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BI PHOMA TRACHEIFHILA
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RIASSUNTO

Il DNA estratto da isolati di Phoma tracheiphils, da campioni
di terreno artificialmente ingrulato & da rametti infetti e’
stato ibrideato con la sonda pBPho23 marcata rcon l'aptene
steroide Digoxigenina. Il segnale ' state rilevetc mediante
reazipnne immuno-enzimatica. I risultati sorno stati confrontati
ton la marcatura radicattiva. La sensibilita' del test e' di

200 pg di DNA, notevolmente piu' bassa rispetto alla marcatura
radicatbiva.

SUMMARY

Non radioactive hybridizafinn DNA prabes for the detection of
Phoma btracheiphila.

DNA  from P.kracheiphila strains, different s0il samples
inoculated in laboratory and infected twigs were hybridizated
with a pBPho25 probe digaxigenin-dUTF labeling. The detection
of hybrids was carried out by enzyme-linked immunpassay using
an antibody—coniugate. The results, compared to that of
radicactive probe, were satisfactory . The limit af detection
is about P00 pg of DNA, lower than that observed with
radioactive labeling.

INTRODUZIONE

Il riconoscimento di agenti patogeni delle piante mediante
1'utilizzo di sonde clonate e' oggi uno tra i metodi di
diagnosi di magoiores affidabilita'. Specificita', sensibilits’,
selettivita' e rapidita' di diagrosi sono i caratteri peculiark
di tale metodologia.

Le sonde a DNA vengono abitualmente marcate con 2P medlante

una reaziocne con DNA polimerasi e DNasi definita '"nick
translation”™, cppure mediante altri sistemi di marcatura
terminale che utilizzano zempre isotopi radipattivi (Maniatis
= al.,19B2). La manipolazione del materiale radioattivo
comporta, come e' noto, nokevoli problemi sia per 1l'operatore
che per l'emivita del materiale utilizzato. Anche lo stoccaggio
dei rifiuti e' uma difficelta’ non indifferente e necessita di

strutture adeguate per il loro allentanamento.
Per tali motivi il diffondersi di tale metodologia risulta
tuttora abbastanza contenuto.
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Pertanto la messa a punto di metodi alternativi per la
marcatura di sonde clonate {(quali per esempio marcature con
biotina o con sistemi fluprescenti}) e' oggil oggetto di
attenzione (Feinberg e Vogelstein, 19B3: Forster et al.,19853;
Roy et al.,1788).

Nei nostri  laboratori ' steta messa a punto una metodica di
diagnosi per il riconoscimento di Phoma tracheipila HKanc. et
Ghik. mediante una =onda clonata specifica (Rello et al.,
1987; Di Silvestro et 2l1.,1%¥B8/b e 1988/c). Una successiva
evoluzione nell'utilizzo di questa sonda, oggetto della
comunicazione, consiste propriao nella marcatura non

radiocattiva della stessa wutilizzande un aptene steroide, la
digoxigenina, che si trova in natura solamente in piante delle
specie Digitalis purpurea & D.lanata.

I risultati ottenuti sono stati confrontati can gquelli
ottenuti con una sanda marcata radioattivamente,

MATERIALI E METODI

Marcatura della sonda.

Come sonda ' stato utilizzateo il plasmide pBFho25 (clonata in
Escherichia coli), che deriva dal plasmide pHR3IZ2Z in cui &
stato inseritoc, nell'unice sito per l'enzims di restrizicne Eco
RI, uno specifico frammenta di DNA di P, tracheiphila lungo 4,3
Kb {Relle et al.,19B6 2 1987).

Urn wg di plasmide pBPho23, linearizzato con 1'enzima di
restrizione Bam HI, e' stato marcato secondo la procedura
"random primed BMNA labeling" incubande per Bh a2 37°C (Maniatis
et 8l.,i78%9). Per la marcatura non radioattiva ' stato
utilizzato un Kit commercializzato della Biochemia Boehringer
Mannhein. Il metodo utilizzato permette il rilevamento del DNA
grazie ad wuna reazione di tipo immuno—enzimatico con
precipitazione, in presenza di =ali di diazonio, di una
colorazione s=sulla membrarna in corrispondenza della seguenza
bersaglio . e proporzianale alla sua concentrazion=. LE
condizieni di marcatura, ibridazione e identificszione
immunologica somo state madificate in relazione alle fasi
sperimentall eseguite.

Campioni wtilizzati

I campipni analizzati sone stati scelti per evidenzisre le

caratteristiche delle marcatura della sonda e per defirmire i
parametri di s=sensibilita', specificita’ e selettivita' del
metodo.

Sono stati analizzati campiani di acidi nucleici ottenuti das

liparzioni di rametti di semenzali di 2 anni di arancic amaro
inoculati com una sospensione di’ fialoconidi di un ceppa

. virulento di P.tracheiphila ¢ 80 )

Bldifferenti campiogni di terrenc inoculati in laboratoric con
sospensioni di fialoconidi dell'ispiato P.iracheiphilas @

3)diluizioni seriali di 1:10 di DNA (20 ug) di P.tracheiphila 1
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4iguattro differenti isolati di BP.tracheiphila (P.t.1 2 P.t.3 .
100 ng; P.t.51 ¢ P.t.54 , 300 ng!) e di Penicillium sp.,
Diplodia sp., Altermaria citri e Septoria arethusa (300ng).

Sone statl anche saggiati campioni provenienti da piante e da

terreni sicuramente non infetti, precedentemente’ sottoposti a

test con marcatura radioattiva.

Procedimento

Aligquote di campioni somo state trasferite su membrans di nylon

mediante "dot blet" o, nel caso dei campioni di terreno,
“"Southern blot" (Southern,1975).Le membrane ottenute sono state
sottoaposte a preibridazione 2 successiva ibridazione. Le

condizioni di preibridazione {(4H° C, per 2h con almeno 20 ml di
soluzione di ibridazione per 100 cam® di superficie )} sono state
manterute uguali per tutte le membrane. L'ibridszione t&B°C,
S ml di spluzione di ibridazione per 100 cm® di superficie}
g' gtata effettvata per & h 2 20 h rispettivamente per il dat
blot e per il Southermn blot. La concentrazione di sonda marcata
aggiunta alla - soluzione di ibridazione era di 130 ng/ml di
soluzione. Dopo l'ibridazione le membrane sona state lavate per
2 wvolte per 3 minmuti a temperatura ambiemte con 2x58C e 0,.1%
SDS e per 2 volte per 15 minuti 8 &4BP°C von O,1xS5C e O,1% 5DS.
La reaziane  immuncenzimatica per la individuazione del
complesso ibride s=sonda-bersaglio g' stata condotta con una
concentrazione di anticorpo coniugato anti-Digoxkigenina pari a
300 mU/ml. La reazione di colorazione &' stata esequita seconde
protocollo e bloccata dopo 3 h per la membrana del Southern,
dopo 1 giorne per tutte le altre. Con gli 'stessi campioni sono
state preparate delle membrane che successivemente socno state
saggiate con una procedure standerd di ibridazione utilizzando
una sonda marcata radivattivamente la cul  attivita' specifics
era compresa fra 9x107 e %109 (Rigby gt al.,1977).

RISULTATI

I1 metods utilizzato consente di evidenziare la presenza di DNA
bersaglioc nei campioni analizzati sia nel rcaso di tessuti

vegetali che in matrici differenti come il terreno. Tutti i
campioni analizzati sono stati confrontati con i1 sistema di
marcatura con isotipi radioattivi gia' meszso a punto in

precedenza (Di Silvestro st al.,1798B/a = 19B8/d): 1 risultati
ottenuti evidenziano una buons coincidenza del segnale.

Le prove su estratti di  paorzionit di rametti inoculatid
artificialmente . hanno evidenziato un segnale pasitivo pio' o
meno intense in tutti i campioni. L'inten=zita' del segnale e’
confrontabile alla membrana omologa analizzata econ la sonda
marcata radicattivamente (fig.1l).

Anche 1'analisi di  campioni .di  tervenoc ha ; evidenziste la
presenza di P.iracheiphila. ' : -

Accertata la validita' del metodo si &' voluta definirne la

sensibilita’ operando su diluizioni seriall di DNA di
P.tracheiphila sino a 20 pg. Il segnale positivo si &°

rilevats fino a 200 pg di DNA a differenza del metaodo
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radioattivo dove la sensibilita’ si 2' confermata a 20 pg
{Rplla et al.,19B87/a;Di Silvestro et &al.,1788/b e 19B8/c)
(fig.2).

La specificita’ del metodo e'stata wvalutata attraverso
l1'analisi di DNA di isolati di funghi prelevatl da pienc

campn. Segnali molto intensi si sono evidenziati nei diversi
isplati di Phoma s=saggiati. Nessun segnale evidente si e!
invece manifestatp nei campioni di Penicillium sp.,. Diplodia
sp., B Septoria. tn blando segnale, appena apprezzabile a°'
comparsg per il campione di Alternaria, come peraltro e' emerso
con la marcatura radiocattiva.

I campioni provenienti da piante & terreni sicuramente indenpni
non hanneo deto alcun segnale .
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CONCLUSTDNI

L'esperienza  riportata dimostra la pegssibilita' di utilizzare
la metodica di marcatura alternativa con digoxigenina 1in caso
di scresning di campioni provenienti da matrici diverse.

1 vantaggi di guesto metodo seono nmotevoli e potranno consentire
nel prossimo futuro la diffusione di test basatl sull'impiego
di sonde clonate per la diagnosi di altri pategeni dei
vegetali. Con tale metodo i materiali wutilizzati per 1la
marcatura non necessitang di accorgimenti particolari da parte
dell'operatore e quelli di rifiuto poszsono essere rnormalmente
eliminati. Irmoltre i tempi di lavoro sone notevelmente ridottil
rispetto ai metodi di marcaturs radiocattiva: gia' dopo B4 are
e' paossibile avere risultati. Un altro vantaggio del metodo
consiste nella notevole stabilita' della marcatura: infatti
negli esperimenti effettuati &' statas talvolta utilizzata una
sonda preparata sei mesi prima pttenendo risultati
soddisfacenti.

Occorre pero' rilevare che la sensibilita' del metodo si e’
dimostrata notevolmente pin' bassa rizpetto alla marcatura
radipattiva e che tale tecnica non consente, a tutt'eggi, di
effettuare precise analisi quantitative. Inoltre per alcuni
campioni ' necessaric effettuare il "Southern blot" rispetto
al "dot blot" per la presenza di pigmenti che possono
interferire durante il processe di visualizzazione del colore
che caratterizza il segnale. Infatti 1'elettroforesi che
precede il trasferimento del campione sulla matrice solida
(nitrocellulosa o nylan) consente 1'eliminazions dei pigmenti
presenti. _

tel caso di P.iracheiphila 1'applicezione di questo metodo di
marcatura consentira' FTacili indagini sulla presenza del fungo
in campioni di tessuti e di - terreno, e studi epidemiologici.
Esso sembra invece di difficile impiege per sfudi sul rapporto
ospite-patogenc o per prave di controlle chimico o bhielogico.
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