
Progetto INTERACT 

Interventi di coordinamento ed implementazione alle azioni di ricerca, lotta 

e difesa al cancro batterico dell‘Actinidia (INTERACT) 

Responsabile: Massimo Pilotti 

Collaboratori: Nicoletta Pucci, Angela Gallelli, Angela Brunetti, 

Stefania Loreti 

Titolo della ricerca (WP) 

Biologia del patosistema kiwi-Psa: diagnosi e aspetti di metagenomica e 

trascrittomica per lo studio dell’ induzione di resistenza 

CRA – Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale 

MIPAAF- Roma 22 marzo 2013 



1. Sviluppo di metodi molecolari di diagnosi 

duplex-PCR 

 SENSIBILITA’: 2x10 cfu/PCR sospensioni batteriche; 0.5 pg/PCR DNA genomico 

 SPECIFICITA’: distingue Psa (doppia banda) da batteri patogeni (P. syringae pv. syringae, P. 

viridiflava) e saprofiti del kiwi  e dalle Pseudomonadi correlate filogeneticamente (banda singola 

o assenza di bande) 

Attività pregressa 

CRA – Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale 



2. Sviluppo di procedure per il rilevamento di Psa 

da polline, frutti, piante asintomatiche 

 FRUTTI: BASSA CARICA DI INOCULO DEL BATTERIO NEI 

SINGOLI  FRUTTI.  

I frutti NON sono stati presi in considerazione nel PRA (Pest Risk Analysis) come 

possibile fattore per la disseminazione del batterio 

 POLLINE: Psa è presente in associazione al polline (Isolamento e PCR 

diretta) 

 PIANTE ASINTOMATICHE: sono stati sviluppati e divulgati ai SF i 

protocolli diagnostici per il rilevamento di Psa a partire da rami asintomatici 
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CRA-PAV coinvolto come laboratorio esterno in un caso di ‘contraddittorio’ del 

SF (Regione Emilia Romagna) nei confronti di un vivaista. Da campioni prelevati 

in novembre è stato isolato e identificato Psa, confermando l’analisi del SF 



3. Ring-test nazionale  

 Coinvolti 8 laboratori dei Servizi fitosanitari: Campania, Sardegna, 

Emilia Romagna, FriuliVenezia Giulia,  Piemonte, Trentino Alto Adige; 

e due Università: Università La Tuscia (VT), Università di Bologna. 

 Divulgazione di protocolli armonizzati per la diagnosi di Psa 

 I dati di validazione sono stati forniti all’European Plant Protection 

Organization (EPPO/OEPP) per la stesura del protocollo ufficiale di diagnosi di 

Psa 
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Le linee di ricerca in corso di sviluppo in INTERACT: 

1. Sviluppo di PCR Real-Time per il rilevamento specifico  dei 

ceppi di Psa-V 

2. Sviluppo di un saggio di patogenicità in vitro 

3. Molecole/prodotti induttori di resistenza o suscettibilità in 

kiwi a Psa 

4. Analisi di trascrittomica  e metagenomica per investigare 

aspetti della interazione kiwi-Psa-altri microrganismi 
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Sviluppo di PCR Real-Time quantitativa 

Linea  1 

Rilevamento specifico  dei ceppi di Psa-V 

Quantificazione di Psa-V in materiale infetto naturalmente 

Primer omologhi a gene hrp W  (interazione pianta-patogeno) 

responsabili dei recenti attacchi epidemici (2008-ad oggi) 
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Valutazione della SPECIFICITA’ 

(colture pure batteriche) 

 50  ceppi afferenti alle seguenti specie/generi: P. syringae pv. theae, P. syringae pv. tomato, P. syringae 

pv. syringae, P. syringae pv. phaseolicola, P. syringae pv. coryli, P. syringae pv. lachrimans, P. syringae pv. 

morsprunorum, P. syringae pv. marginalis, P. syringae pv. glicinea, P. syringae pv. papulans, P. viridiflava, P. 

avellanae, P. corrugata, P. savastanoi, P. putida, Erwinia amylovora, E. billingiae, E. tasmaniensis, 

Xanthomonas arboricola pv. juglandis, X. arboricola pv. pruni, X. arboricola pv. corylina, Brenneria nigrifluens 

, Agrobacterium tumefaciens 

 30 ceppi saprofiti non classificati 

 48 ceppi di Psa (Italia 1992, Giappone 1989, Corea 1994, Italia 2008-2011, Spagna  2010, 

Francia 2011, Nuova Zelanda Psa-V, Psa-LV) 
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Metodo testato su:        gDNA batterico 

gDNA batterico + gDNA legno actinidia 

sospensioni batteriche (5x107-5 cfu/ml) 

metaDNA di foglia e legno di kiwi naturalmente infetti 

Il lavoro è in fase di accettazione per la pubblicazione su Plant Pathology 

Quantificazione di Psa-V in materiale naturalmente infetto 



Sviluppo di un saggio di inoculazione in vitro 

Linea 2 

È stato sviluppato un saggio di 

inoculazione su disco fogliare rapido 

e non-space consuming con l’obbiettivo 

di valutare: 

1.  differenze nei livelli di 

suscettibilità/resistenza dei 

genotipi 

2. differenze di virulenza tra i 

ceppi 

3. Screening di molecole efficaci 

per indurre resistenza 

Progetto INTERACT 

CRA – Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale 



Progetto INTERACT 

CRA – Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale 

Sviluppo dei sintomi: spot necrotici fino alla completa coalescenza : 

(I dischi fogliari di kiwi non inoculati – controllo -  rimangono verdi e inalterati per 3-4 settimane) 

Sviluppo del saggio: definiti temperature di incubazione, metodo di inoculazione, 

preparazione dell’inoculo … 

Soddisfa le nostre aspettative: un saggio severo, ripetibile, rapido e non-space consuming 
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Il saggio è adeguato per valutare i livelli di suscettibilità/resistenza di genotipi/specie diversi: 

ad esempio: si conferma la minor suscettibilità di Hayward (verde) rispetto a Belen (giallo)  

Sano 

Sano 

K
iw

i 
g

ia
ll

o
 

C
v 

B
e
le

n
 

K
iw

i 
ve

rd
e
 

C
v 

H
a
y
w

a
rd

 



Progetto INTERACT 

CRA – Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale 

Il saggio è adeguato per valutare i diversi gradi di virulenza dei ceppi di Psa-V versus ceppi di Psa 

HR negativi: 

1596 HR+ 

1603HR- 

1625HR+ 

1609 HR- 

Sano 
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Linea 3 

Molecole/prodotti induttori di resistenza o suscettibilità in kiwi a 

Psa  

Trattamento dei dischi fogliari con soluzione contenente il 

prodotto da sperimentare – concentrazioni basse (0.2 mM) 

Inoculazione dei dischi fogliari con Psa 

La procedura in breve: 

Incubazione in condizioni controllate e rilievo sintomi 

Molteplici controlli per 

non avere falsi effetti 
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Sino ad ora sono stati sperimentati circa 20, tra ormoni vegetali, molecole 

di sintesi ad azione ormono-simile, molecole inorganiche, estratti 

vegetali etc (alcuni di questi noti come induttori di resistenza) 

Risultati preliminari:  

1) Nessuno ha mostrato effetti robusti di induzione di resistenza 

2) Alcuni hanno mostrato di ridurre la severità dei sintomi 

3) Tre diversi prodotti hanno mostrato, in maniera evidente, di intensificare la 

severità dei sintomi, cioè di aumentare la suscettibilità   

Tra questi: un regolatore di crescita auxino-simile utilizzato in 

frutteto in post-fioritura per aumentare la pezzatura dei frutti 
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Controllo sano 

Controllo infetto 

Enhancer di 

suscettibilità 

Quindi: 

Accanto alla ricerca di 

resistenze (miglioramento 

genetico, induzione di 

resistenza) è importante 

capire quali sono i fattori che 

determinano un crollo della 

resistenza basale 
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Di ogni prodotto viene anche studiato l’effetto diretto sul batterio mediante crescita in 

coltura liquida addizionata del prodotto in studio a diverse concentrazioni 
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Prosieguo del progetto: 

Aprile – Giugno 2013: estrazioni acidi nucleici, sintesi librerie e sequenziamento 

trascrittomi e metagenomi kiwi (Linea 4) 

Aprile – Ottobre 2013: continua lo screening di induttori di resistenza/suscettibilità e 

la valutazione dei livelli di virulenza dei ceppi Psa-V mediante il saggio basato su 

dischi fogliari   

Luglio 2013 – Maggio 2014: elaborazione dati di sequenziamento 

Marzo 2014 – Giugno 2014 riconferma dei risultati ottenuti con induttori di 

resistenza/suscettibilità. Preliminari prove in campo per valutare la capacità di 

controllo della malattia da parte di eventuali induttori di resistenza precedentemente 

selezionati 

Sviluppo della linea 4 : Analisi di trascrittomica  e metagenomica per investigare 

aspetti della interazione kiwi-Psa-altri microrganismi 
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Grazie 


