura 4.12 L).
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Figura 4.12: Analisi dell’espressione genica negli stomi, nedlgioni circostanti e nelle foglie intere fissate.

Il livello di espressione relativa dei geni cod#fiti per (A) la proteina Thaumatin-like BL(P-5), (B) la proteina di
patogenesi 2RR-2), (C) la proteina di patogenesiBR-4), (D) la proteina Germin-like {GLP-7), (E) 'osmotina 1 QSM-
1), (F) la proteina Thaumatin-liké (TLP-4), (G) la calcone isomerastHl), (H) il fattore di trascrizione NACNAQ), (1) la
proteina Germin-like protein @GLP-2) e (L) la cellulosa sintasCgellS € stato determinato tramite real time PCR. Leiéogl

sono state trattate con acqua (controllo) o indewdanP. viticola(inoculato-locale) in condizioni sterili, campiorain
giorno dopo l'inoculo (1 dpi) e fissate in acetd®%. L’analisi dell’espressione genica ¢ statatefata negli stomi, nelle
regioni circostanti agli stomi e nelle foglie intdissate ottenuti da campioni controllo, dall’ameaculata (inoculato-locale)
e dall’area non inoculata (inoculato-distale) djlfe inoculate con il patogeno. Il livello di esps@ne relativa € stato
calcolato rispetto al livello delle foglie interiegate del campione controllo usando il géwgna_1per la normalizzazione.
Per ciascun gene, I'F-test ha rilevato I'assenziiftirenze significative (valori di P tra 0,1 @Ptra gli esperimenti e i dati
di due esperimenti sono stati raggruppati. Gligetonmi rappresentano i valori medi del livello dpeessione e gli errori
standard di sei-otto repliche ottenute da due @spati indipendenti. Per ciascun gene, le lettéverde indicano differenze
significative in accordo con il test di Fishe=(,05).

71




Risultati

4.2 Caratterizzazione delle piante di vite trasformate con il costrutto per |l
silenziamento dei genMLO

4.2.1 Selezione delle linee che mostrano silenziamentorpgeni MLO

Dei 17 geniMLO identificati nel genoma della vite (Feechan et2808, Winterhagen et al. 2008), sono stati
selezionati per il silenziamento i tre geni indo&E. necator(MLO-7, MLO-11 e MLO-13) (Winterhagen et al.
2008) e il geneMILO-6 appartenente allo stesso gruppo filogenetico (f@eet al. 2008, Winterhagen et al.
2008). Per determinare un loro possibile ruolo’inédrazione conE. necatoy un frammento specifico di
ciascuno di questi quattro geMiLO €& stato clonato ed & stata utilizzata la tecn@dRNA interferenceper
ottenere piante silenziate. In totale sono statettahte cinque trasformazioni: quattro con i aatitrper il
silenziamento dei gerMLO-6, MLO-7, MLO-11 e MLO-13 ed una utilizzando un vettore vuoto (pK2WG7)
come controllo. In seguito alla trasformazione chli embriogenici, sono state rigenerate 37 limetotale, di

cui 29 hanno confermato 'inserimento del costratiediante PCR (Tabella 4.1).

Tabella 4.1: Numero delle linee di piante trasformate e rigateper ciascun costrutto.

Costrutto Linee rigenerate  Conferma inserimento detostrutto
pK7GWIWG2D(Il)-MLO-6 1 1
pK7GWIWG2D(II)-MLO-7 3 1
pK7GWIWG2D(Il)-MLO-11 13 10
pK7GWIWG2D(I)-MLO-13 13 11
pK2WG7 7 6

TTotale T 37 T 29 T

Il livello di espressione dei geMLO é stato analizzato in piante cresciirtevitro mediante analisi real time
PCRnelle 29 linee selezionate. Sei linee hanno mastuat significativo silenziamento dei geMiLO e sono
state ulteriormente analizzate: tre linee ottemiatda trasformazione con il costrutidl O-13 e tre linee con il
costruttoMLO-11 Le linee ottenute dalla trasformazione con ids8tMLO-6 e MLO-7 hanno invece mostrato
assenza di un significativo silenziamento per iigehO analizzati e non sono state quindi caratterizzate
ulteriormente.

Le linee sono state denominate TLBrgnsgenic Line of BracheftoTLB1, TLB2 e TLB3 derivate dalla
trasformazione con il costruttlLO-11; TLB4, TLB5 e TLB6 con il costruttdViLO-13 Inoltre, sono state
acclimatate altre due linee: una linea controlloaieinata EVB Empty Vector Brachetjarasformata con il
vettore vuoto e una linea ottenuta dalla trasfoiare con il geneMLO-11 e caratterizzata da assenza di
silenziamento dei geMLO (TLB7).

Le linee trasformate sono state acclimatate edrigsfin serra con una percentuale di sopravvivererd
all'85%. Il silenziamento dei geViLO non ha influenzato il fenotipo delle piante, chext@ mostrato una
crescita e uno sviluppo paragonabile alle piantérotio siain vitro che in serra.

La presenza del transgene nelle linee trasformattat ulteriormente validata tramite PCR nellentga
acclimatate(Figura 4.13). La lunghezza dell'amplicone conferttiaserimento dello specifico frammento
veicolato da ogni costrutto: nelle linee TLB4, TLB5TLB6 I'amplicone € pari a 837 bp (dato da 210diep
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promotore 35S e 627 bp del frammento del gdh®-13), mentre 'amplicone presente in TLB1, TLB2 e TLB3
€ pari a 714 bp (dato da 210 bp del promotore 35@4ebp del frammento dal geldO-11).

M TLB1 TLB2 TLB3 CP CN M TLB4 TLB5 TLB6 CP CN

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Figura 4.13: Presenza del transgene nelle linee trasformatd costrutto per il silenziamento dei geviLO.
Corsa elettroforetica su gel di agarosio degli aficpli ottenuti nelle linee trasformate con il qosto per il silenziamento
dei geniMLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5 e TLB6). La diversa altea delle bande indica la diversa lunghezza dei
frammenti dei genMLO usati per la trasformazione. CP (controllo posjtiemlonia diAgrobacteriunusata per la
trasformazione genica; CN (controllo negativo): DN8lato dallacultivar Brachetto a Grappolo lungo non trasformata; M:
marcatore di peso molecolat@gneRuler 1kb DNA Ladder

4.2.2 Analisi del grado di resistenza akrysiphe necatordelle linee trasformate con il costrutto per il

silenziamentodei geniMLO

Le linee TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6, TLB7 ¢a linea controllo (EVB) sono state inoculate con
Eysiphe necatoin condizioni controllate. L'analisi della progsisne della malattia (AUDPC) ha dimostrato
una significativa riduzione dello sviluppo dell'@idnelle linee TLB4, TLB5 e TLB6 rispetto alla liadeVB. Le
linee TLB1, TLB2, TLB3 e TLB7 non hanno invece distiato significative differenze rispetto alla linE¥B
(Figura 4.14).

400 1
350 1
300 1
250

200 1

AUDPC

150 A *
100 1 *

50 1

EvB TLB1 TLB2 TLB3 TLB4 TLB5 TLB6 TLB7

Figura 4.14: Analisi della progressione della malattia (AUDPCEdysiphe necatonella linea controllo (EVB) e nelle linee
trasformate con il costrutto per il silenziamené& geniMLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e TLB7).
Gli istogrammi rappresentano i valori medi di AUDEQ@Ii errori standard di 8-19 repliche (piantepdisperimenti
indipendenti (F-test, P > 0,05). Gli asterischiicatho differenze significative rispetto alla line¥B, in accordo con il test di
Tukey @ = 0,05).
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Considerando i tre tempi di valutazione della sié@etella malattia (Figura 4.15), le linee TLB4,B%, TLB6,
hanno dimostrato una ridotta severita della malatispetto alla linea EVB, pur mostrando un leggero
incremento dell'infezione nel tempo. Al contrarie linee TLB1, TLB2, TLB3 e TLB7 subiscono una difone

del patogeno simile alla linea EVB. Le differenadla percentuale di area fogliare coperta dallaidpaione a
30 dpi sono mostrate nelle immagini della FigutEb4.

35 1 014 dpi 0O22dpi B30 dpi

30 1

25 1

20 -

15

10 "
5 - Lt
0 T T T T

EVB TLB1 TLB2 TLB3 TLB4 TLB5 TLB6  TLBY

Severita della malattia (%)

Figura 4.15: Severita dei sintomi dell'infezione Hirysiphe necatonella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformabn
il costrutto per il silenziamento dei geviLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6, TLB7).
La severita della malattia & stata valutata comegpeuale (%) di area fogliare coperta a 14, 28 gi8rni dall'inoculo (dpi).
Gli istogrammi rappresentano i valori medi e gtoerstandard di 8-19 repliche (piante) di due espenti indipendenti (F-
test, P > 0,05). Per ciascun tempo, i diversi simbdicano differenze significative rispetto allnea EVB, in accordo con il
test statistico di Tukey( = 0,05): * a 14dpi; + a 22 dpi; # a 30 dpi.

Figura 4.16: Osservazione macroscopica delle foglie in seqdtofezione con oidio.
Le immagini mostrano un esempio rappresentativio dgfluppo del micelio fungino a 30 giorni dallboulo conE. necator
nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasfomaon il costrutto per il silenziamento dei gbhiO (TLB1, TLB2, TLB3,
TLB4, TLB5, TLB6, TLB7).
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La percentuale media di riduzione della malattmaggiore del 60% nelle linee TLB4, TLB5 e TLB6, rrerg

minore del 50% per le altre linee (Tabella 4.2).

Tabella 4.2: Percentuale della riduzione della malattia nétled trasformate con il costrutto per il silenziaoedei geni
MLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e TLB7) calcolata pgtto alla severita della malattia nella linea EVB.

Riduzione della malattia (%)

Linea Costrutto Riduzione media (%)
14 dpi 22 dpi 30 dpi
TLB1 pK7GWIWG2D(I1)-MLO-11 22,8 32,3 34,3 29,8
TLB2 pK7GWIWG2D(Il)-MLO-11 49,2 37,2 23,8 36,8
TLB3 pK7GWIWG2D(I1)-MLO-11 17,9 14,8 2,0 11,6
TLB4 pK7GWIWG2D(Il)-MLO-13 60,8 71,7 72,8 68,4
TLB5 pK7GWIWG2D(11)-MLO-13 76,7 79,1 74 76,6
TLB6 pK7GWIWG2D(Il)-MLO-13 71,8 63,1 60,3 65,1
TLB7 pK7GWIWG2D(I1)-MLO-11 -8,0 -21,5 -21,2 -16,9

La misurazione dell'intensita della sporulazionedamfermato la resistenza delle linee TLB4, TLBFL36.

L'oidio sviluppatosi su piante delle linee TLB4, BE e TLB6 ha infatti prodotto una quantita di carpdr unita

di superficie fogliare significativamente infericatte altre linee testate (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Intensita della sporulazione Biysiphe necatonella linea controllo (EVB) e nelle linee trasformabn il
costrutto per il silenziamento dei géviLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6 e TLB7).
La severita della malattia & stata valutata comeeatrazione di conidi dirysiphe necatoprodotti per cridi superficie
fogliare a 30 giorni dall'inoculo. Sono riportatvalori medi e gli errori standard di 8-19 repliatiedlue esperimenti
indipendenti (F-test, P > 0,05). Un asterises-(0,05) e due asterischi € 0,01) indicano differenze significative rispetto
alla linea EVB, in accordo con il test statistiaddustall-Wallis.
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4.2.3 Analisi della resistenza aPlasmopara viticoladelle linee trasformate con il costrutto per il

silenziamento dei genMLO

Per valutare se il silenziamento dei g&fiO contribuisce alla resistenza verso altri patogéitre linee
trasformate resistenti (TLB4) e non (TLB1 e TLB3¥)aédio sono state inoculate cap. viticola dimostrando
I'assenza di significative differenze rispetto difeea EVB (Figura 4.18).
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Figura 4.18: Severita dei sintomi dell'infezione Blasmopara viticolaella linea controllo (EVB) e nelle linee trasforma
con il costrutto per il silenziamento dei g&fiLO (TLB1, TLB3 e TLB4).
La severita della malattia € stata valutata a ggtimi dall'inoculo come percentuale (%) di areglfare coperta da
sporulazione. Gli istogrammi rappresentano i vaiwedi di severita e gli errori standard di 6-12icdy® da due esperimenti
indipendenti (F-test, P > 0,05). |l test statistiid ukey @ = 0,05) non ha rivelato differenze significative ke linee
analizzate.

4.2.4 Analisi dell’espressione dei genMLO nelle linee trasformate con il costrutto per il denziamento
dei geniMLO

L'espressione genica dei quattro gaiLO di vite (MLO-6, MLO-7, MLO-11, MLO-13) €& stata valutata
mediante real time PCR nelle sei linee che hannstrato silenziamento significativo per i geviLO in vitro
(TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6) e la linea EVBL'analisi dell'espressione é stata condotta 4 6,10
dpi. Le linee TLB1, TLB2 e TLB3 derivano dalla tfasmazione con il costrutto per il silenziamentd dgene
MLO-11, mentre le linee TLB4, TLB5 e TLB6 derivano daHiasformazione con il costrutto per il silenziantent
del geneMLO-13. L'analisi dell’espressione dei geMLO ha messo pero in evidenza che ogni linea presenta
una diversa combinazione di silenziamento dei d@hD, probabilmente a causa di un silenziamento non
specifico tra genMLO con elevata similarita di sequenza (Figura 4.1%leclla 4.3).

In particolare, il gendMLO-6 € risultato silenziato in maniera significativaledinee TLB3, TLB4, TLB5 e
TLB6 prima dell'inoculo con oidio. L'espressionel dgeneMLO-6 é risultatasilenziata nelle linee TLB1, TLB4,
TLB5 e TLB6 a 1 dpi, e nelle linee TLB4, TLB5 e TBR 10 dpi (Figura 4.19 A).

Il livello di espressione del gendLO-7 era significativamente minore nelle linee TLB4 eBH_rispetto alla
linea EVB a 0 dpi. Il gen&ILO-7 era invece silenziato nelle linee TLB4 e TLB6 apl, @ nelle linee TLB4 e
TLB5 a 10 dpi (Figura 4.19 B).
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I geneMLO-11erisultato silenziato significativamente in tuttdileee TLB a 0, 1, 10 dpi (Figura 4.19 C).
Infine, il geneMLO-13 ¢ risultato silenziato nelle linee TLB1, TLB4 e T&R 0 dpi. Ad 1 dpi nessuna linea ha
mostrato silenziamento significativo per il geMLO-13 mentre I'espressione di questo geneistiltata
silenziata significativamente nelle linee TLB1 eBd.a 10 dpi (Figura 4.19 D).
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Figura 4.19: Analisi dell’espressione dei geliLO nella linea controllo (EVB) e nelle linee trasfomaon i costrutti per i
geniMLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4, TLB5, TLB6)
Il livello di espressione dei geni (AMJLO-6, (B) MLO-7,(C) MLO-11e (D) MLO-13¢ stato determinato tramite real time
PCR. La linea EVB e le linee trasformate con il agstrper il silenziamento dei geliLO (TLB1, TLB2, TLB3, TLB4,
TLB5, TLB6) sono state inoculate c@mysiphe necatoe le foglie sono state campionate a 0, 1 e 1Ggdail'inoculo (dpi)
con oidio. Il livello di espressione relativa étataormalizzato per I'espressione dei g&diina_2, GADPH EF-1a. Gli
istogrammi rappresentano i valori medi del livediespressione e gli errori standard di cinque-nmepéiche (piante)
ottenute da due esperimenti indipendenti (F-testOFD5). Per ciascun tempo, i diversi simboli aadio differenze
significative rispetto alla linea EVB, in accordandbtest di Tukey ¢ = 0,05): * per O dpi; + per 1 dpi; # per 10 dpi.
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La Tabella 4.3 riporta i valori di espressione tie& percentuale dei geMLO nelle diverse linee TLB.
L’espressione relativa percentuale € stata cakalatsiderando la media dei valori di espressidhelae 10 dpi
in modo da avere una visione globale del silenzigmdei genMLO nelle varie linee trasformate.

Nella linea TLB1 sono risultati silenziati in maraesignificativa i geniMLO-11 e MLO-13. La TLB2 ha
mostrato invece solamente il silenziamento peeriedILO-11, mentre nella TLB3 sono risultati silenziati i gen
MLO-6 e MLO-11.Le linee TLB4 e TLB6 hanno mostrato tutti i geviLO silenziati in maniera significativa,
mentre nella linea TLB5 sono silenziati i gdtliLO-6, MLO-7e MLO-11(Tabella 4.3)

Tabella 4.3: Livello di espressione relativa percentuale deii §& O nelle linee trasformate con il costrutto per il
silenziamento dei gemilLO (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**
TLBS 35** 55** 50** 88
TLB6 42%* 53** 55** 45%*

** statisticamente significativo cow=0,05, * statisticamente significativo cor0,01, in accordo con test di Tukey.

4.2.5 Caratterizzazione della linea TLB4 trasformata conil costrutto per il silenziamento dei genMLO

4.2.5.1 Analisi istologica della linea TLB4 e della linea entrollo EVB

La linea TLB4 ha mostrato una forte riduzione deldp di infezione da oidio (Paragrafo 4.2.2) e qaesto
motivo é stata scelta per essere ulteriormentettedrzata. | campioni fogliari sono stati raccatlla linea
EVB e dalla linea TLB4 a 3, 10 e 21 dpi. Nelle fegllella linea EVB é stata osservata la germinazidei
conidi con formazione di ife sviluppate a 3 dpi.1@ dpi era visibile una diffusa crescita del micetion
formazione di rametti conidiofori che ricoprononteaggior parte della superficie fogliare a 21 giatail'inoculo
(Figura 4.20 A). Nella linea TLB4 lo sviluppo dehtpgeno € risultato rallentato, a 3 dpi e 10 djo gmchi
conidi erano germinati con minore crescita deklefifngine rispetto alla linea EVB. A 21 giorni dalbculo la
diffusione del micelio e la presenza di ramettiidafori era inferiore nella linea TLB4 rispettolalinea EVB
(Figura 4.20 B).

L’analisi in microscopia fluorescente ha dimostrato simile accumulo di composti fenolici autofluscenti
probabilmente associati alla risposta cellulardadplanta e alla formazione della papilla nelleeénEVB e
TLB4 a 3 dpi (Figura 4.21).
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3 doi 21 doi

3 dpi 10 dpi 21 doi
Figura 4.20: Analisi istologiche dello sviluppo dirysiphe necatonelle foglie della linea controllo (EVB) e dellaéa
trasformata con il costrutto per il silenziamenéd geniMLO (TLB4) a 3, 10 e 21 giorni dall'inoculo (dpi) congatogeno.
L’infezione conE. necator stata valutata in foglie delle linee (A) EVB e {B)B4 in seguito a colorazione con blu di
anilina. La barra riportata in figura indica unadhezza pari a 50 pm.

Figura 4.21: Formazione della papilla nella linea controllo @\ nella linea trasformata con il costrutto per i
silenziamento dei geLO (TLB4).
Le immagini delle foglie delle linee (A, B) EVB e (D) TLB4 sono state acquisite in (A, C) campo chia(8.eD) in
fluorescenza (filtro LMD, filtro eccitazione BP 38@0nm, 415 dichroic mirror, e emissione BP 445-488)giorni
dall'inoculo diE. necatorLa barra riportata in figura indica una lunghezas p 50 pm.
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4.2.5.2 Analisi dell’'espressione di geni legati alla rispda della vite ad oidio nella linea TLB4 e nella liea
controllo EVB.

Le linee EVBe TLB4 sono state ulteriormente analizzate peptessione genica di 13 geni legati alla risposta
della vite ad oidio (Tabella 3.10) a 0, 1 e 10 dy®lla linea EVB sette geni sono risultati indattimaniera
significativa a 10 dpi. In particolare, i geni chicknti per Enhanced disease susceptibilEp$-1) (Figura 4.22
A) e per Phytoalexin deficient PAD-4) (Figura 4.22 B) sono risultati indotti di 1,67 d@ 4,5 volte.
L'espressione dei geni codificanti per la protaih@atogenesi PR-PR-1) e per la proteina di patogenesi PR-6
(PR-6 (Figura 4.22 C-D) erano modulati rispettivamedte3,7 e 12 volte. | geni codificanti per i fattati
trascrizione WRKY-19, WRKY-48 e WRKY-52 sono rigati indotti dal patogeno di 2, 3,8 e 7 volte (Fau
4.22 E-G). Il gene codificante per il fattore digcrizione WRKY-52 é risultato indotto da oidio heca 1 dpi
(Figura 4.22 E). L'espressione del gene codificarieNitrate transporterl/Peptide transporter fahiPF-3.2
era modulata di 1,9 volte a 1 dpi (Figura 4.10 H).

Nella linea TLB4 sono risultati modulati da oidiolamente tre geni. In particolare, I'espressionk gine
codificante per la lipossigenasi I X-1) era indotto di 5,4 volte a 10 dpi (Figura 4.22 iyeni codificanti per il
fattore di trascrizione WRKY-52 e WRKY-19 sono fisiti indotti rispettivamente di 2,9 e 4 volte afii e di
1,9 e 3,8 volte a 10 dpi (Figura 4.22 E-G). L'esgiene del gene codificante per un Trasportatorg/NOj3’
(NPF-3.2 e risultata minore rispetto alla linea EVB a 10 @Figura 4.22 H).

Nessun gene analizzato ha mostrato differenzefiigtive nel livello di espressione nella linea T4ABrima
dellinoculo con il patogeno.

Alcuni geni analizzati non sono tuttavia risultatodulati significativamente nelle linee EVB e TLBzhme il
gene codificante per I'acetolattato sintasi (Figir22 L), per la lipossigensi 8QX-9 (Figura 4.22 M), il gene
codificante per una proteina SNARE coinvolta n@lémetrazione di oidioREN-1) (Figura 4.22 N) e il gene
codificante per il fattore di trascrizione WRKY -2Higura 4.22 O).
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Figura 4.22: Analisi dell'espressione genica nella linea collar(EVB) e nella linea trasformata per il silenzianto dei

geniMLO (TLB4).

Il livello di espressione relativa dei geni coditi (A) per la proteina Enhanced disease suséklptitEDS-1), (B) per la
proteina Phytoalexin deficient(®AD-4), (C) per la proteina di patogenesiFR-1), (D) per la proteina di patogenesifR-
6), (E) per il fattore di trascrizione WRKY19MRKY-19, (F) per il fattore di trascrizione WRKY48URKY-48, (G) per il
fattore di trascrizione WRKY52NRKY-52, (H) per la proteina Nitrate transporterl/Peptid@sporter familyNPF-3.2),

() per la lipossigenasi 1. 0X-1), (L) per la proteina acetolattato sinta&8(-1), (M) per la lipossigenasi  0X-9), (N) per
la proteina SNAREREN-1), (O) per il fattore di trascrizione WRKY2WRKY-27 & stato determinato tramite real time
PCR. Le linee EVB e TLB4 sono state inoculate Eonecatore le foglie sono state campionate a 0, 1 e 1Ggior
dall'inoculo (dpi). Il livello di espressione rebad € stata calcolato rispetto al livello delleeinEVB a 0 dpi, usando i geni
Actina_2, GADPH: EF-1a per la normalizzazione. Gli istogrammi rappreseatavalori medi del livello di espressione e gli
errori standard di cinque-nove repliche (piantédraite da due esperimenti indipendenti (F-testOF05). Per ciascun gene,

le lettere diverse indicano differenze significatin accordo con il test di Fishex=0,05).
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5 DISCUSSIONE

In questo lavoro di tesi sono stati applicati glpeocci di microdissezione laser e di silenziameggaico con
I'obiettivo di comprendere i meccanismi di difesld vite alla peronospora e all'oidio per in segugviluppare

metodi sostenibili per il controllo di queste duang malattie.

5.1 La microdissezione laser di foglie di vite rivela na risposta sito-specifica alla

peronospora

L'interazione tra la vite e la peronospora € statgamente studiata con analisi molecolari, sigenotipi
resistenti che suscettibili, analizzando I'inteoglfa (Kortekamp 2006, Polesani et al. 2008, Legagl. 2010,
Polesani et al. 2010, Wu et al. 2010, Gamm et@G12Perazzolli et al. 2012, Li et al. 2015, Meralk 2015).
Tuttavia, ai primi stadi di infezione del patogesmlo poche cellule sono realmente in contatto t@atogeno
(Unger et al. 2007, Godard et al. 2009) e le reistarti di tessuto fogliare non infette possonosateerare le
risposte di difesa localizzate al sito di infezid@oker et al. 2015). Per caratterizzare la rispdstla vite alla
peronospora nel sito di infezione del patogeno égtimi) e nelle regioni circostanti, & stato innanto
ottimizzato il protocollo per la microdissezioneséa delle foglie di vite. La fissazione del cam@oper la
microdissezione ha lo scopo di conservare gli awidileici preservando la morfologia del campioress
(Balestrini and Bonfante 2008), ma la scelta detdtivo e della metodica di fissazione dipendetigal di
tessuto da analizzare (Nelson et al. 2006). Deifidsativi analizzati, I'acetone 100% é risultakanigliore in
quanto ha permesso di preservare la morfologiza®pione e di estrarre RNA in sufficiente quargitqualita
per le successive analisi molecolari. L'efficace drotocollo di fissazione é stata confermata’aadllisi della
foglia fissata (foglia intera fissata), dimostrartistrazione di RNA di buona qualita e i profili espressione
genica comparabili a quelli ottenuti dall'analiglid foglia intera non fissata (foglia intera frakcll protocollo
ha permesso di sottoporre i campioni fogliari fissdla microdissezione laser senza la necessigffdituare
delle sezioni con il microtomo o il criostato. Qteedia consentito di ridurre i tempi di preparazicate
campione, evitando l'inclusione in paraffina, cheuta procedura molto lunga e laboriosa necessaunal p
sezionamento al microtomo (Day et al. 2005), erdsgrvare la morfologia del tessuto originale, ando il
criosezionamento ed il conseguente rischio di dggiagnento dei tessuti a causa della formazioneistiadli di
ghiaccio (Balestrini and Bonfante 2008). Il metqgoer la microdissezione laser ottimizzato in qudat@ro
offre quindi il vantaggio di isolare rapidamente dellule di interesse in base alla loro morfologenza
particolari preparazioni. Questo protocollo permehche di evitare la preparazione di protoplaatip@nte
trasformate con uno specifico marcatore fluoresgestie € invece necessaria per la tecnica FAC8&ternente
applicata in A. thaliana per studiare la risposta nelle cellule infette getogeno Hyaloperonospora
arabidopsidigCoker et al. 2015).

L'utilizzo di piante di vite cresciuten vitro ha permesso di escludere la presenza di microgani
contaminanti (Barlass et al. 1986, Dai et al. 1998 studiare la specifica interazione della cive P. viticola
senza potenziali interferenze dovute ad altri ndoganismi presenti sulle foglie o nella sospensidin@oculo.
Le osservazioni istologiche hanno evidenziato tanfzione dell’ifa primaria e della vescicola sotibosatica ad
1 dpi, confermando linstaurarsi delle prime fagil'thterazione ospite-patogeno (Unger et al. 20D7ez-

Navajas et al. 2008, Godard et al. 2009, Liu e2@l5) e consentendo cosi lo studio della risppstaoce della
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vite all'infezione diP. viticola E stato infatti dimostrato che la resistenza paonospora & principalmente
basata su un meccanismo post-infezione (Polesanal.et2010), che viene attivato nelle prime fasi
dell'interazione con il patogeno (Unger et al. 200fez-Navajas et al. 2008, Polesani et al. 2010,€t al.
2015). Ai primi stadi dell'infezione dp. viticola viene infatti attivata una risposta di difesaten varieta di
vite suscettibili ed essa € caratterizzata dallalutazione dei geni di difesa (Hamiduzzaman et abD52
Trouvelot et al. 2008, Legay et al. 2010, Polesdral. 2010, Perazzolli et al. 2011, Perazzolale2012). In
seguito, con l'avanzare dell'infezione, si instaimaece una relazione di tipo compatibile tra lanpa e il
patogeno con repressione dei geni di difesa (Poleaal. 2008, Legay et al. 2010, Gamm et al. 20Ld
studio della reazione precoce della vite alla pespora € quindi di fondamentale importanza per ecengere i
meccanismi di risposta e per permettere l'idergifione di nuovi marcatori per la selezione di ariesistenti

a questa malattia. Le osservazione al microscopimd permesso di stimare la percentuale di stofeitira 1
dpi, che era pari al 18% in accordo con Yu et 201@). La presenza d®. viticola & stata ulteriormente
confermata mediante I'amplificazione di un genec#ffm di P. viticola(Gindro et al. 2014) nelle foglie intere e
negli stomi del campione inoculato-locale. Il gatheP. viticola € risultato espresso anche nelle regioni vicine
allo stoma. Questo puo essere legato al fattoahebhezza dell'ifa primaria del patogeno € parirea 40 pm

a 1 dpi (Unger et al. 2007) e I'area degli storiati era pari a circa 2000 frfraggio di 25 um), indicando
quindi il possibile campionamento di alcune porkidelle ife diP. viticolanelle regioni circostanti gli stomi.
Negli stomi e nelle regioni circostanti sono stamializzati i livelli di espressione di dieci germtincome
marcatori della risposta della vite alla peronoap@odfrey et al. 2007, Polesani et al. 2008, Legfagl. 2010,
Perazzolli et al. 2011, Perazzolli et al. 2012,tSanal. 2013) e sono stati comparati con quedliad foglia
intera. | geni selezionati codificano per settetgire di patogenesPR-2 PR-4 TLP-4 TLP-5 GLP-2e GLP-

7), un fattore di trascrizioneNAC) e due enzimi coinvolti nella produzione di met&bhaecondari CHI e
CellS. L'espressione dei geRiR-2 PR-4 OSM-1e GLP-7 é risultata indotta dR. viticola nelle foglie intere
fresche, in accordo con i risultati riportati inté¥atura (Godfrey et al. 2007, Perazzolli et @il 2, Perazzolli et
al. 2012). L'assenza di induzione dei g&liP-2, CHI, NAC e CellS nelle foglie intere (Godfrey et al. 2007,
Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010) potrelssere invece dovuta alle diverse condizioni utiez come il
genotipo di vite, il momento del campionamento método impiegato per I'inoculo. La risposta tramonale
all'infezione diP. viticola pu0 infatti variare a seconda del genotipo delata ospite (Banani et al. 2014) e il
geneCellSera indotto d&. viticola nellacultivar Riesling (Polesani et al. 2008) mentre in quetidis é stata
usata lecultivar Pinot Noir. L'induzione dei gerGLP-2e NACera stata invece osservata ad uno stadio avanzato
dello sviluppo del patogeno (14 dpi) (Godfrey et28l07, Polesani et al. 2008), suggerendo che @seada una
maggiore infezione dp. viticola per misurare la modulazione di questi geni naliglia intera. In Legay et al.
(2010), I'espressione del gef#ll era modulata in foglie di piante cresciute in selwpo inoculo dP. viticola
con uno spruzzatore manuale. Al contrario, il gEh# é risultato indotto solamente negli stomi e nedigioni
circostanti gli stomi da foglie di piante cresciirtevitro in seguito all'inoculo sterile d?. viticola Similmente, i
geni PR-4 e OSM-1 avevano dimostrato una modulazione piu intensaugiothe di 5 volte) in seguito
allinfezione diP. viticolain serra (Perazzolli et al. 2011) rispetto a qoargservato in questo studio (induzione
di 3,8 volte), suggerendo che l'inoculo mediant® gpruzzatore manuale e le condizioni della seoss@no

determinare una maggiore induzione dei g&l, PR-4e OSM-1nella foglia intera.
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La modulazione di sette ger?R-2 PR-4 OSM-1 GLP-7, GLP-2 TLP-4e NAQ era generalmente maggiore
negli stomi e nelle regioni circostanti rispettéadioglia intera, indicando una regolazione trasoriale sito-
specifica della risposta della viteRa viticola In particolare, la modulazione dei geni di difé¥a-2, PR-4e
OSM-1negli stomi e nelle regioni circostanti suggeriattivazione della reazione tipica dei genotipivite
suscettibili (Polesani et al. 2010) in corrispormiedel sito di infezione ad 1 dpi. L’espressionegdmi GLP-2,
NAC e CHI é risultata indotta d®. viticola nelle microdissezioni e non nella foglia interadigando che la
microdissezione ha permesso di misurare modulazjeniche che sono invece mascherate nell’analit de
foglia intera. La tecnica della microdissezioneetdsa quindi aumentato la sensibilita delle anai&scrizionali,
consentendo l'identificazione di modulazioni gemichltrimenti non misurabili, o misurabili con mieor
intensita, nell'analisi della foglia intera.

Le due isoformé&LP-2 e GLP-7 differiscono nei profili di espressione nei campiottenuti da microdissezione
laser, indicando un loro diverso ruolo nella reaeidella vite all'infezione dP. viticola La proteina GLR2 é
omologa a GER1 dPisum sativa(Godfrey et al. 2007), la quale codifica per unettare di una proteina
batterica (Swart et al. 1994). La modulazione @glegsLP-2 esclusivamente nella regione circostante gli stomi
suggerisce un possibile ruolo di GLP-2 nel ricomoento diP. viticola nelle cellule adiacenti al sito di
infezione. La proteina GLF & invece omologa alla proteina dell'epidermide GER4 Hordeum vulgare
(Godfrey et al. 2007) che é coinvolta nella formag della papilla nei siti di infezione per bloada
penetrazione del patogeBbumeria graminigWei et al. 1998). Il gen&LP-7 ¢ risultato indotto negli stomi e
nelle regioni circostanti indicando un possibilelo nell'arrestare la diffusione dp. viticola nel sito di
infezione e nelle cellule vicine. Anche i gefiLP hanno mostrato un profilo di espressione specifieo
ciascuna isoforma, come osservato in rispostanfdPione dell’agente causale del legno nero dééa(Banti et
al. 2013). | geniTLP appartengono alla famiglia delle proteine di patege PR-5, che presentano attivita tossica
contro funghi e oomiceti (Monteiro et al. 2003, \azon et al. 2006) alterando la permeabilita dellembrana
del patogeno mediante la formazione di pori (vaoriLet al. 2006). Il gen€LP-5 & risultato espresso a livello
comparabile negli stomi, nelle regioni circostantiella foglia intera indicando una risposta gleldglla foglia
all'infezione diP. viticola Al contrario, il geneTLP-4 ha mostrato un’induzione maggiore negli stomi denel
regioni circostanti rispetto alla foglia intera,dicando una regolazione piu localizzata di questoegper
bloccare l'invasione del patogeno. | g&til e NAC sono risultati modulati esclusivamente negli stenmelle
regioni circostanti ma non nella foglia intera.darticolare, il geneCHI codifica per un enzima della via dei
fenilpropanoidi responsabile nella produzione tiglessine (Legay et al. 2010) e la sua moduladmradizzata

€ in accordo con I'accumulo di queste molecole itBsd nei siti di infezione dP. viticola (Slaughter et al.
2008). Il profilo di espressione del fattore distazioneNAC era simile a quello dei geni di dife§aP-4 e
GLP-2, ma sono necessari studi pit approfonditi per lavaee il coinvolgimento di questo fattore di
trascrizione nella regolazione sito-specifica dabaosta della vite B. viticola.La modulazione dei gefiR-2
PR-4 GLP-7, OSM-1 TLP-4 TLP-5 CHI e NAC era comparabile tra gli stomi e le regioni cireosi
suggerendo la localizzazione dell’espressione itel & infezione e la produzione di segnali celfulaon
un’azione a breve distanza all'interno del tessitfetto. Allo stesso modo, € stato dimostrato che i
rimodellamento dell’actina associato alla rispdditalifesa della vite &. viticola é attivato sia negli stomi sia
nelle cellule vicine allo stoma non direttamenteaatatto con il patogeno (Guan et al. 2014). Ldukeldi

guardia dello stoma potrebbero quindi agire comecdstodi del poro di ingressmviando segnali alle cellule
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vicine durante l'infezione dp. viticola(Guan et al. 2014). Nessuno dei geni analizzatiudtato modulato d&.
viticola in porzioni di tessuto distali rispetto al sito idfezione, nemmeno il genBR-4 che & marcatore
dell'ormone di difesa JA (Hamiduzzaman et al. 208bggerendo I'assenza di segnali cellulari a lutiganza

dal sito di infezione nelle prime fasi dello svihgpdel patogeno.

5.2 Il silenziamento dei geniMLO riduce la suscettibilita della vite ad oidio

In lavori precedenti &€ stato dimostrato che il riamento dei genMLO conferisce resistenza all'oidio in
diverse specie erbacee, come orzo (Buschges B2@r),A. thaliana(Consonni et al. 2006), pomodoro (Bai et
al. 2008), pisello (Pavan et al. 2011), peperoreg et al. 2013), frumento (Wang et al. 2014)tdate (Nie

et al. 2015). Al contrario, non €& stato al momestodiato il ruolo dei genMLO nelle specie arboree o
poliennali. Nella vite sono stati identificati 1@ MLO (Feechan et al. 2008, Winterhagen et al. 2008)diSe
essi MLO-3, MLO-6, MLO-7, MLO-8MLO-11 e MLO-13 appartengono al gruppé (Winterhagen et al.
2008), che comprende le proteine MLO con un rueltarsuscettibilita all’'oidio nelle specie erba¢@ergensen
1992, Kim et al. 2002, Elliott et al. 2005, Consobahal. 2006). In particolare, le proteine MLOMLO-7,
MLO-11 e MLO-13 sono filogeneticamente correlat®LO-2, MLO-6 e MLO-12di A. thalianae a MLO-1 di
pomodoro (Feechan et al. 2008, Winterhagen e0&I8R. per le quali & noto il coinvolgimento nei pessi della
suscettibilita all’oidio (Consonni et al. 2006, Batial. 2008). | genMLO-7, MLO-11 e MLO-13 erano inoltre
indotti daE. necatormentre il geneMILO-6 non era significativamente modulato dal patogeni{gvhagen et
al. 2008) Per comprendere il coinvolgimento dei gaiLO di vite nella suscettibilita all'oidio sono stati
silenziati i geniMLO-6, MLO-7 MLO-11e MLO-13 utilizzando la tecnica denominata RNAI. Delle 306ek
trasformate con i quattro costrutti sei hanno nadstil silenziamento significativo dei geMiLO. In particolare,
sono state ottenute tre linee dalla trasformaziooe il costrutto contenente il gemMdéLO-11 (TLB1, TLB2,
TLB3) e tre con il costrutto con il gendLO-13 (TLB4, TLB5, TLB6). L'assenza del silenziamento dei geni
MLO nelle linee trasformate con il costrutto conterargeniMLO-6 e MLO-7 puo essere dovuto all’'uso di un
frammento piu corto (di 327 bp e 369 bp) rispettpiallo usato per il silenziamento dei gbhiO-11e MLO-13

(di 504 e 627 bp). In cellule embrionali@rosophila melanogaster stato infatti dimostrato che I'efficienza del
silenziamento mediante frammenti genici pit lungib00 bp & pari al 75-80% e si riduce a meno 6ébson
frammenti piu corti (Tuschl et al. 1999). Le lind&B4, TLB5 e TLB6 hanno mostrato una significativa
riduzione della severita dell'infezione di oidiolabalisi dell’espressione dei geMLO nelle linee resistenti
(TLB4, TLB5, TLB6) e suscettibili (EVB, TLB1, TLB2TLB3) all’'oidio ha messo in evidenza che ogni &ne
presenta una diversa combinazione di silenziam@gitgeniMLO. | quattro genMLO di vite presentano infatti
un'elevata identita di sequenza (Feechan et al82®interhagen et al. 2008), suggerendo un possibil
silenziamento aspecifico. Il gedLO-7 € risultato silenziato in maniera significativa titte e tre le linee
resistenti (riduzione dell’espressione del 45-5186 non in quelle suscettibili, suggerendo che tgugene
potrebbe avere un ruolo chiave nella suscettibéitdidio. Il geneMLO-6 € risultato silenziato in tutte e tre le
linee resistenti (riduzione dell'espressione del-6586) e nella linea suscettibile TLB3 (riduzione
dell'espressione del 29%), suggerendo che questeperebbe contribuire alla suscettibilita dell'oidibgene
MLO-11 é risultato silenziato in tutte le linee, sia susbi che resistenti (riduzione dell’espressione
rispettivamente del 60-75% nelle tre linee sudoiditeé del 45-51% nelle tre linee resistenti), iggaindo un suo

ruolo nella suscettibilita ad oidio, anche se mitaoio rispetto aMLO-7. L'espressione del gendLO-13 &
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risultata invece significativamente silenziata adihea suscettibile TLB1 (riduzione dell’espressiael 51%) e
solo in due linee resistenti (riduzione dell’esgiese del 55-67% in TLB4 e TLB6), suggerendo chestp
gene non ha un effetto nella suscettibilita alfoidNonostante non sia stato ottenuto il silenziatmespecifico

di un singolo gen®MLO, il geneMLO-7 potrebbe essere responsabile della suscettibdi@didio, mentre i geni
MLO-6 e MLO-11sembrano contribuire alla suscettibilitd della vien un effetto additivo MILO-7. Anche in

A. thaliana é necessario il silenziamento di tre g&hiLO per avere una completa resistenza ad oidio. I
silenziamento del solo geMLO-2 conferisce infatti una moderata resistenza, mehsilenziamento deMLO-

6 e MLO-12 assieme 8MLO-2 conferisce completa resistenza all'oidio (Consagtnal. 2006). In vite, il gene
MLO-7 sembra comportarsi comdLO-2 di A. thaliang mentre i genMLO-6 e MLO-11 sembrano avere un
ruolo aggiuntivo contribuendo alla suscettibilitboédio e il silenziamento di tutti e tre porta asha riduzione
della malattia superiore al 65%. Feechan et all3@Pavevano pero ipotizzato che i ghhiO-11e MLO-13di
vite fossero i principali responsabili della susibdita all'oidio mediante complementazione depto mutante
mlo2mlo6mlolAi A. thaliana L'impiego di un sistema eterologo, come l'infezéodi E. cichoracearurmel
mutante diA. thaliang potrebbe non riprodurre fedelmente i procesdiinielzione diE. necatorin vite ed aver
quindi parzialmente alterato I'analisi dei g&fiLO di vite nei processi di suscettibilita.

Il silenziamento dei genMLO non ha causato effetti pleiotropici sulle piantevide cresciute in condizioni
controllate. Al contrario, il silenziamento dei gevLO in orzo, A. thalianae peperone € noto per essere
responsabile della formazione di macchie necrotmlite foglie (Jgrgensen 1992) e di una crescilantata
delle piante (Consonni et al. 2006, Zheng et alL.320Non si possono comungue escludere possiliditie$ui
grappoli, considerando che alcuni g@fiiO regolano la percezione del tubetto pollinico nelcsaembrionale
(Kessler et al. 2010) e possono quindi influenzarecondazione dei fiori. Il silenziamento dei g&LO non

ha inoltre alterato il livello di suscettibilita ke vite alla peronospora, suggerendo che questi gen sono
coinvolti nell'interazione cor®. viticola Il possibile ruolo dei gerMLO nella resistenza ad altri patogeni € pero
suggerito dai risultati ottenuti in altre specieedimnno indicato I'aumento della suscettibilitMagriseae B.
sorokinianain orzo (Jarosch et al. 1999, Kumar et al. 20@L)\ealternata A. brassicicolaandP. infestansn

A. thaliana(Consonni et al. 2006) in seguito al silenziametgbgeniMLO.

Il meccanismo attraverso cui il silenziamento dehigMLO conferisce resistenza all’'oidio non é stato al
momento chiarito. Le proteine MLO sono localizzatdla membrana plasmatica e, in seguito all'infeeio
dell’oidio, si accumulano nel sito di penetraziodel fungo (Bhat et al. 2005), dove si pensa regolin
negativamente i meccanismi responsabili della faiome della papilla che sono regolati dalle pratgdEN-1 e
PEN-2/PEN-3 (Panstruga 2005b). La papilla & castitda callosio, proteine, composti fenolici (ligai e
derivati fenolici), arabinoglicani e composti anitnobici (Chowdhury et al. 2014) e agisce come ibaarfisica
per bloccare la penetrazione del fungo. L'accunddlia papilla & stato osservato nel sito di infagioella linea
resistente TLB4 e nella linea controllo EVB, suggeto che la papilla rappresenta una tipica rispdsiia vite
all'infezione dell'oidio. Cio che differenzia le piéle nelle piante resistenti € il tempo necessaéo la loro
formazione, la composizione e le dimensioni (Lyagkjet al. 2000, Chowdhury et al. 2014, Hueckelhoven
2014). Chowdhury et al. (2014) hanno infatti dimatsg che le papille in piante di orzo resistentafiia
effettiva) mostrano una diversa concentrazioneatlbsio, cellulosa e arabinoxilani rispetto allepilia delle

piante suscettibili (papilla non-effettiva). In fmb, saranno quindi necessarie ulteriori analisi yautare le
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differenze nella composizione e nella tempisticaadcumulo della papilla nelle piante di vite colfitroe
silenziate nell’espressione dei géMiO.

Nella linea resistente TLB4 e nella linea contrdl¥B sono stati analizzati tredici geni di difesalld vite
all'oidio (Fung et al. 2008, Dufour et al. 2013,dz&t al. 2014, Guo et al. 2014). | geni seleziooadiificano per
due proteine di patogene$tR-1e PR-§, per quattro fattori di trascrizion&8VRKY-19 WRKY-27 WRKY-48
WRKY-52, per due isoforme dell'enzima lipossigendsdDK-1e LOX-9), per un enzima coinvolto nella sintesi
degli aminoacidi ASL-1), per una proteina coinvolta nel trasporto diatdre nitriti (NPF-3.2, per un gene
coinvolto nei processi di penetrazione dell'oidREN-1) e per due lipasiEDS-1e PAD-4). Prima dell'inoculo
con l'oidio, tutti i geni analizzati hanno dimodtrdivelli di espressione paragonabili nella limesistente TLB4
e nella linea controllo EVB, dimostrando che ilestiamento dei gerMLO non ha alterato il livello di
espressione dei marcatori della risposta di difeska pianta. A 1 dpi, i ge'WRKY-52e NPF-3.2sono risultati
indotti nella linea controllo EVB, mentre solameiitgene WRKY-19¢ risultato indotto nella linea TLB4. In
particolare, il gen®&PF-3.2¢ risultato indotto da oidio a 1 dpi ma non a pOreella linea controllo, in accordo
con Pike et al. (2014) ed e risultato rispettivatearon modulato a 1 dpi e represso a 10 dpi nekaITLB4.
Similmente, questo gene era indotto nella vite ettifiile (V. vinifera cultivarCabernet Sauvignon) ma non
nella vite resistente\( aestivalis cultivarNorton) in seguito ad infezione &. necator(Fung et al. 2008),
suggerendo che la risposta della pianta suscettdminvolge un aumento del trasporto di nitratoitgtm per
sintetizzare ammonio, aminoacidi e peptidi per dtabolismo del patogeno (Pike et al. 2014). | gelbb-1,
PAD-4, PR-1, PR-6, WRKY-19, WRKY-48/RKY-52s0no risultati modulati a 10 dpi nella linea cofitr EVB

in accordo con quanto riportato in letteratura (@ufet al. 2013, Gao et al. 2014, Guo et al. 20d@hfermando
I'attivazione della risposta della vite all'oidid.’assenza di modulazione dei geREN-1 LOX-1, LOX-9 e
WRKY-2Tella linea controllo (Collins et al. 2003, Assaddl. 2004, Fung et al. 2008, Dufour et al. 20@8p
et al. 2014) puo essere invece dovuta alle divesseizioni utilizzate, come il genotipo della piardspite o la
modalita dell'inoculo. Il gen®EN-1di vite € omologo #EN-1di A. thaliang che € noto per essere indotto da
oidio in A. thaliana(Assaad et al. 2004), suggerendo che la modulezibmuesto gene puo essere differente
nelle diverse specie vegetali. L'induzione dei ge@iX-1, LOX-9 e WRKY-27daE. necatorera stata osservata
nelle foglie diV. vinifera Cabernet sauvignon (Fung et al. 2008, Dufour e@13) e inV. quinquangularis
Shang-24 (Guo et al. 2014), suggerendo una lorersivmodulazione a seconda del genotipo dell’asiizdia
linea TLB4 sono risultati indotti i gehiOX-1, WRKY-19¢ WRKY-52a 10 dpi. Il gené OX-1 codificaper una
lipossigenasi coinvolta nella sintesi di JA (Muell997), indicando un possibile coinvolgimento di della
resistenza mediata dal silenziamento dei §#hD. La mancata induzione dei gehR-6 (Dufour et al. 2013),
WRKY-27e WRKY-48Guo et al. 2014),0X-1(Fung et al. 2008),0X-9(Dufour et al. 2013) @EN-1(Collins

et al. 2003, Assaad et al. 2004) nella linea TLBY @ 10 dpi suggerisce che la ridotta severitaadaihlattia
nella linea resistente non & sufficiente per attia risposta della pianta. Inoltre la mancata utexlone dei
geni marcatori della via dell’ormone di difesa SAmePR-1(Dufour et al. 2013)EDS-1e PAD-4 (Gao et al.
2014), indica inoltre che la resistenza mediatasd@hziamento dei gemLO & indipendente da SA, in accordo
con gli studi ottenuti irA. thaliana(Consonni et al. 2006) e in cetriolo (Nie et &13). Per meglio chiarire le
possibili regolazioni trascrizionali responsabiélld resistenza nelle piante di vite silenziate pgeni MLO
saranno comunque necessarie analisi di trascrittomiilizzando alcune linee silenziate nell’espiees dei
geniMLO.
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6 CONCLUSIONI

| risultati ottenuti in questo lavoro di dottoratanno permesso di identificare alcuni processutzeil e geni
chiave coinvolti nei meccanismi di difesa dellaevih risposta all'infezione della peronospora el'cidio
attraverso approcci di microdissezione laser ezitganento genico.

L'ottimizzazione del protocollo per la microdissezé laser ha consentito di isolare in maniera paegli stomi
da foglie di vite e le regioni circostanti per amadire la risposta sito-specifica della piantairefzione diP.
viticola. La tecnica della microdissezione laser ha permeds aumentare la sensibilita dell'analisi
dell'espressione genica e di identificare regolazteascrizionali che erano mascherate nell’analala foglia
intera. Le analisi molecolari delle microdissezidwainno inoltre evidenziato che le regolazioni deiposta
della vite all'infezione diP. viticola sono principalmente localizzate nei siti di infe®m e probabilmente
controllate da segnali cellulari con un’azione aJer distanza che coinvolgono gli stomi infetti erégioni
circostanti. L'assenza della modulazione genicaessuti non infetti ha inoltre suggerito che nonasimplicati
segnali cellulari a lunga distanza nelle prime thsviluppo del patogeno.

Mediante trasformazione genetica della vite somdesbttenute tre linee silenziate nell’espressidaegeni
MLO, le quali hanno mostrato una maggiore resisteritaidao rispetto alle piante controllo. L'analisi
dell'espressione dei geMLO nelle linee resistenti ha messo in evidenza ilgwiliave del gen®LO-7 nei
processi responsabili della suscettibilita all’oidil geneMLO-6 e, in misura minoritaria, il genMLO-11
sembrano inoltre contribuire alla suscettibilitdlaleite, con un effetto additivo BILO-7. Il silenziamento dei
geni MLO non influisce sulla suscettibilita della piantaaapperonospora, suggerendo che questi geni sono
specifici per I'oidioe non sono coinvolti nell'interazione céh viticola | tre geniMLO rappresentano quindi
nuovi marcatori di resistenza della vite e possesgere utilizzati per la selezione di piante resistall’oidio
mediante programmi di miglioramento genetico aitsidt protocollo per la microdissezione lasefimtzzato in
questo studio permette inoltre di aumentare la is#ités di future analisi trascrizionali e di comg&e
I'identificazione di nuovi geni marcatori dellapista di difesa della vite all'infezione dei patoge

| risultati ottenuti in questo lavoro di tesi sostati riportati in due pubblicazioni su riviste egiifiche (il primo
pubblicato sulla rivista Plant and Cell Physiolog916, 57: 69-81, il secondo pubblicato su Hortimdt
Research doi: 10.1038/hortres.2016.16), in un ev@CT/EP/2015/065624), e sono stati presentdtea

convegni nazionali e internazionali.
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Grapevine is one of the most important fruit crops in the
world, and it is highly susceptible to downy mildew caused
by the biotrophic oomycete Plasmopara viticola. Gene expres-
sion profiling has been used extensively to investigate the
reguiation processes of grapevine-P. viticola interaction, but
all studies to date have involved the use of whole leaves.
However, only a small fraction of host cells is in contact
with the pathogen, so highly localized transcriptional changes
of infected cells may be masked by the large portion of non-
infected cells when analyzing the whole leaf. In order to
understand the transcriptional regulation of the plant reac-
tion at the sites of pathogen infection, we optimized a laser
microdissection protocol and analyzed the transcriptional
changes in stomata cells and surrounding areas of grapevine
leaves at early stages of P. viticola infection. The results indi-
cate that 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 the host response is mainly located at
the infection sites and that short-distance signals are impli-
cated. In addition, due to the high sensitivity of the laser
microdissection technique, significant modulations of three
genes that were completely masked in the whole tissue ana-
lysis were detected. The protocol validated in this study could
greatly increase the sensitivity of further transcriptomic
studies of the grapevine-P. viticola interaction.

Keywords: Gene expression e Laser microdissection e
Oomycetes ¢ Plant—pathogen interactions e Plasmopara viti-
cola « Stomata e Vitis vinifera.

Abbreviations: CellS, cellulose synthase; CHI, chalcone isom-
erase; d, days; GLP, germin-like protein; hpi, hours post-in-
oculation; LMD, laser microdissection; LSU, large ribosomal
subunit; OSM, osmotin; PR, pathogenesis-related; r.p.m, revo-
lution per minute; SE, standard error; TLP, thaumatin-like
protein.

Downy mildew caused by the biotrophic oomycete Plasmopara
viticola (Berk. and Curt.) Berl. and de Toni is one of the most

Introduction

economicaally significant grapevine diseases worldwide, particu-
larly in warm, wet climates (Gessler et al. 2011). Plasmopara
viticola attacks all green parts of the grapevine where functional
stomata are present (in particular, leaves and clusters), and it
penetrates only these natural openings (Gessler et al. 2011).
When leaves are wet, zoospores are released from sporangia
into the water film and swim towards the stomata where
they encyst (Unger et al. 2007, Diez-Navajas et al. 2008).
Subsequently, encysted zoospores form a germ tube that pene-
trates into the substomatal cavity and develops the primary
hypha that branches to form a complex mycelial network
(Unger et al. 2007, Diez-Navajas et al. 2008). Then, P. viticola
hyphae expand into the intercellular spaces of the mesophyll
tissue and differentiate specialized structures known as haus-
toria (Unger et al. 2007, Liu et al. 2015). Haustoria development
involves localized degradation of the plant cell wall and inva-
gination of the plasma membrane, creating intimate contact
between the pathogen and the host (Jones and Dangl 2006).
These highly specialized structures of biotrophic oomycetes
and fungi play an essential role in nutrient acquisition from
the plant cells and allow intense exchanges of signals that re-
direct the host metabolism and suppress the defense reaction
(Voegele and Mendgen 2003, Dodds et al. 2009). In particular,
pathogenicity effector proteins are released by the pathogen to
manipulate host cells and establish a parasitic relationship
(Voegele and Mendgen 2003, Kamoun 2006, Dodds et al.
2009). The molecular basis of grapevine and P. viticola inter-
action is still poorly understood, and only three effector genes
have been identified in P. viticola (Mestre et al. 2012). However,
itis assumed by comparison with similar pathosystems that the
establishment of compatibility is achieved through the secre-
tion of effector molecules, which can act as virulence factors in
suppressing host defenses (Milli et al. 2012) and which can
manipulate host cell metabolism to maximize energy recruit-
ment (Gamm et al. 2011).

The wine industry relies predominantly on Vitis vinifera,
which is highly susceptible to downy mildew (Gessler et al.
2011). Resistance traits are present in some other species of
the genus Vitis, which are commonly used in plant breeding
for resistance to P. viticola (Kortekamp 2006, Polesani et al.
2010, Wu et al. 2010, Malacarne et al. 2011, Figueiredo et al.
2012, He et al. 2013). A better understanding of the mechan-
isms responsible for compatible and incompatible interaction
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between Vitis spp. and P. viticola will help breeding programs to
develop resistant varieties. Restriction of pathogen growth in
resistant grapevines is mainly a post-infection phenomenon
(Polesani et al. 2010) that begins when the first haustoria es-
tablish intimate contact with plant cells (Unger et al. 2007,
Diez-Navajas et al. 2008, Polesani et al. 2010, Liu et al. 2015).
Transcriptional responses to P. viticola also occur in susceptible
grapevines, and they have been associated with a weak and
abortive defense response at early infection stages (Polesani
et al. 2010), followed by the establishment of a compatible
interaction (Polesani et al. 2008, Legay et al. 2010, Gamm
et al. 2011, Perazzolli et al. 2012). Grapevine response to
downy mildew is characterized by the induction of genes
involved in transcription regulation, such as a NAC transcrip-
tion factor (Polesani et al. 2010), and defense response, includ-
ing synthesis of pathogenesis-related (PR) proteins and
antimicrobial compounds (Kortekamp 2006, Polesani et al.
2010, Wu et al. 2010, Malacarne et al. 2011, Figueiredo et al.
2012, He et al. 2013). PR proteins are associated with plant
resistance to pathogens (van Loon et al. 2006). In particular,
grapevine PR-2 and PR-4 genes are induced in response to
P. viticola inoculation and code for B-glucanase and chitinase,
respectively (Kortekamp 2006, Perazzolli et al. 2011).
Likewise, osmotins (OSMs) and thaumatin-like proteins
(TLPs) belong to the PR-5 family (van Loon et al. 2006), and
exhibit strong inhibitory effects on germination and growth of
the major pathogenic fungi of grapevine (Monteiro et al. 2003).
As members of the PR-16 class (Park et al. 2004), seven genes of
the germin-like protein (GLP) family were identified in grape-
vine and two of them, GLP-2 and GLP-7, were induced by P.
viticola inoculation (Godfrey et al. 2007). Phytoalexins and
phenolic derivatives are essential antimicrobial compounds
produced following downy mildew infection, and are con-
sidered as markers of grapevine resistance (Slaughter et al.
2008, Malacarne et al. 2011). These defense molecules are
synthesized by the phenylpropanoyd pathway, which involves
several enzymes, including a P. viticola-induced chalcone isom-
erase (CHI) (Legay et al. 2010). The grapevine response to
downy mildew also includes the induction of a cellulose syn-
thase (CellS) gene, which may be involved in the supply of
precursors for pathogen metabolism (Polesani et al. 2008,
Polesani et al. 2010).

Several studies have characterized the transcriptional
changes of grapevine leaves occurring in response to P. viticola
inoculation by analyzing RNA extracted from whole leaves
(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).
However, only a small fraction of leaf cells is in contact with
the pathogen at early infection stages, and the large portion of
non-infected cells could mask or dilute highly localized tran-
scriptional changes related to the establishment of haustoriated
cells. On the other hand, little is known about the local plant
response to biotrophic pathogens and the potential for differ-
ent transcriptional regulations of parasitized plant cells and leaf
tissues far from the infection sites (Coker et al. 2015). Laser
microdissection (LMD) is a powerful methodology for precisely

isolating specific cell groups or single cells from heterogeneous
tissues and also allows single-cell gene expression analyses
(Emmert-Buck et al. 1996). The LMD approach has been suc-
cessfully used to study the transcriptional reprogramming of
host cells during plant-microbe interactions, such as with ni-
trogen-fixing bacteria (Damiani et al. 2012, Roux et al. 2014),
pathogenic fungi (Tang et al. 2006, Chandran et al. 2010,
Hacquard et al. 2010, Klug et al. 2015), phytoplasma (Santi
et al. 2013), arbuscular mychorrhizal (Balestrini et al. 2007,
Fiorilli et al. 2009, Gaude et al. 2012) and ectomychorrhizal
fungi (Hacquard et al. 2013).

The aim of this work was to compare early grapevine re-
sponse in whole leaves, in the sites of P. viticola infection, in
surrounding areas and in distal parts not infected by the
pathogen. A protocol for sample preparation was optimized
to isolate leaf cells, and the expression level of downy
mildew-responsive genes was investigated to highlight different
expression profiles in sites closely associated with P. viticola and
in whole leaves.

Results

Plasmopara viticola inoculation of grapevine
leaves

Leaf samples were collected at 24 h post-inoculation (hpi) from
water-treated leaves (uninoculated sample), from inoculated
areas (local-inoculated sample) and from uninoculated areas
(distal-inoculated sample) of leaves inoculated with P. viticola
only on the left side of the primary vein (left-side inoculated
leaves). In local-inoculated samples, encysted zoospores and
substomatal vesicles with primary hyphae of P. viticola were
observed at 24 hpi (Fig. 1B, C), and they were not detected
in uninoculated samples (Fig. 1A). Of the total stomata, 18%
had an encysted zoospore or a substomatal vesicle with primary
hyphae (infected stomata) (Fig. 1D). Plasmopara viticola infec-
tion was confirmed by the development of downy mildew
symptoms with heavy production of P. viticola sporangia on
local-inoculated samples at 7d post-inoculation (Fig. 1E
Supplementary Fig. S1). No signs of the pathogen
were noticed on uninoculated samples or distal-inoculated
samples.

Gene expression analysis in whole fresh leaves
inoculated with Plasmopara viticola

Early response to downy mildew was analyzed by assessing the
modulation of 10 grapevine genes known to be defense re-
sponse markers (Table 1) at 24 hpi in uninoculated and
local-inoculated samples of whole fresh leaves (Fig. 2). The ex-
pression levels of the TLP-5 (Fig. 2A), PR-2 (Fig. 2B) and PR-4
(Fig. 2C) genes were induced 3.1-, 38- and 2.9-fold in local-
inoculated samples, respectively. Likewise, P. viticola induced
the expression of the GLP-7 (6.6-fold; Fig. 2D), OSM-1 (38-
fold; Fig. 2E) and TLP4 (2.9-fold; Fig. 2F) genes in whole
fresh leaves. The expression levels of the GLP-2, NAC, CHI and
CellS genes were not affected by P. viticola in whole fresh leaves
of in vitro grown plants (Fig. 2G-)).
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Fig. 1 Infection of Plasmopara viticola on grapevine leaves of in vitro grown plants. Leaves were inoculated with P. viticola (local-inoculated) or
treated with water (uninoculated) under sterile conditions. P. viticola infection was assessed on (A) uninoculated and (B, C) loal-inoculated
samples at 24 hpi by epifluorescence microscopy after aniline blue staining. (D) Percentage of infected stomata showing encysted zoospores or
substomatal vesicles with primary hyphae and primary haustoria, and (E) disease severity expressed as number of P. viticola sporangia per gram of
leaf fresh weight were assessed at 24 hpi and at 7d post-inoculation, respectively. Representative microscopic pictures of encysted zoospores
(EZ), substomatal vesicles (SV) with primary hyphae (PH) and primary haustoria (PHa) near stomata (St) cells are shown. An F-test revealed non-
significant differences between experiments (P =0.2), and data from the two experiments were pooled. Mean scores and SEs of 10 replicates

pooled from two experiments are presented.

Laser microdissection of stomata and surrounding
cells from grapevine leaves

The LMD protocol was optimized by comparing two fixative
solutions: ethanol-acetic acid (3:1) and 100% acetone.
Although both fixative solutions provided adequate preserva-
tion of tissue morphology and allowed proper microdissection
of stomata cells (data not shown), high-quality RNA was ob-
tained only from microdissected cells of acetone-fixed leaves
(Supplementary Fig. S2A). On the other hand, degraded RNA

(no evident rRN A bandc) wac obrained from leaves fixed in the
ethanol-acetic acid solution. High-quality RNA was present in
acetone-fixed leaves for up to 14d of storage at —20°C. The
minimum quantity of fixed leaf tissue required to extract a
sufficient amount of RNA (=4 ng) was 300 microdissected sto-
mata cells. Acetone-fixed leaves were used in the following
experiments.

Regulation of grapevine response at P. viticola infection sites
was assessed on samples of 300 microdissected stomata cells,
corresponding to a total area of 0.7-0.8 mm” of leaf tissue, as
well as on samples of an equivalent area of microdissected

surrounding cells (Fig. 3). LMD was carried out directly on
whole fixed leaves without specimen sectioning by cryostat
or microtome. Stomata cells were microdissected from unin-
oculated, local- and distal-inoculated samples, while surround-
ing cells were collected from uninoculated and local-inoculated
samples. Extractions from whole fixed leaves after LMD con-
firmed that procedures of sample preparation and microdissec-
tion did not alter the quality of total RNA (Supplementary Fig.
$2B). After RNA extraction, protocols for RNA amplification
and ¢cDNA synthesis were optimized for microdissected cells
and whole fixed leaves, and the absence of DNA contamination
was confirmed for all samples (Supplementary Fig. S3).

Quantification of Plasmopara viticola in cDNA
samples

The presence of P. viticola was detected in the cDNA samples
of whole fresh (Fig. 4A) and fixed (Fig. 4B) leaves of local-
inoculated samples by real-time PCR analysis of the large
ribosomal subunit (LSU) gene. As expected, no amplification
of the P. viticola LSU gene was obtained from uninoculated or
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Fig.2 Gene expression analysis of whole fresh leaves of in vitro grown grapevines. Relative expression levels of genes encoding (A) thaumatin-like
protein 5 (TLP-5), (B) pathogenesis-related protein 2 (PR-2), (C) pathogenesis-related protein 4 (PR-4), (D) germin-like protein 7 (GLP-7), (E)
osmotin 1 (OSM-1), (F) thaumatin-like protein 4 (TLP-4), (G) chalcone isomerase (CHI), (H) NAC transcription factor (NAC), (1) germin-like
protein 2 (GLP-2) and ()) cellulose synthase (CellS) were assessed by real-time PCR analysis. Leaves were treated with water (uninoculated) or
inoculated with Plasmopara viticola (local-inoculated) under sterile conditions, and collected at 24 hpi. Relative expression levels (fold change)
were calculated using grapevine Actin as the constitutive gene for normalization, and data were calibrated on the uninoculated sample. An F-test
revealed non-significant differences between experiments (P- values ranged from 02 to 0.8 for the genes tested), and data from the two
experiments were pooled. Mean levels of relative expression and SEs from 7-9 replictes pooled from two experiments are presented for each
sample. For each gene, different letters indicate significant differences according to Fisher's test (2 =0.05).
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Fig. 3 Laser microdissection of stomata and surrounding cells from leaves of in vitro grown grapevines. Abaxil surface of a grapevine leaf fixed in
100% acetone with stomata (blue line) and surrounding (red line) cells selected on a Leica LMD7000 instrument (A) before and (B) after laser
microdissection. Visualization of microdissected (C) stomata cells and (D) surrounding cells collected in PCR tube caps after laser

microdissection.

A B Whole fresh leaves B

B Whole fixed leaves c
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Fig. 4 Detection of Plasmopara viticola in grapevine leaves. P. viticola development was assessed in (A) whole fresh leaves, (B) whole fixed leaves
and (C) microdissected stomata and surrounding cells of in vitro grown grapevines. Leaves were treated with water (uninoculated) or inoculated
with P. viticola (inoculated) under sterile conditions, and samples were collected at 24 hpi from the inoculated (locl-inoculated) or uninoculated
(distal-inoculated) area of left-side inoculated leaves. P. viticola development was estimated by real-time PCR of the expression of the large
ribosomal subunit (LSU) gene of P. viticola and normalized to the transcription level of the grapevine Actin gene. An F-test revealed non-
significant differences between experiments (P = 0.3), and data from the two experiments were pooled. Mean levels and SEs of relative P. viticola
quantification from 6-9 replicates pooled from two experiments are presented for each sample.

distal-inoculated samples of whole fresh or fixed leaves.
Likewise, the presence of P. viticola was not detected in micro-
dissected stomata or surrounding cells of distal-inoculated
samples (Fig. 4C). The P. viticola LSU gene was amplified
from local-inoculated samples, and its signal was 4-fold greater
in microdissected stomata than in microdissected surrounding
cells.

Gene expression analysis in microdissected
stomata and surrounding cells of leaves
inoculated with Plasmopara viticola

The molecular response of grapevine to P. viticola at the infec-
tion sites was assessed with gene expression analysis of the

selected marker genes (Table 1) in microdissected stomata
and surrounding cells of uninoculated, local- and distal-inocu-
lated samples (Fig. 5). No significant modulation of the TLP-5,
PR-2, PR-4, GLP-7, OSM-1, TLP-4, CHI, NAC or GLP-2 genes was
observed in whole leaves, microdissected stomata or surround-
ing cells of uninoculated and distal-inoculated samples.

The TLP-5 gene was induced by P. viticola in local-inoculated
samples, with comparable expression levels in whole fixed
leaves, microdissected stomata and surrounding cells
(Fig. 5A). The expression levels of the PR-2, PR-4 and GLP-7
genes were induced by P. viticola in local-inoculated samples
(Fig. 5B-D). The expression levels of these genes in local-
inoculated samples were greater in microdissected stomata
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Fig. 5 Gene expression analysis of microdissected cells and whole fixed leaves of in vitro grown grapevines. Relative expression levels of genes
encoding (A) thaumatin-like protein 5 (TLP-5), (B) pathogenesis-related protein 2 (PR-2), (C) pathogenesis-related protein 4 (PR<4), (D) germin-
like protein 7 (GLP-7), (E) osmotin 1 (OSM-1), (F) thaumatin-like protein 4 (TLP<), (G) chalcone isomerase (CHI), (H) NAC transcription factor
(NACQ), (1) germin-like protein 2 (GLP-2) and (J) cellulose synthase (CellS) were assessed by real-time PCR analysis. Leaves were treated with water
(uninoculated) or inoculated with Plasmopara viticola (inoculated) under sterile conditions and fixed in 100% acetone at 24 hpi. Gene expression
analysis was carried out on microdissected stomata cells, microdissected surrounding cells and in whole fixed leaves of uninoculated samples and
inoculated (local-inoculated) or uninoculated areas of left-side inoculated leaves (distal-inoculated). Relative expression levels (fold change) were
calculated using grapevine Actin as the constitutive gene for normalization, and data were calibrated on whole fixed leaves of the uninoculated
sample. An F-test revealed non-significant differences between experiments (P-values ranged from 0.1 to 0.9 for the genes tested) and data from
the two experiments were pooled. Mean levels of relative expression and SEs from 6-8 replicates pooled from two experiments are presented for
each sample. For each gene, different letters indicate significant differences according to Fisher's test (x = 0.05).
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cells (5.1-, 5.3- and 16.8-fold for PR-2, PR-4 and GLP-7, respect-
ively) and surrounding cells (6.8-, 8.4- and 34.3-fold for PR-2, PR-
4 and GLP-7 respectively) than in whole fixed leaves (3.3-, 2.3-
and 5.0-fold for PR-2, PR-4 and GLP-7, respectively).

The OSM-1 gene showed similar expression profiles to PR-2,
PR-4 and GLP-7 in microdissected cells of local-inoculated sam-
ples (6.6- and 9.1-fold induction in microdissected stomata and
surrounding cells, respectively). However, the OSM-1 expression
of whole fixed leaves was not significantly affected by P. viticola
in local-inoculated samples as compared with uninoculated
samples (Fig. 5E). The expression level of TLP-4 was significantly
induced by P. viticola in local-inoculated samples (2.9-, 5.5- and
7.3-fold in whole fixed leaves, microdissected stomata and sur-
rounding cells, respectively), and it was significantly greater in
microdissected surrounding cells than in whole fixed leaves
(Fig. 5F).

The expression of the CHI (Fig. 5G) and NAC (Fig. 5H) genes
was significantly induced by P. viticola in microdissected
stomata (2.9- and 2.2-fold, respectively) and surrounding cells
(3.7- and 3.6-fold, respectively), but not in whole fixed leaves of
local-inoculated samples. The GLP-2 gene was induced
(2.7-fold) exclusively in surrounding cells of local-inoculated
samples (Fig. 51). The expression levels of NAC and GLP-2
genes were significantly greater in microdissected surrounding
cells than in whole fixed leaves, while the expression level of CHI
was not.

The expression level of CellS was not affected by P. viticola in
whole fixed leaves and microdissected cells of uninoculated,
local- and distal-inoculated samples. Only a slight decrease of
CellS expression was observed in microdissected stomata of
distal-inoculated samples (Fig. 5J).

Discussion

Transcriptional reprogramming is a crucial part of the inter-
action of biotrophic pathogens with host plants. However, gene
expression analyses carried out to date have been done at a
global level using whole leaves (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), while only a small fraction of leaf cells was in con-
tact with the pathogen at eary stages of the infection.
Therefore, many key transcriptional events that occurred ex-
clusively in host cells in direct contact with the pathogen might
have been diluted or masked by the greater abundance of non-
infected cells when analyzing whole-organ samples (Coker et al.
2015). In this study, we characterized early grapevine responses
to downy mildew with spatial resolution in sites with P. viticola
infection, in surrounding cells and in distal leaf areas not in-
fected by the pathogen, by specifically selecting groups of cells
with an optimized LMD protocol. As sample fixation depends
on the plant species (Nelson et al. 2006), we compared two
protocols, and grapevine leaf fixation in 100% acetone proved
to be the best option for preserving histological integrity and
RNA quality. The effectiveness of the fixation protocol was
further confirmed through comparable gene expression levels

in whole fixed and whole fresh leaves after P. viticola inoculation
for all the genes tested. Fixed sam ples were directly subjected to
LMD without specimen sectioning by a microtome, saving time
for paraffin embedding (Day et al. 2006), or by a cryotome,
reducing the risk of morphological damage from ice crystals
(Balestrini and Bonfante 2008). In comparison with fluores-
cence-activated cell sorting recently developed for
Arabidopsis thaliana (Coker et al. 2015), our LMD method
can be used at early time points after inoculation and allows
morphology-based cell isolation, with no requirement for
protoplast production or specific transgenic plants expressing
infection markers. Because leaves of grown plants were used
under axenic conditions, we could exclude interference from
potential contaminant microorganisms (Barlass et al. 1986, Dai
et al. 1995). Samples were collected when the formation of
encysted zoospores, substomatal vesicles and primary hyphae
established the first intimate contact between pathogen and
host cells (Unger et al. 2007, Diez-Navajas et al. 2008, Polesani
et al. 2010, Liu et al. 2015). The proportion of infected stomata
was in agreement with previous observations (Yu et al. 2012),
and the presence of P. viticola at 24 hpi was confirmed by
amplification of the P. viticola LSU gene in whole leaves and
microdissected stomata cells of local-inoculated samples.
Plasmopara viticola was also detected in microdissected sur-
rounding cells. Primary hyphae reached up to 40 um in length
at 24 hpi (Unger et al. 2007), and an area of 2,000 um? (radius of
about 25um) was collected for stomata cells, indicating that
some primary hyphae may have been sampled from the sur-
rounding areas.

The expression levels of 10 grapevine genes known to be
markers for defense responses (Godfrey et al. 2007, Polesani
et al. 2008, Legay et al. 2010, Perazzolli et al. 2011, Perazzolli
et al. 2012, Santi et al. 2013) were examined in microdissected
stomata and surrounding cells, and were compared with those
of whole leaves. In particular, seven defense-related genes (PR-2,
PR-4, OSM-1, TLP-4, TLP-5, GLP-7 and GLP-2), one transcription
factor (NAC) and two genes related to secondary metabolic
processes (CHI and CellS) were analyzed As reported in previ-
ous studies (Godfrey et al. 2007, Perazzolli et al. 2011, Perazzolli
et al. 2012), expression of the PR-2, PR-4, OSM-1 and GLP-7
genes was induced by P. viticola in whole leaves. Conversely,
the absence of the P. viticola-dependent induction of GLP-2
(Godfrey et al. 2007), CHI (Legay et al. 2010), NAC and CellS
(Polesani et al. 2008) in whole leaves may be related to the use
of different plant genotypes, time points and inoculation meth-
ods. Indeed, the CellS gene was induced by P. viticola in Riesling
(Polesani et al. 2008) and not in Pinot noir plants, in agreement
with the different transcriptional response of susceptible
genotypes to P. viticola (Banani et al. 2014). The induction of
GLP-2 and NAC was previously observed at late stages of
infection (Godfrey et al. 2007, Polesani et al. 2008), suggesting
that heavy P. viticola invasion of grapevine tissues is required to
detect the modulation of these genes by whole-leaf analyses.
CHI expression was induced in whole leaves by spray
inoculation of P. viticola on greenhouse-grown plants
(Legay et al. 2010), while its expression change after
in vitro inoculation was detected only in microdissected cells.




The use of spray inoculation and greenhouse conditions
could also explain the greater magnitude of PR-4 and OSM-1
modulation in Perazzolli et al. (2011, 2012) than in our
experiments.

The extent of gene modulation was generally greater in
microdissected cells than in whole leaves, demonstrating that
the analysis of selected tissue portions dramatically increases
sensitivity for detecting transcriptional changes. Furthermore,
the dilution effect of whole-leaf analysis totally masked the
modulation of the GLP-2, NAC and CHI genes, which was sig-
nificantly affected by P. viticola in the microdissected cells. The
expression levels of the PR-2, PR-4, OSM-1, GLP-2, GLP-7, TLP-4
and NAC genes were greater in microdissected stomata and
surrounding cells than in whole leaves, indicating site-specific
regulation of grapevine response to P. viticola. Specifically, the
gene expression profiles of defense-related genes (PR-2, PR-4
and OSM-1) suggested that the attempted defense reaction
of susceptible grapevine (Polesani et al. 2010) was mainly acti-
vated corresponding to the infection sites at 24 hpi. The specific
expression profiles of the GLP family members in stomata cells
and surrounding areas indicated different roles in grapevine
response. For example, GLP-2 was modulated by P. viticola ex-
clusively in microdissected surrounding cells. GLP-2 is closely
related to the PsGER1 gene from Pisum sativa (Godfrey et al.
2007), which encodes a receptor of bacterial cell surface pro-
teins (Swart et al. 1994), and it could be responsible for the P.
viticola recognition around the infection sites. Conversely, the
GLP-7 gene was induced in both stomata and surrounding cells
and is related to the epidermal-specific Hordeum vulgare pro-
tein HVGER4 (Godfrey et al. 2007), which is involved in the
formation of papilla in response to powdery mildew (Wei
etal. 1998), and itis possibly implicated in the defense reaction
of cells in contact with the pathogen. The TLP genes showed
specific modulation patterns in microdissected cells, possibly
due to the spatial regulation following P. viticola inoculation, as
reported in response to stolbur infection (Santi et al. 2013). TLP
genes belong to the PR-5 family, which is associated with anti-
fungal activity (Monteiro et al. 2003), and the TLP-5 gene was
expressed at comparable levels in whole leaves and microdis-
sected cells, indicating a global response to P. viticola infection.
Conversely, a more localized role for TLP-4 in the restriction of
pathogen development at the infection sites was suggested by
greater expression levels in microdissected surrounding cells
than in whole leaves. Likewise, the P. viticola-dependent induc-
tion of CHI and NAC was detected exclusively in microdissected
stomata and surrounding cells and not in whole leaves. In par-
ticular, CHI encodes an enzyme responsible for the production
of phytoalexins (Legay et al. 2010), indicating local accumula-
tion of key defense molecules against downy mildew (Slaughter
et al. 2008) near the infection sites. The expression profiles of
the NAC transcription factor in microdissected cells correlated
well with those of defense-related genes, but further investiga-
tions are required to prove its involvement in site-specific regu-
lation of grapevine responses to P. viticola. The modulation of
PR-2, PR-4, GLP-7, OSM-1, TLP-4, TLP-5, CHI and NAC was com-
parable in microdissected stomata and in surrounding areas,
suggesting that short-distance signals are released from infected

<
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stomata to adjacent cells. Indeed, Guan et al. (2014) reported
that stomatal guard cells act as gatekeepers of P. viticola infec-
tion and that a cytoskeletal-based response is activated in
neighboring cells. However, none of the tested genes, including
the PR-4 gene, which is a marker of jasmonic acid (JA) signaling
(Hamiduzzaman et al. 2005), was modulated by P. viticola in
uninoculated areas of leftside inoculated leaves at 24 hpi.
Therefore, these expression profiles indicate that defense sig-
nals and the JA-mediated response to P. viticola (Polesani et al.
2010) were not yet diffused at long distances from the infection
site at 24 hpi.

Conclusions

The LMD protocol used in this work permitted transcriptional
analysis of grapevine response to P. viticola with spatial reso-
lution by specific isolation of selected leaf cells. In this study, we
identified site-specific regulation of the transcriptional re-
sponse at P. viticola infection sites. The gene modulation was
generally comparable in microdissected stomata cells and in
surrounding areas, indicating that defense signals rapidly stimu-
lated grapevine responses in leaf cells near to the infection sites.
However, long-distance signals were not diffused at early stages
of infection and genes were not modulated in distal-inoculated
tissues. The LMD technique highlighted greater magnitudes of
gene modulation in microdissected cells than in whole leaves,
and identified transcriptional changes that were totally masked
at the whole-tissue level. Therefore, our LMD method increases
the sensitivity of gene expression analyses and it could lead to
the identification of novel genes involved in the local reaction
of grapevine leaves to P. viticola in future transcriptomic
studies.

Materials and Methods 0

Plant material and Plasmopara viticola inoculum

Plants of the susceptible V. vinifera cv. Pinot noir ENTAV11S were
grown in vitro in 75ml glass tubes for plant tissue culture (SciLabware
Limited) on 20ml of half-strength Murashige and Skoog (MS) basal
medium pH 5.5+ 0.1 augmented with 0.6mg [ (w/v) thiamine, 100mgl™’
(w/v) myo-inositol, 30 gI™" (w/v) sucrose and 6 gI™' (w/v) agar. Plants were
grown for 2 months in a growth chamber at 23 + 1°C with a photoperiod of
16h light

A P.viticola population was collected from an untreated vineyard in north-
ern ltaly (Trentino region) in 2014 and maintained by subsequent inoculations
on Pinot noir plants under greenhouse conditions at 25 + 1°C, with a photo-
period of 16h light and a relative humidity of 70 + 10%, as described by
Perazzolli et al (2011). To obtain a sterile inoculum suspension of P. viticola
sporangia, infected leaves showing early downy mildew symptoms (oil spots)
were collected and washed in a 1% sodium hypochlorite solution for 10 min
under orbital shaking at 80r.p.m. (Mdrquez et al. 2007). Surfacesterilized leaves
were washed three times for 5 min each in sterile distilled water under orbital
shaking at 80 rp.m. Leaves were transferred with the abaxial side uppermost
onto sterile moist filter paper (three foils) in autoclaved glass Petri dishes
(175 mm diameter), and incubated overnightin the dark at room temperature
to allow downy mildew sporulation (Algarra Alarcon et al 2015). Leaves bearing
freshly sporulating lesions were transferred to a 50 ml sterile tube and gen-
tly washed with 5 ml of cold (4°C) sterile distilled water. The inoculum suspen-
sion was filtered with a sterile fine net and the concentration was adjusted to
4x10° sporangia ml™" by ing with a hemocy under a light
microscope.
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Inoculation of grapevine leaves with Plasmopara
viticola and sample collection

Leaves from 12 in vitro grown plants were detached and placed randomly on
Petri dishes (92mm diameter) containing 25ml of 0.7gl™" water agar
(MicroAgar; Duchefa Biochemie). For each dish, 2-3 leaves were placed abaxial
side uppermost. Five leaves were inoculated by applying six to eight 2 pl drops
of the fresh P. viticola sporangia suspension to the abaxial surface of each leaf
under sterile conditions (locakinoculated sample). In order to investigate the
distal activation of grapevine defe three leaves were inoculated exclusively
in the area to the left of the primary vein by applying 3-4 drops of the sporangia
suspension under sterile conditions (leftside inoculated leaf), and the area to
the right of the primary vein was not inoculated with the pathogen (distal
inoculated sample). As control, the abaxial surfaces of six grapevine leaves were
treated with 6-8 drops of sterile distilled water under sterile conditions (unin-
oculated sample). Leaves were incubated overnight in the darkat 25 + 1°Cro
allow P. viticola infection, then dried using a sterile filter paper under sterile
conditions, and samples were collected at 24 hpi from uninoculated and inocu-
lated samples. This time point was chosen because it is associated with the
formation of the substomatal vesicle and the primary hyphae of P. viticola
(Unger et al 2007, Godard et al. 2009), and with up-regulation of defense-
related genes (Hamiduzzaman et al 2005, Polesani et al 2008, Trouvelot
et al 2008, Perazzolli et al. 2011, 2012).

Five replicates (each composed of 6-8 leaves for uninoculated and
inoculated samples, respectively) were used for each sample, and the ex-
periment was carried out twice. Four types of analysis were carried out for
each replicate: (i) three half leaves of uninoculated and local-inoculated

ples were i diately frozen in liquid nitrogen and stored at —~80°C for
gene expression analysis of the whole fresh leaves; (i) three half leaves of
uninoculated, local-inoculated and distal-inoculated samples were sub-
jected to the fixation protocol for LMD; (iii) two half leaves of uninoculated
and local-inoculated samples were stained with aniline blue to assess the
proportion of infected stomata and (iv) two leaves of uninoculated and
local-inoculated samples were incubated on agar plates for 7d in a growth
chamber at 24 + 1°C and a photoperiod of 16 h light to evaluate the de-
velopment of downy mildew symptoms.

Aniline blue staining of Plasmopara viticola and
assessment of the percentage of infected stomata

In order to observe P. viticola structures, leaf samples were stained with the
KOH-aniline blue fluorescence method (Diez-Navajas et al. 2007) with slight
modifications. Leaves were clarified in 1 M KOH at 95°C for 15 min and washed
with fresh 1M KOH by incub: at room P for 15 min. Sampl,
were washed three timesin distilled water for 15 min each, and incubated in the
staining solution (0.05% aniline blue in 0.067 M K;HPO, at pH 8.0) for 15min.
Leaf samples were transferred to microscope slides with the lower side up, and
microscopic observations were carried out withan LMD7000 instrument (Leica
Microsystems) using an LMD filter (BP filter 380-420 nm excitation, 415 di-
chroic mirror, and BP 445-485 nm emission). For each half leaf, 10 areas of
1 mm? each were randomly selected, and the number of stomata with encysted

P or with a sub | vesicle with primary hyphae and haustoria
(infected ) was visually d under the fluorescent microscope and
expressed as a percentage of the total number of stomata.

Assessment of downy mildew severity

Disease severity was assessed visually at 7d post-noculation with P.viticola as a
percentage of infected leafarea on the abaxial leaf surface according to standard
guidelines of the European and Mediterranean Plant Protection Organization
(EPPO 2001). For each leaf, disease severity was expressed as a percentage of
abaxial leaf area covered by white sporulation of P. viticola in relation to total
leaf area.

Downy mildew severity was also assessed as the number of P. viticola
sporangia per gram of leaf fresh weight. The fresh weight of all leaves of each
replicate was determined and leaves were then washed by gently vortexing in
1 ml of sterile water for 1min to collect P.viticola sporangia. The conc i
of sporangia per ml was determined by ¢ ing with a hemoc

under

Y

a light microscope and it was converted to number of sporangia per gram of
fresh weight of grapevine leaves (sporangiag ™).

RNA extraction and cDNA synthesis from whole
fresh leaves

For RNA extraction from whole fresh leaves, samples were homogenized by two
grinding cycles at 25 Hz for 30s in a mixer mill (Retsch Technology GmbH).
Total RNA was extracted using the Spectrum Plant Total RNA kit (Sigma-
Aldrich), quantified by NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific), and its qual-
ity was checked by agarose gel electrophoresis.

The total RNA of whole fresh leaves was treated with DNase | (Invitrogen,
Life Technologies), and the first-strand cDNA was synthesized from 1 pgof total
RNA using SuperScript Il (Invitrogen, Life Technologies) and oligo(dT) primers.
cDNA obtained from whole fresh leaves was diluted 10 times for real-time PCR
analysis.

Tissue fixation for laser microdissection

Leaf samples were cut into small pieces (about 0.5 cm”) with a shamp razor blade
in ice-cold fixative solution, and two different fixative solutions were tested:
cold ethanol-acetic acid (3:1) solution and 100% acetone. Samples were im-
mediately transferred in 3 ml of cold (0°C) fixative solution in a 20 ml plastic
syringe (Artsana Sp.a). A vacuum was applied three times for 1 min each and
rapidly released to allow fast penetration of the fixative solution into the leaf
tissues (Vitha and Osteryoung 2011). Leaf samples were transferred into 30 ml
of cold (0°C) fixative solution in a 50 ml sterile tube, incubated in ice for 10min
and gently swirled on a rotator (20 r.p.m) at £°C overnight. Fixed samples were
stored in the fative solution at —20°C for up to a maximum of 14d prior to
LMD. Preliminary experiments revealed that high-quality RNA can be extracted
from samples stored for 5 11 or 14d in the fixative solution, but not those
stored for 18 or 21d.

Laser microdissection of grapevine leaves

The fixative solution was removed by decanting, and fixed leaves were washed
briefly in 10 ml of PBS buffer (140mM NaCl 2.7mM KClL 10mM NaH,PO,,
1.8 mM KH,PO, pH 7.3 in RNase-free water). Fixed leaves were kid on PEN
slides (Leica Microsystems) with the abaxial side up, dried at room temperature
and subjected to LMD. LMD was carried out with an LMD7000 instrument
(Leica Microsystems) using the x40 objective and laser parameters power
48 mW, aperture 1, speed Sms, in order to isolate specifically stomata and
the surrounding cells. Microdissected stomata and surrounding cells were col-
lected from uninoculated and locakinoculated samples, and stomata cells were
also microdissected from distal-inoculated samples. Microdissected cells were
directly collected in a 0.5ml RNasefree PCR tube cap containing 30 pl of ex-
traction buffer (PicoPure RNA lsolation kit; Arcturus) that was located in the
collection vessel directly under the microscope slides. In a preliminary experi-
ment, different numbers of stomata (1, 10, 50 100, 300 and 500) were collected
from whole fixed leaves, and samples of at least 300 stomata, corresponding to
>0.7mm’, showed good quantity and quality of extracted RNA In order to
limit the risk of RNA degradation and to prevent sample heating by the micro-
scope lamp, each replicate was collected in two PCR caps (150 microdissected
cells each) in <15h

After LMD, PCR tubes were closed and centrifuged at 3000x g for 1min to
collect microdissected cells at the bottom. To transfer all collected cells to the
tube bottom, the cap was washed with 20 pl of lysis buffer, and the tube was
centrifuged at 3,000 g for 1 min. In order to verify the RNA quality at the end of
the LMD and to analyze the gene expression levels of whole fixed leaves, leaf
tissues that remained on the microscope slides were scraped off from the PEN
slide and collected in 2 ml RNase-free PCR tubes. Samples were immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until RNA extraction.

RNA extraction and cDNA synthesis from
microdissected samples

RNA was extracted from microdissected cells using a PicoPure RNA Isolation kit
and eluted in 14 pl of RNase-free water. RNA was extracted from whole fixed
leaves using a PicoPure RNA Isolation kit with 200 pl of extraction buffer, 200 pl




of 70% ethanoland 25 pl of RNase-free water. For each replicate, the two PCR
tubes obtained by LMD were pooled after the lysis step. An RNase-free DNase
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repetitions were pooled. Fold change values of gene expression analysis were
transformed using the equation y = log,o (1 +x) (Casagrande et al. 2011). After

set kit (Qiagen) was used during RNA extraction in order to
DNA.

The quality of RNA extracted from the microdissected cells and whole fixed
leaves was assessed with a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) using an
RNA 6000 Pico Assay kit (Agilent Technologies) and an RNA 6000 Nano Assay
kit (Agilent Technologies), respectively.

For each replicate, 10l (03-25ng pl™") of total RNA extracted from
microdissected cells and 400ng of total RNA extracted from whole fixed
leaves were subjected to one round of RNA amplification using the
Message Amp Il aRNA Amplification kit (Ambion, Life Technologies). The re-
action was carried out at 37°C for 14 and 8 h for RNA of microdissected cells
and whole fixed leaves, respectively. The amplified RNA (aRNA) was purified
according to the manufacturer’s instructions, eluted in 100 pl of RNase-free
water and quantified with a NanoDrop ND-8000 (Thermo Fisher Scientific).
The aRNA from microdissected cells was conc o appr ly 30 pl
in a vacuum centrifuge (Eppendorf). For both microdissected cells and whole
fixed leaves, 14 pl of aRNA (about 15-45 ng pl ") were reverse-transcribed using
the SuperScript VILO (Invitrogen, Life Technologies) in a total volume of 20 pl
The ¢cDNA was diluted 10 and 20 times for the detection of the P. viticola and
grapevine genes by real-time PCR analysis, respectively.

Quality control of cDNA by PCR analysis

In order to verify the synthesis of cDNA and the absence of DNA contamin-
ation, PCR amplification was carried out from 1l of cDNA, using intron-
spanning primers designed on a grapevine Actin gene (VIT_204s0044g00580,
Ad_PCR_For: §-TGACAATGGAACTGGAATGGT-3; Act_PCR_Rev:5'-ATCAG
GCAGCTCTATAGTTCTTC-3'). PCRs were carried out using DreamTaq DNA
Pol (Fer ) with a T-Professional Thermocycler (Biometra), using
r,he following PCR conditions: 94°C for 2 min, followed by 40 cycles at 94°C for

B°

lidation of normal distribution (K-S test, o < 0.05) and variance homogen-
eity of the data (Levene's test, o < 0.05), analysis of variance (ANOVA) was
carried out and Fisher’s test (x=005) was applied to detect significant
differences.

Supplementary data are available at PCP online.
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ARTICLE

Knockdown of MLO genes reduces susceptibility to powdery

mildew in grapevine

Stefano Pessina'?, Luisa Lenzi'?, Michele Perazzolli', Manuela Campa', Lorenza Dalla Costa', Simona Urso*®, Giampiero Vale™*?,
Francesco Salamini', Riccardo Velasco' and Mickael Malnoy'

Erysiphe necator is the causal agent of powdery mildew (PM), one of the most destructive diseases of grapevine. PM is controlled by
sulfur-based and synthetic fungicides, which every year are dispersed into the environment. This is why PM-resistant varieties
should become a priority for sustainable grapevine and wine production. PM resistance can be achieved in other crops by knocking
out susceptibility S-genes, such as those residing at genetic loci known as MLO (Mildew Locus O). All MLO S-genes of dicots belong
to the phylogenetic clade V, including grapevine genes WMLO?7, 11 and 13, which are upregulated during PM infection, and
WMLO6, which is not upregulated. Before adopting a gene-editing approach to knockout candidate S-genes, the evidence that loss

of function of MLO genes can reduce PM susceptibility is necessary. This paper reports the knockdown through RNA interference of

WMLOS6, 7, 11 and 13. The knockdown of WMLOS6, 11 and 13 did not decrease PM severity, whereas the knockdown of WMLO?7 in
combination with WwMLO6 and VWMLO11 reduced PM severity up to 77%. Thus, the knockdown of VwMLO7 and VwMLO6 seemed to
be important for PM resistance, whereas a role for VwMLO11 does not seem likely. Cell wall appositions (papillae) were present in
both resistant and susceptible lines in response to PM attack. Thirteen genes involved in defense were less upregulated in infected

mlo plants, highlighting the early mlo-dependent disruption of PM invasion.
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INTRODUCTION

Vineyards are treated with an impressive amount of chemicai
compounds, particularly fungicides, to prevent yield losses due to
fungal pathogens. In France, Italy, Spain and Germany, between
1992 and 2003, 73% of the fungicides were used for grapevine
protection, a crop that covers only 8% of the agricultural land in
those countries.’

Worldwide, grapevine powdery mildew (PM), caused by the
fungus Erysiphe necator, is a destructive disease.” E. necator Schw.
(syn. Uncinula necator (Schw.) Burr.) is an obligate biotroph
infecting all green tissues of grapevine and results in significant
losses in yield and berry quality. Symptoms are a white or gray
powder covering both leaf surfaces, and, after infection, the fruits
show shriveling or cracking.®> The quality of the fruit is severely
damaged, due to increased acidity and decreased anthocyanin
and sugar content.*

PM can be controlled by frequent applications of fungicides,
particularly those based on sulfur. However, due to the ecological
drawbacks of fungicides,’ the relative high costs (up to 20% of
total grapevine production expenses®) and the rapid appearance
of resistant strains of the pathogen’® because of its adaptative
gene copy-number variation,'® new alternatives to chemical
treatments should be adopted. Resistant varieties are one of
the best options. The use of PM-resistant cultivars could reduce
production costs in California by 720 $ha~', with a significant
reduction of fungicide usage.®

Vitis vinifera is susceptible to PM,'" whereas North American
Vitis species, due to their co-evolution with E. necator, have
variable degrees of resistance to the pathogen.'? Their resistances
have been transferred to V. vinifera but the acceptance of resistant
hybrids by producers and consumers has been very limited
because of the attachment to traditions and lower quality of
resulting wine, although resistant cultivar suitable for wine
production are becoming available.® One strategy to create crops
resistant to diseases is based on the exploitation of R-genes that
encode proteins that recognize pathogen effectors and trigger
defense response,”® such as the Vitis REN and RUN genes.'
Resistance manifests as localized hypersensitive responses at the
sites of attempted infection.'” However, R-genes are frequently
overcome by mutations of the pathogen.'® An alternative
approach is based on susceptibility genes (S-genes), which loss
of function results in recessively inherited resistance.'” Knockout
of S-genes may, however, induce pleiotropic phenotypes in the
plant.'8"?

A typical class of S-genes is represented by the MOL (Mildew
Locus O) genetic factors that, when inactivated, results in recessive
mlo resistance, as discovered in barley.”> MLO genes are
largely conserved across the plant kingdom and their loss of
function resulted in PM resistance in Arabidopsis thaliana,*' pea,'®
tomato,?? wheat?* and pepper.2* Of the seven phylogenetic clades
in which the MLO family is divided,??® only two include S-genes:
clade IV with all monocot S-genes?’?® and clade V with all dicot
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S-genes.?’?22%3 Not all members of clades IV and V are S-genes,
but candidates can be identified during early stages of PM
infection because of their increased expression, as documented
in tomato,” barley,*’ pepper,®* grapevine”*® and apple?® In
grapevine, of four clade V MLO genes, three (WMLO7, WMLO11
and WMLO13) are upregulated early after PM infection, whereas
WMLO6, the fourth, is not transcriptionally responsive to the
pathogen?”"

MLOs are membrane proteins with seven transmembrane
domains® involved also in a variety of physiological processes
in different tissues, such as root morphogenesis®* and pollen tube
reception by embryo sac.** The proposed function of MLO S-genes
is the negative regulation of vesicle-associated and actin-
dependent defense pathways at the site of PM penetration.”
The secretory vesicle traffic controls pathogen penetration,
allowing the formation of cell wall appositions called papillae,***
which are associated with mlo resistance?'*®

The development of DNA-editing tools is rapidly changing plant
genetics and biotechnology, due to the possibility of inducing
mutations in specific genes.”’ > Before adopting a gene-editing
approach to knockout candidate S-genes, the evidence that loss of
function of MLO genes can reduce PM susceptibility is necessary.
This paper reports the knockdown through RNA interference of
WMLO6, 7, 11 and 13 and its effect on PM infection in grapevine.

MATERIALS AND METHODS

Constructs

Three hundred- to 600-bp fragments of genes VvMLO6, WMLO7, WMLOT11
and WMLO13 were amplified (Supplementary Table S1) and cloned in
PENTR/SD-TOPO (Invitrogen). After checking the sequences, the fragments
were inserted in the RNAi Gateway vector pK7GWMWG2D(II)*® (http//www.
psbugent.be/), as in Urso et al.*' After sequencing both the strands, the
constructs were inserted in Agrobacterium tumefaciens strain GV3101, as
in Zottini et al* A. tumefaciens-transformed cells were tested by PCR for
the presence of constructs, using primers annealing to the 35S promoter
(5-CGCACAATCCCACTATCCTT-3) and the MLO fragment (Supplementary
Table S1).

Plant material, gene transfer and screening of regenerants

Plant material of the grapevine cultivar long-cluster Brachetto was
cultivated in vitro as described by Dalla Costa et al® This cultivar was
chosen because it is easy to transform,**** has high somatic embryogen-
esis efficdency and good efficiency of regeneration from the callus.*®
Somatic embryos were used for gene transfer. Gene transfer, regeneration
and selection of transgenic plants were performed as in Dalla Costa et al.**
Five different gene transfers were carried out: four aimed to silence the
four MLO target genes and the fifth was a control consisting of the empty
vector (pK2ZWG7). DNA was extracted from in vitro leaf tissue (Phytopure
kit, GE Healthcare, UK). Integration was proven using the primers described
above. Transformed in vitro grown lines were moved to a woody plant
medium® in growth chamber at 20-24 °C and transferred in fresh medium
once a month.

Greenhouse acclimation

Plants were first acdimated to greenhouse conditions in a growth chamber
at 25 °C, 16-h day/B-h night, relative humidity (RH) 70+ 5%. One-month-old
plants with at least two main roots 3-cm long were transferred in a 250-ml
plastic cup containing wet autoclaved turf (Tercomposti Spa, Brescia, Italy)
and sealed with parafilm, to preserve humidity. Every 7 days, holes were
made in the parafilm cover to progressively reduce air humidity and promote
the formation of the foliar cuticle. After 3 weeks, parafilm was completely
removed and, after 1 more week, the plants were transplanted in 11 pots
kept in the greenhouse at 25 °C, 16-h day/8-h night, humidity 70 +5%.

E. necator and P. viticola inoculation and disease severity
assessment

The E. necator and P. viticola inocula were obtained from infected leaves of
an untreated vineyard in northern Italy (Trentino region). Subsequent
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reproduction of the inoculum was carried out infecting the V. vinifera
cultivar Pinot Noir, under greenhouse conditions. For E. necator inocula-
tion, plants were dry inoculated onto target leaves gently brushing adaxial
leaf surfaces with infected young leaves carrying fresh PM sporulation.®
Inoculated plants were incubated in a greenhouse at 25+ 1 °C with 100%
RH for 6 h to promote fungal penetration, and then kept at 25+ 1 °C and
70+ 10% RH until the end of symptom evaluation. Disease severity was
assessed on all leaves at 14, 22 and 30 days post inoculation (d.pi).

For P. viticola inoculation, fresh sporangia were collected by washing the
abaxial surfaces, carrying freshly downy mildew (DM) sporulating lesions,
with distilled water at 4 °C. Abaxial leaf surfaces were sprayed with the
inoculum suspension of P. viticola (2 x10° sporangia per ml). Inoculated
plants were incubated overnight in the dark at 25 °C with 99-100% RH,
and then maintained under controlled greenhouse conditions at 25 +1 °C
and 70+10% RH. Six days after inoculation, plants were incubated
overnight in darkness at 25 °C with 99-100% RH to allow DM sporulation
and assess the disease severity.

Severity of PM and DM was assessed visually on all leaves of each plant,
according to the standard guidelines of the European and Mediterranean
Plant Protection Organization.***® For each leaf, disease severity was
expressed as the proportion (percentage of 0-100%, with intervals of 5%)
of the leaf area covered by white sporulation of PM or DM in relation to the
total leaf area, and a mean value was calculated for each plant. Disease
reduction was calculated as (disease severity in control plants— disease
severity in transformed plants)/(disease severity in control plants) and
expressed as a percentage. For PM severity, the area under disease
progress curve was considered as a quantitative sunma? of disease
intensity over time to analyze all time points together’”* using the
following formula: area under disease progress curve= Z[(Xi+X;.1)/2] X (t,1-t),
where X; corresponds to the disease severity (%) at assessment i X,
corresponds to the disease severity (%) at subsequent assessment i+1 and
(t;.1—t) corresponds to the number of days between the two consecutive
assessments. PM severity was also assessed as the number of E necator
conidia produced from infected leaves as in Angeli et al™ Three leaves
were collected from each replicate at 30 d.pi. and four disks of 08cm
diameter for each leaf were cut, for a total of 12 disks per replicate. Leaf
disks were transfemed to 50-ml tubes containing 5 ml distilled water with
0.01% Tween-80 (Sigma-Aldrich). Tubes were vortexed for 1 min and the
concentration of conidia per ml was determined by a hemocytometer
count. The values obtained were converted in conidia per cm? of
grapevine leaf. Two inoculation experiments were carried out and in each
experiment three to nine biological replicates (plants) per line were
analyzed in a randomized complete block design.

Histological analysis

Two inoculated leaves were collected from three replicates of each
transgenic and control line at 3, 10 and 21 d.p.i. for hyphae visualization
and histological analyses. Leaves were treated as described by Vanacker
et al.* with the following modifications: small pieces of leaf with the
adaxial surface up were laid on filter paper moistened with ethanokglacial
acetic acid (3:1, wv) until the chlorophyll was removed. Leaf segments
were transferred to water soaked filter paper for 2 h, incubated in
lactoglycerol [lactic acid:glycerokwater 1:1:1 (v/v/v)] for 12 h and stored in
lactoglycerol at room tem perature. For microscopic analysis, leaf segments
were mounted on microscope slides and a drop of aniline blue (0.1% (w/v)
in lactoglycerol) was pipetted on their surface. Aniline blue staining does
not fluoresce when in lactoglycerol and E. necator structures (hyphae,
conidia and appressoria) were visualized using the bright-field illumination
of a Leica LMD7000 microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
After spore localization, fluorescence was used with a LMD filter (BP filter
380-420-nm excitation, 415 dichroic mirror, and BP 445-485-nm emission)
to visualize the bright blue-green auto-fluorescence associated with
infected cels and papillae (autofluorogenic phenolic compounds)
formation.**

RNA extraction and gene expression analysis

The first gene expression analysis of transgenic plants was carried out on
in vitro grown lines to identify genotypes with reduced expression of
target genes. Three biological replicates were collected from each line.
The second analysis was carried out on acclimated transgenic plants, with
leaf samples collected before inoculation, 24 h and 10 days post PM
inoculation, the time of the last two samplings corresponding to the
upregulation of MLO genes after infection.?** Five biological replicates
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were collected from each line. For each line at each time point, the third
and fifth half leaves from the top were collected, frozen in liquid nitrogen
and stored at - 80 °C.

Total RNA was extracted with the Spectrum Plant Total RNA kit (Sigma-
Aldrich). Following a treatment with the DNAse | (Sigma-Aldrich), the RNA
was reverse-transcribed using the SuperScript Il reverse transcriptase
(Invitrogen, Life Technologies, Waltham, USA).

Quantitative PCR amplification (SYBR Green Supermix, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) was carried out in a 15-pl volume (primers in Supplementary
Table $2) and the results were recorded by a CFX96 Touch Real-Time PCR
detection system (Bio-Rad), run by CFX Manager software. The software
applies comparative quantification with an adaptive baseline. Each sample
was run in two technical replicates with the following parameters: 95 °C
3 min, 40 cycles of 95 °C 10 s and 55 °C 30 s, with a final stepat 95°C 10 s.
Primers for genes WMLO6, WMLOT1 and VwMLO13 were taken from
Wintethagen et al,™ whereas for VuMLO?7 they were specifically designed
(Supplementary Table S2). Primers for VWWRKY19, WWRKY27, VWWRKY48
and WWRKY52 were taken from Guo et al.,** for WEDST from Gao et al.*
and for VWPR1, WPR6 and VWLOX9 from Dufour et al.*” The new primer pairs
were designed with the NCBI Primer Designing Tool (http//www.ncbi.nim.
nih.goviools/primer-blast/; Supplementary Table S$2). Complementary
DNA samples diluted 10, 100, 1000 and 10000 times were used to test
calculate the efficiency of the primers pairs and the size of the PCR
products was confirmed by agarose gel electrophoresis. Presence of a
specific final dissociation curve was determined after every quantitative
PCR run with progressive increments of temperature from 65 to 95°C
(0.5 °C each step, 5s).

Reference genes were, as reported for grapevine,™ Elongation Factor 1a,
GAPDH and Actin. Reference genes stability was assessed with GeNoim
(medgen.ugent.be/ ~ jvdesomp/genormy/): the three genes had M-values
<05, well below the threshold of 1.5 considered sufficient for
stability.* "

Threshold cycles (Ct) were converted to relative expression following
Hellemans et al*? and based on the average Ct of two technical replicates.
For MLO genes, the reference Ct was the average of all samples; for other
genes, the control EVB (empty vector Brachetto) at T=0 was adopted.

Statistical analyses
Disease severity. Data were analyzed using the Statistica 9 software
(StatSoft, Tulsa, OK, USA) and the package SPSS (IBM, Armonk, NY, USA).
The smallest statistical unit considered was a plant. Severity values of all
leaves were averaged, resulting in the value considered in further analyses.
Normal distributions (Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-Wilk  tests
P>0.05) were validated for variances homogeneity (Levene's test,
P=0.05) and subsequently used for one-way analysis of variance (ANOVA)
with Tukey's post hoc test (P<0.05) at each time point. Data were
transformed in arcsin(x) to meet the pre-requisites of ANOVA. In case of
non-homogeneous variances, the Games-Howell's post hoc test was used.
In some cases, data from two experiments were pooled and the ANOVA
applied independently for each time point (14, 22 and 30dpi.). Area
under disease progress curve data were treated as for severity data
Conidia counts were analyzed with the Kruskall-Wallis test (P < 0.05).

Quantitative PCR data analysis. Values of relative expression were
expressed in logarithms?® to obtain nomal distributions and homogeneity
of variances of the residues, as assessed with Shapiro-Wilk (P < 0.05) and
Levene (P <0.05). Homoscedastic data were analyzed with Tukey's test
using the statistical package SPSS (IBM).

Expression data from two experiments were analyzed independently
and pooled. Differences were revealed by one-way ANOVA with Tukey post
hoc test (P < 0.05). In addition, a two-way ANOVA with Tukey post hoc test
(P < 0.05), considered at the same time the effects of the transgenic line
and of the time point. For the gene expression characterization of TLB4,
Fisher post hoc test was used.

RESULTS

Gene transfer, selection and acclimation of MLO transgenic lines
A total of five gene transfers were carried out. Four were aimed to
knockdown (KD) specific MLO genes (i=KD-WMLO6, ii=KD-
WMLO?7, iii =KD-WMLO11, iv=KD-WMLO13), the fifth to insert
an empty vector. Thirty-seven regenerated lines were obtained,
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with 29 of them confirmed to contain the insert (Supplementary
Table S3). The result of the PCR analysis of six lines is shown in
Supplementary Figure S1. Twenty-six transgenic lines were
propagated in vitro and tested for the silencing of MLO genes
with quantitative PCR. Due to in vitro contaminations, three lines
were iost before it was possibie 10 iesi ihe ievel of expression.
Gene knockdown evident for three lines out of eight from gene
transfer (iii) (KD-WMLOT11), and three out of nine from gene
transfer (iv) (KD-WMLO13), whereas the lines regenerated from
gene transfers (i) (KD-WMLO6) and (i) (KD-VvMLO?) did not show
any reduction of expression (data not shown). Regenerated lines
were also tested for off-target silencing, showing that the RNAi
fragments targeted other clade V MLO genes (data not shown). Six
lines with various combinations of silenced genes were selected
and indicated with acronyms TLB1 (transgenic line of Brachetto) to
TLB6 (Supplementary Table S3). Lines from TLB1 to 3 came from
gene transfer (jii) (KD-VwMLO11), lines from TLB4 to TLB6 from
gene transfer (iv) (KD-VWMLO13; Supplementary Table S3). The
control was the EVB line. In addition, TLB7, a regenerated line with
no reduction of expression, was also included. All lines, including
the control, will be referred in the text as ‘transgenic lines'. Lines
from TLB1 to 7 are further indicated as ‘RNAi lines’ and from TLB1
to 6 ‘mlo lines'.

The survival rate of plants to the acclimation process was ~ 85%.
Under greenhouse conditions, the transgenic plants showed
normal growth and no pleiotropic phenotypes.

PM and downy mildew resistance of transgenic lines

Two independent experiments of PM inoculation were carried out
on the RNAI lines TLB1 to 7, and the transgenic control EVB. Three
mlo lines, TLB4, 5 and 6, showed a reduction of E. necator infection
>60% at 30 d.pi. (Figure 1; Table 1). The disease reduction of
TLB6 decreased with the progression of the infection (Table 1).
TLB1, 2, 3 and 7 had a level of susceptibility to PM comparable to
EVB (Figure 1; Supplementary Figure S2). The leaf phenotypes in
Figure 1 visualize the differences between the different lines. All
the mlo lines showed fewer conidia at 30 d p.i. compared with EVB
and the decrease was statistically significant for TLB4, TLB5 and
TLB6 (Supplementary Figure S3). Compared with EVB plants, TLB4,
5 and 6 had a reduction of 93%, 95% and 72%, respectively.
Conidia counts and disease severity were, as expected, correlated
(R=0.58; P<001). The reduction of conidia in TLB 4, 5 and 6 (93,
95 and 72%) was higher than the reduction of PM symptoms (68.4,
76.6 and 65.1%), indicating that the leaf diseased area had a lower
concentration of conidia in TLB 4, 5 and 6 compared with EVB.

Line TLB4 was characterized by histological analysis, demon-
strating a reduced progression of PM infection compared with EVB
(Figure 2). In EVB, conidiophores appeared at 10 and 21 d.p.i. they
were present all over the leaf surface (Figure 2a), whereas on TLB4
leaves they were visible in a limited number only at 21 dp.i.
(Figure 2b). Histological analysis revealed the accumulation of
autofluorogenic phenolic compounds possibly associated to host
cell response and papillae formation in both TLB4 and EVB plants
at 3dp.i. (Figure 3).

An experiment was designed to test the cross-reaction of
mlo lines to fungal pathogens different from PM. Three mlo lines
(TLB1, 3 and 4) and the EVB control were inoculated with the
downy mildew causal agent Plasmopara viticola. None of the
plants were resistant and all plants showed statistically compar-
able levels of susceptibility to the pathogen (Supplementary
Figure 54).

Expression of MLO genes in the mlo transgenic lines

The lines TLB1 to 6 and the EVB control were considered in a gene
expression analysis. The results concemed four genes member of
clade V and supported the off-target cross-silencing, as well as,
some variability among samples of different time points (Figure 4).
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TLB1

B2

Figure 1.

TLB3 TIB4 TLBS

TLB6 TLB7

Area under disease progress curve (AUDPQ) of grapevines inoculated with Erysiphe necator in control (EVB) and transgenic lines

(TLB1, 2, 3,4, 5,6 and 7). The average scores of AUDPC (from 8 to 19 biologicl replicates) from two experiments are reported. Error bars show
s.em. The asterisks indicates statistically significant differences respect to the control line EVB, according to Tukey or Games-Howell post hoc
test (P=0.05). The representative leaves reproduced here were collected 30 days after inoculation.

Table 1. Disease reduction of seven RNAi lines transformed with MLO
knockdown constructs.

Gene  Number of Disease reduction (%) Average
transfer  plants reduction (%)
14dpi. 22dpi. 30dpi.

TLB1 i 8 28 323 343 298
TLB2 i 15 492 372 . 238 368
TLB3 i 15 179 148 20 16
TLB4 v 19 60.8 717 728 684
TLBS v 14 767 791 74 766
TLB6 v 1 718 631 603 65.1
TLB7 i 13 -80* -215° -21.2° -169°

Abbreviations: EVB, empty vector Brachetto; RNAI, RNA interference. Line
EVB was the control (12 replicates). Disease reduction was calculated as
disease severity of EVB - disease severity of the transgenic line divided by
disease severity of EVBx 100. ®The negative values of TLB7 indicate higher
level of infection compared with EVB.

Lines TLB1, 2 and 3, all resulting from transformation (iii) (KD-
WMLOT11), as expected had the target gene WMLO11 silenced.
TLB1 showed also knockdown of WMLO13 and TLB3 of VWWwMLO6
(Table 2). Lines TLB4, 5 and 6 derived from transformation (iv) (KD-
WMLO13) showed more off-target silencing: in TLB4 and 6, all four
clade V MLO genes were, to some degree, significantly knocked
down, whereas in TLB5 the expression of genes VwMLO6, 7 and 11
was reduced (Table 2).
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Gene expression analysis of the mlo line TLB4

The expression profile at three time points of 13 genes not
belonging to the MLO gene family and modulated by PM infection
was carried out for the resistant line TLB4 and compared with the
EVB line (Figure 5; Supplementary Table $4). The reason to choose
TLB4 over the other resistant lines was that, in this line, all four
MLO clade V genes were knocked down and the knockdown
was more intense than TLB5S and 6. In EVB, seven of the genes
tested were upregulated at 10d.p.i. In TLB4, fewer genes were
upregulated and the increase of expression was limited in terms of
fold change (Figure 5; Supplementary Table S4). Moreover, three
genes were downregulated in TLB4 after inoculation, namely,
WPR6 (pathogenesis related) at 1d.pi. and WNPF32 (nitrate
transporter/peptide transporter family) and VvALST (acetolactate
synthase) at 10 dp.i. It is noteworthy that, before the inoculation,
there were no differences in expression between TLB4 and the
control EVB (Figure 5; Supplementary Table S4).

DISCUSSION

Loss-of-function mutations of MLO genes reduce susceptibility to
PM in barley,%® A. thaliana® pea'® tomato,”? wheat” and
pepper.”* Because in dicots not all Clade V MLO S-genes are
implicated in PM susceptibility,”'?%?**° the aim of this work was
to identify which of the clade V MLO genes of grapevine have a
role in PM susceptibility and can be inactivated to develop
resistant genotypes. Out of 26 transgenic lines tested, six from
gene transfers (iii) (KD-WMLO11) and (iv) (KD-WMLO13) supported
significant gene knockdown. In the regenerated lines obtained
from gene transfers (i) (KD-VwMLO6) and (i) (KD-WMLO?),
reduction of expression was not evident. It cannot be excluded
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Figure 2. Germination of E. necator conidia in the control line EVB (a) and in the resistant transgenic line TLB4 (b). Microscopy images of
infected leaves were taken at 3, 10 and 21 days post inoculation (d.p.i.) with powdery mildew. Insert at high magnification highlights the
germination of an E. necator conidia at 3 and 10 d.p.i. The arrows indicate the conidiophores.

that this was due to the short RNAi fragments present in the
constructs ** The detection of off-target silencing in five of the six
mentioned lines was expected, as clade V MLO genes have high
levels of sequence identity (36-60%, 46% on average™>>"). To find
a balance between specificity (short BNAi fragments) and
effectiveness (long RNAi fragments) is gnkularly difficult in gene
families with high sequence similarity.”> As the aim was to study
the effect of the knockdown of four MLO genes quite similar to
each other, we opted for long RNAi fragments, so that off-target
silencing was not only expected but also desired.

Knockout and knockdown of MLO genes may induce pleiotropic
phenotypes, such as necrotic spots on leaves and reduced grain
yield in barley,” slow growth in A. thaliana®' and reduced plant
size in pepper.?* In grapevine, no pleiotropic phenotypes were
observed under the experimental conditions adopted.

Lines TLB4, 5 and 6, which showed clear resistance to PM,
allowed the investigation of the link between resistance and the
expression of specific MLO genes. WMLO11 expression was
significantly reduced in susceptible and resistant mlo lines: it is
concluded thatits knockdown was not directly linked to grapevine
susceptibility to PM. WMLO6 was significantly silenced in the
resistant lines TLB4, 5 and 6, and in the susceptible line TLB3. As
for WMLO11, the knockdown of WMLO6 in both susceptible and
resistant lines indicates that this should not be an S-gene. Similarly
to WMLO6, VWwMLO13 was knocked down in the resistant lines
TLB4 and 6, but also in the susceptible line TLB1. WMLO7 was
knocked down only in the three resistant lines TLB4, 5 and 6, but it
was always knocked down together with other two or three MLO
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genes, as there was no line showing the knockdown of WMLO7
only. Therefore, the knockdown of multiple MLO genes provided
resistance to PM. WMLO6 was also knocked down in all the
resistant lines with a reduction of expression of 58-65%, whereas
the reduction of its expression was of only 29% in the susceptible
line TLB1, indicating that it can contribute to PM resistance. There
are no information available about how the reduction of the
expression of an S-gene affects disease severity: it could be a
linear relationships, meaning that the reduction of expression
causes a proportional reduction of disease severity or there could
be a threshold above which the knockdown, even if statistically
significant, does not cause any reduction of disease severity. Given
the weak knockdown of WMLO6 in TLB1 (29%), it is possible that
this hypothetical threshold was not surpassed, therefore we
cannot rule out the possibility of a role for VwMLO6. This would be
particularly surprising, as there are no precedence of MLO genes
acting as S-genes without being upregulated on PM inoculation,
such as WMLO62°* In conclusion, VwMLO6 and WMLO?7 are the
main candidates for causing PM susceptibility in V. vinifera, with a
possible additive activity.

A similar scenario was observed in A. thaliana, where the
simultaneous knockout of three MLO genes is necessary to obtain
complete PM resistance: knockout of AtMLO2 results in a
moderate level of resistance, whereas the knockout of AtMLO6
and AtMLO12, alone or combined, does not decrease the intensity
of the infection?’ When AtMLO2 is knocked out together with
AtMLO6 or AtMLO12, the level of resistance rises to become
complete when the three genes are knocked out together.”’ In
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a b
c d
Figwe 3. Microscopic visualization of powdery mildew infection in the control line EVB (a, b) and in the resistant transgenic line TLB4 (c, d).

Microscopy images were taken with bright-field (a, ¢) and fluorescence (b, d) microscope at 3 days post inoculation (d.p.i.). One representative
picture is reported for each line and arrows indicate germinated conidia. Scale bars, 50 pm.

grapevine, VwMLO?7 is the best candidates to act as A. thaliana
AtMLO2, whereas WMLO6 and VvMLO11 might have an additive
synergistic role in PM susceptibility, as their expression was also
significantly reduced in all three resistant lines. In A. thaliana, the
knockout of three MLO genes induces complete resistance,”’ a
situation not observed in grapevine, in agreement with the
incomplete silencing of MLO genes obtained by the RNAi
approach. A complementation test carried out in A. thaliana mlo
triple mutant showed that VwMLO11 and WMLO13 induce
susceptibility to PM, whereas WMLO7 has only a partial effect
and WMLO6 has no effect at all.*®* However, single and double
WMLO11 and WMLO13 knockdown mutants of V. vinifera
obtained by RNAi did not show significant reduction of PM
penetration.’”® Accordingly, our data indicated only a putative
additive effect provided by VwMLO11 and no role at all for
WMLO13. The differences observed with the results carried out by
Feechan et al.% can be explained by the fact that they operated in
a heterologous system (A. thaliana) not reproducing with fidelity
the PM infection of grapevine plants.

The precise mechanism through which the reduction of MLO
genes expression results in resistance to PM pathogens is not
completely clear. Resistance seems linked to secretory vesicles
traffic™®® and to the formation of cell wall appositions called
papillae.?” These structures consists of a callose matrix enriched in
proteins and autofluorogenic phenolics compounds,* and their
formation depends on endomembrane transport®” Our results
showed the accumulation of autofluorogenic compounds at the
infection sites of transgenic and control lines that reflects the host
response and the papilla formation. This first observation
suggested that papillae were accumulated in both TLB4 and EVB
lines. A difference in dimension was noted between the two lines,
but further investigations are required to clear weather this is a
direct consequence of MLO knockdown or a random event.

Horticulture Research (2016)

Particularly, the use of specific staining protocols®® would allow to
better characterize the composition, dimensions and timing of
papilla accumulation in resistant and susceptible lines. It is known
that the defense response based on papillae differs between
resistant and susceptible genotypes in timing of formation,
composition and size®”*? Particularly, Chowdhury et al.*® showed
that the difference between effective and non-effective papillae
is due to the higher concentration of callose, cellulose and
arabinoxylan of the effective ones. The MLO protein has been
proposed to be a negative regulator of vesicle-associated and
actin-dependent defense pathways at the site of attempted PM
penetration.” Furthermore, Miklis et al>* proposed that, once
MLO proteins are under the control of the fungus, actin filaments
serve the purpose of supplying nutrients for the growing hyphae
through vesicular transport. The pathogen may be able to control
the transport of material to the cell wall, with the purpose of
changing the composition of the papillae and turning them from
effective to non-effective.

The formation of papillae is not the only process instigated
by the activity of MLO genes. To understand the effect of MLO
knockdown on other genes involved in plant-pathogen inter-
action, the expression of 13 genes known to be differentially
expressed after PM inoculation®®~>7%87°7% was analyzed. The
knockdown of MLO genes in the TLB4 line did not affect the
expression levels of the 13 considered genes as compared with
the EVB line in absence of PM infection. At 1 d.pi, the response of
the considered genes was very limited in both the lines tested,
suggesting that the infection was not sufficient to trigger the
response. Conversely, some differences between TLB4 and EVB
lines were observed at 10d.pi. As a general trend, seven genes
(WEDS1, WPAD4, VvPR1, WPR6, WWRKY19, VWWRKY48 and
WWRKY52) were upregulated in EVB, reflecting the reaction of
grapevine to PM. Conversely, only four genes (WLOX1, WNPF3.2,

© 2016 Nanjing Agricultural University
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Figure4. Gene expression of four grapevine MLO genes in the mlo lines TLB1, 2, 3, 4, 5 and 6, and in the control line EVB, following inoculation
with E. necator. Expression of WMLO6 (a), VWwMLO7 (b), WMLO11 (c) and VWMLO13 (d) was analyzed before (0 d.p.i; light gray), 1 (dark gray) and

10 (white) days post inoculation. The mean scores of five to nine plants pooled from the two experiments are reported for each line. Error bars
show s.em. For each time point, symbols highlight significant differences respect to the control EVB, according to Tukey or Games-Howell

post hoc test (P=005): *for 0d.pi,+ for 1 d.p.i. and # for 10 d.p.i.

Table 2. Relative level of expression (RE%)” of VwMLO6, 7, 11 and 13 in
transgenic lines TBL1 to 7

WMLO6 WMLO7 vvMLOT1 VwMLO13
TLB1 67 72 a5 49
TLB2 79 94 40 156
TLB3 * 93 27~ 69
TLB4 38 49** 34 33*
TLBS 35 55** 50** 88
TLB6 42* 539 He 45
TLB7 83 85 51 57

*, “indicates statistically significant difference at P=005 and P=001,
respectively, according to the Tukey post hoc test. *Each RE% value is the
average of time points 0, 1 and 10 dpi. and of two experiments. RE% =
(RE of mio line/RE of control EVB) x 100.

WWRKY19 and WWRKY52) were activated in TLB4, suggesting that
the less severe PM infection was not sufficient to activate the
defense pathways with the same intensity of the susceptible
control EVB. Particularly, WNPF32, a nitrite/nitrate transporter, is
known to be upregulated in grapevine infected with E. necator’®
and it was downregulated in TLB4 at 10 d.pi, indicating thatonly a
severe infection could elicit WNPF3.2 upregulation in this line.
Three genes were upregulated at 10 d.p.i. in the control EVB but
not in TLB4, namely, WPR1, WPR6 (pathogenesis related) and
WEDS1 (enhanced disease susceptibility). The two pathogenesis-
related genes are involved in plant defense and are known to be

© 2016 Nanjing Agricultural University
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Figure 5. Relative expression of 13 grapevine genes at three time
points in the control line EVB and in the resistant line TLB4. The
color scale indicates the expression values relative to the control
EVB at 0 d.p.i, used as reference for data normalization. The asterisks
highlight statistially significant differences according to Fisher
post hoc test. One and two asterisks indicate significance at
P=005 and P=0.01, respectively. The image was prepared with
the Multiexperiment Viewer software with the Log2 of relative
expression data.

upregulated in PM-infected ;;rapevine leaves pretreated with
a salicylic acid (SA) analog,®” whereas WEDST is a grapevine
defense gene involved in the SA pathway,’® a plant growth
regulator that activates pathogenesis-related genes and induces
disease resistance.”" This may indicate that only a severe E necator
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