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Biotecnologie per la difesa delle colture : approcci endogeni ed esogeni 

• NBT  (e.g. CRISPR CAS technology)

• RNA interference
No functionNo protein

Gene silencing 
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RNA interferente 

1. Come funziona e le prime applicazioni in agricoltura

2. Due possibili approcci per la difesa delle colture

3. Come sviluppare una difesa a base di RNA: dal lab al campo

4. La nostra esperienza in due casi studio

RNA
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Come funziona l’RNA interferente

Scoperto nel 1998 dai ricercatori Andrew Fire e Craig Mello

Premio Nobel nel 2006

dsRNA
RNA a doppio filamento  

Silenziamento genico 
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Il dogma della biologia:  un gene        un RNA      una proteina       una funzione

DNA
trascrizione

mRNA 

traduzione

PROTEINA 
es ATP synthase

FUNZIONE
ATP sintesiH+

H+

H+

ADP Pi ATPdsRNA

mRNA 
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Come funziona l’RNA interferente 

dsRNA

Dicer

Dicer

AGO

No proteina No funzione

AGO
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Cellula fungina

RNA interferente tra 
organismi di due regni 
diversi : pianta e fungo 

dsRNA fungino

mRNA del fungo

Dialogo molecolare mRNA della pianta 

dsRNA della pianta 
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dsRNA come induttore del silenziamento genico per via esogena 

Il dsRNA può essere assorbito dalle cellule dell’organismo target 

dsRNA

Cellule di fungo 

No proteina, no funzione

E’ possibile disegnare dei dsRNA che riconoscono dei geni target di uno specifico organismo 
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Si tratta di un brevetto US

L’applicazione esogena di 
dsRNAspecifico per il gene phytoene 
desaturase,  prodotto in vitro o 
sintetizzato, e  spruzzato a 2.5 bar 
sufoglie tabacco stimola l’RNAi di una 
phytoene desaturase

Primo caso di utilizzo di RNA interferente in agricoltura: l’approccio spray SIGS

2011: primo brevetto di applicazione esogena

SIGS= Spray induced gene silencing



10

Possiamo sfruttare l’RNA in agricoltura anche per via endogena nelle piante : 
l’approccio HIGS

Rosa et al. 2018

Le piante possono essere ingegnerizzate 
per produrre dsRNA specifici per  geni 
vitali di diversi tipi di patogeni. 
Questi inducono l’RNAi in modo 
sistemico poiché possono muoversi nella 
pianta per via simplastica, apoplastica e 
vascolare. 

Questi piccoli RNA possono agire contro 
virus, nematodi, funghi, insetti adulti o 
larve 

HIGS = Host Induced Gene Silencing
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Arabidopsis 
+ Fusarium graminearum

2013: Prima evidenza di applicazione endogena (HIGS) contro Fusarium

Target : gene del CytP450
che media la sintesi

dell’ergosterolo ed è un 
importante target anche di famosi

fungicidi come i triazoli. 
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Esempi di applicazioni endogena HIGS contro patogeni fungini

Ma sono GMO  !!

(costo fino a 150 M USD per la commercializzazione +   i problemi degli GMO)  
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Muffa grigia Antracnosi Mal bianco

Botrytis cinerea Podosphaera aphanisColletotrichum spp. Phytophthora infestans

Peronospora

Maculatira bruna

Stemphylium vesicarium

OidioPeronospora

Erysiphe necatorPlasmopara viticola

Come sviluppare una difesa a base di RNA: dal lab al campo
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Approccio spray SIGS: requisiti per l’efficacia

1) l’organismo target possiede il macchinario 
RNAi 

2) L’organismo target assorbe le molecole di 
RNA

Dicer

AGO

3) Il gene che si va a silenziare blocca 
effettivamente la crescita del patogeno sulla 
pianta 
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1) l’organismo target deve possedere il macchinario RNAi 

Analisi dei genomi e ricerca dei geni responsabili del funzionamento del macchinario cellulare RNAi  
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2) L’organismo target deve assorbire le molecole di RNA

B. cinerea  trattata con dsRNA fluorescente dopo 6 ore

Microscopio confocale

Analisi al microscopio confocale di funghi trattati con dsRNA fluorescente 

dsRNA

F
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3) Il gene che si va a silenziare deve bloccare effettivamente la crescita del patogeno sulla 
pianta 

Non è banale trovare il giusto gene  

• Conoscere i geni importanti per la crescita, lo stile di vita e la virulenza del patogeno 
•    Sequenza dei geni disponibile 

Geni vitali Geni di virulenza 
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Indice di severità/area sintomatica/ 
massa del patogeno

Foglia sana Patogeno Foglia sintomatica

Muffa grigia (Botrytis cinerea) Oidio (Podosphaera aphanis) Peronospora (Plasmopara viticola)

Necessario sviluppare un saggio di infezione affidabile per valutare l’efficacia del gene target prescelto  



21

No protein No function

Se l’approccio RNAi ha funzionato il gene target dovrebbe essere silenziato nella sua espressione 

AGO

Il livello di RNA messaggero dovrebbe diminuire 

Necessario valutare il silenziamento genico tramite PCR quantitativa 
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Controlllo Trattato
 

Necessario testare numerosi geni 
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Disegno della 
molecola 

dsRNA

Produzione 
della molecola 

dsRNA

Test dell’efficacia 
in laboratorio 

Test 
dell’efficacia in 

serra 

Test 
dell’efficacia in 

campo 

Come sviluppare un approccio spray  SIGS dal lab al campo

SiFI software
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Produzione della molecola

5-6 mg/ml1) In Escherichia coli
E.coli

RNA

2) Trascrizione in vitro
0,2 ug/mlRNA

3) Sintesi chimica From mg up to Kg

RNA
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Controlli negativi

SIGS contro Plasmopara viticola : gene target Dicer

dsRNA

Test dell’efficacia in laboratorio 
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4
d

p
i 

negative controls 

Chitin 1 Chitin 3 Chitin 6 Chitin chimera Cop  Water   

Spray-RNAi contro Botrytis cinerea: geni target geni della parete cellulare

dsRNA

Test dell’efficacia in laboratorio 
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RNAi against strawberry grey mould 
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Test dell’efficacia in serra

5 plants for each treatment x 3 independent experiments
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ds-RNA based treatment

6 fruit harvests on May 2023

Test dell’efficacia in campo 
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In conclusione l’RNA interferente può avere diversi vantaggi rispetto ai fungicidi convenzionali, 
è una tecnologia promettente con alcuni aspetti ancora da approfondire: 

• L’RNA non è tossico e gli approcci spray esogeno e quello endogeno sfruttano un meccanismo naturale

• Gli RNA non sono stabili e si degradano facilmente in ambiente naturale

• Sono molecole molto specifiche e hanno quindi un basso rischio di off-target

• L’approccio endogeno coinvolge manipolazione genetica della pianta, ma senza produzione di proteine e raggiungibile 
senza coinvolgere la parte riproduttiva della pianta 

• Manca una regolamentazione europea (‘biopesticides’?)

• C’è necessita di lavorare sul risk assessment 

• C’è necessita di sviluppare le formulazioni e stimolare la produzione industriale

• Sono urgenti il coinvolgimento degli investitori e l’ informazione ai consumatori 



www.unibo.itelena.baraldi@unibo.it

Grazie per l’attenzione 
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