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Riassupto: La produzione di BMA “probes" specifici in grade di
discriminare piante affette da micoplasmi (MLO) ha aperto nuove
strade -per la diagnosi della presenza di  guesti organismi.
Dopo prime esperienze effettuate usandoc DNA marcato in maniera
radioattiva, recentemente e' stata dimostrata la possibilita®
di wutilizzazione pratica per oguesto scopo di  sistemi di
rivelazione non radiocattivi. In gquesto lavoro vengono riportate
parte delle metodologie di questo nuovo tipo di diagnosi:
estrazione del DNA dalle piante da saggiare, ibridazione di
questo DMA con "probes" specifici e visualizzazione della
avvenuta ibridazione mediante il sistema avidina-biotina. 11
metodo descritto si e’ rivelato valido per 1la diagnosi  di
affezioni da MLD sia in piante infettate artificialmente
(innesto, cuscuta) che in piante naturalmente infette. Esso  si
propone per la rapidita’ di esecuzione e 1'attendibilita' dei
risultati come metodo diagnostico utili=rabile per la
certificazipne di materiale vivaistico e/o risanate e per
guella di materiale soggetto a vincoli di guarantena.

The development of methods far obtaining specific MLOD-DNA
probes opens new avenues in the diagnosis of plant diseases
assnciated with these pathogens. After the First research
carried out using radipactively labeled DNA, recently hiotin-
labeled probes have been proved useful for these purposes.
This paper reports some steps in the practical application of
this technigque such as DNA extraction from plant tissue samples,
hybridization with specific probes and detection using the
avidin-biotin system (Bethesda Research Laboratories, BRL,
Bethesda, M™MD,USA). Riotinylated DNA probes were successfully
applied in dot-hybridizatiom for the detection of various MLO
in Catharanthus roseus, in host species naturally infected by
MLO and in some of their insect vectors. The positive results
obtained with biotin-labeled MLO-DNAR probes in diagnosis
encourages the application of this technique for the practical
detection and diagnosis of MLO diseases. This also raise the
possibility that these probeg might be applied inm large scale
programs to index for MLO presence in nursery crops, in  tissue
culture, and in certification programs Ffor guarantine -
regul ated plants.
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Fra i procarioti fitopatogeni quelli ad habitat
floematico (Bertaccini, 1987) sono risultati finora non
caltivabili su substrati artificiali e vengono individuati come
grganismi del tipo dei micoplasmi | Mycoplasma-Like Organicms:
MLO). Essi opccupano un posto sempre piuw' rilevante nella
fitopatelogia mondiale essendo ormai stati associati a
numerosissime malattie ad andamento sovente fartemente
epidemics e/o endemico che causano seri ed estesi danni  alla
produzione { Bertaccini e Calzolari,1983; Bertaccini et
al,19B8%9 ). .

Il problema della individuazione della presenza di questi
organismi nelle piante ' guindi,; sempre piun* attuale ed
importante. Accanto a metodi’ diagnostici gia® sperimentati da
pltre un ventennio, ma non sempre attendibili e di pratica
applicabilita® ( innesto, cuscuta, microscopia elettronica e&/o
ottica) la diagnosi in guesto settore ha recentemente .ottenuto
notevoli progressi con la produzione di antisieri poli- 2
monoclonali {(Clark et al.1983;1989; Sinha, 1979; Sinha e
Eenhamou, 1983; Lin e Chen,1985; 1984; Chen,1784).

L'ottenimento di DMA ricombinanti specifici per alcuni
degli MLD piu‘ diffusi nelle piante ha pero' segnato uno dei
piu’ importanti progressi della ricerca nella dignosi delle
malattie associate a guesti procarioti. Incoraggianti
risultati sono infatti gia® stati ottenuti in aleuni laboratori
degli USA per malattie gquali "Western X disease" del pesco,
nanisme del mais e giallume dell’astro ( Kirkpatrick et
al,1987; Davis gt al.1987; 1988a; Lee e Davis, 1988). La
possibilita’ di impiego di alcuni di guesti DNA ricombinanti

per la diagnosi utilizzando metodiche non radigattive
rappresenta comungue il pid’ recente progresso in questo
settore, progresso che permettera’ di saggiare materiali

vegetali diversi e su vasta scala secando una metodica di
relativamente semplice applicazione.

MLO-DNA. “probes” specifici per alcune malattie associate a
MLD sono stati ottenuti pressp il Microbieclogy and Flant
FPathology Laboratory dell’USDA di Beltsville Mp USA (Lee e
Davis,198d8; Lee et al., 1988: Davis et al.,1988b; 1% Y. Blcuni
di guesti ricombinanti e precisamente guelli ottenuti da
materiale infetto da "aster yellews" e denominati  AY, quelli
pttenuti da materiale infettn da "periwinkle little
leaf" (0-1) e quelli provenienti da materiale infetto con
“tamato big bud" (BE), sono stati utilizzati per verificare 1la
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presenza di MLO in  wvinca (Catharanthus roseus), in piante
naturalmente infette gquali margherita, astro, pomodoro ed altre
nonche' in alcuni insetti vettori di MLO seguendo una metodica
che esclude !’uso di marcatura radioattiva. I vari DNA “probes"
utilizzati wvenivano marcati mediante " nick +translation" con
biotin-7-dATF.

Per la estrazione del DMA si utilizzano 0,3 gr di
materiale infette avendo cura di scegliere 1le parti dells
pianta ove si suppone piu' alta la concentrazione di MLO cioe'
giovani germogli, nervature e piccioli fogliari a radiei a
sezonda della pianta e del periodo stagionale. La stessa
procedura viene utilizzata per estrarre il DNA dai campioni
sani utilizzati come controllo. Il materiale vieme macinato in
mortaio sterile in presenza di azoto liguido e trastferito
Quindi in tubi da centrifuga “Eppendorf®"da 1,5 ul.Vengonao
quindi aggiunti 400 ul di tampene (100mM Tris, SOmM EDTA, SO0mM
MaCl, pH B,0) addittivati comn 20 ul di 20% SDS  (dodecilsolfato
di sodio) e 2 yul di B-mercaptuetanolo. Dopo centrifugazione a
B.000 gpm per 5 min e riscaldamento a &45°C del sopranatanie, si

procede alla estrazione del DNA mediante cicli di
centrifugazioni a 14,000 gpm di S min. 1 'ung in una miscela di
cloraeformio e fenolo in parti wguali. Mediante aggiunta di

etanolo assoluto (2 ¢+ 1 in volume) al sppranatante ottenuto
dopo due cicli di centrifugazione, congelamento della miscela
cosi® ottenuta a —-20 °C per 12 ore (=70 °C per 20 min) e
centrifugazione a 14.000 gpm per 20 min si ottiens - 1la
precipitazione di un coagulo che contiene la maggior parte del
DNA presente nel campione da esaminare. Il coagulo di DNA
viene dissolto in S50 ul di &X B85C ( composizione della
soluzipne 1X: NaCl 0,15 M; citrato di sodio 0,015 M pH 7,0). Bi
procede "guindi alla denaturazione mediante ehollizione per 10
minuti previa aggiunta di 3 pul di NaOH 2 N. Dopo
neutralizzazione con 1'aggiunta di 3,0 ul di Tris 2M & di 1,0
ML di  acetato di somdie 1,5 M pH 7,0, ogni campione viene
diluito in &X¥ 88SC ( due o piu’ diluizioni) e viene deposto in
aliguote di 3 4l 1°uma su di una membrana di nitrocellulosa
(0,45 o 0,22 1).I1 DNA viene poi fissato alla membrana mediante
passaggio in stufa sotto vuoto a BRC per almeno due ore.

Le membrane cosi’® preparate subiscono poi una
preibridazione a 42°C per 2-4 ore in una miscela contenente S0O%
di formamide, SX 88C, soluzionge di Denhardt (0, 48% di

ficolla,Dn,4% di polivinilpirrolidone, ©,4% di sierpalbumina
bovinal); fosfatos di sodio 250 mM e DNA di sperma di  salmone
denaturato alla concentrazione di 0,5 mg/ml. .
L'ibridazione avviene poi relle medeéime condizioni ed in
presenza di una miscela identica a guella precedentemente
descritta salvo che per la concentrazione di formamide (45%),
1 'aggiunta del 5% di solfate di destrano.e di 0,2 mg/ml di DNA
"probe"  specifico marcato (vedi sopra). Dopo 16-20 ore di
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ibridazione le membrane vengono lavate in soluzioni a
concentrazione decrescente di tampone sodio citrato salino (22X
85C: 0,2%X 85SC e 0,146X S5C) contenenti 0,14 di SDE. I primi
lavaggi ( 4 )} vengono effettuati a temperatura ambiente per 3
minuti . 1'una, gli ultimi due a S50°C per 15 minuti I uno.

8i procede guindi incubando le membrane per 1 ora a 64 °C
in un tampone contenente ©,1 M Tris pH 7,5, MNaCl 0,15 M ed il
3% di siercabumina bovina.

La visualizzazione dell ‘avvenuta ibridaziane viene
ottenuta wtilizzando il kit "BluGENE System" del Bethesda
Resrarch Laboratory (BRL) 8 che utilizza come coniugato la
streptavidina—fosfatasi alcalina (SA-AF) e come ceoloranti il
nitroblu di tetrazolio (NEBT) ed il S—braomo—4-claoro—3—
indolilfosfato (BCIF}Y che evidenziano 1la formazione della
doppia elica fra il DNA da saggiare ed il '"probe" utilizzatao
mediante una colorazione rosso-violetto.

Rigultati

Utilizzando l1a metodologia descritta si ' inm grado di
individuare in maniera discriminante la presenza di MLO in
guanto nei campioni infetti compare una colorazione rosso—
violetto che risulta completamente assente nei campioni di
controllo sani.

Come risulta da precedenti lavori (Lee = Davis, 178B; Lee
et al., 1988, Davis et al., 1988b; 1990) "probes" AY, O-1 e BE
non soleo sono in grado di dare ibridaziome positiva con piante
infettate naturalmente od artificialmente dal MLO da cui sono
state clonate , ma anche con MLO presenti in piante diverse e
denominati finora come sindromi differenti. Sono risultati
infatti {almeno alecuni di essi ) avere un ampio spettro  di
riconoscimento a livello del genoma di molti MLO.

In particolare la sperimentazione finora condotta sia nel
nostro paese che negli USA ha permesso di  verificare la

possibilita’ di utilizzazione di questi "probes” per
individuare 1a presenza di MO in materiale infetto di
provenienza italiapa. Risultati positivi utilizzando “probes"

AY e 0O-1 si sono avuti con alcuni iseolati italiani  di
Chrysanthemum yellows (CY) (Conti & Mela, 1987; Conti gt al.,

1988; Bertaccini gf al., 1?80) sia in vipca che in margherita

naturalmente ed artificialmente infetta. 1In particolare
sperimentazioni condotte utilizzando AY "probes” hanno permesso
di individuare 1a presenza di MLO in materiale di

margherita natuwralmente infetto proveniente da diverse parti
della pianta (radici, fiori e foglie} e procedendo alla
estrazione del DNA sia da materiale fresco che congelato od
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essiccato. Positivi risultati =i sono ottenuti  anche con
materiale di wmargherita naturalmente infetto e wmantenuto ip
vitro mediante micropropagazione. Ihridacione positiva si e°
avuta inoltre con il vettore sperimentalmente usato per
trasmettere CY (Euscelis incisus) (Conti et al., 1984).
"Probes" BB sono inoltre stati ibridati econ risultato
positive wutilizzando un isolato italiano di "tomato big bud®
otienuto da pomodoro (Lovisolo et al., 1982) & mantenuto in
pomodare; anche in guesto caso , come per la margherita i
risultati sono stati positivi con tutti i differenti tipi di
materiale utilizzati per 1a estrazione del DNA che erano

rappresentati da radici, foglie e porzioni erbacee di fusto.

Conclusioni

Le potenzialita® di guesto nuove metodo diagnostico sono
numerose e diversificate, spasiang infatti dalle notevoli

applicazioni pratiche nella diagnostica di routine alia
apertura di puove possibilita' nello studio di questi
pracarioti finora noti solo a livello morfologice. Si aprono

infatti possibilita’ di avere finalmente una tassonomia basata
su omologie di sequenze genetieca e\non piu,’ come fino ad ora
si era costretti a fare, basata unicamente su criteri biologici
guali espressioni sintomatologiche, specificita® di
trasmissione con vettori o ranges di piante ospiti ( Bertaccini
et al.,19B%a). Interessamte a questo proposito appare 1a
recente scoperta effettuata utilizzando alcuni "probes" della
presenza in alcuni isolati di MLO di frammenti di DNA di chiara
grigine extracromosamica (Davis &t al.,1998a; Lee e Davisg,
17988; Bertaccini gt al., 1990 ). Non ' stata ancora chiarita
la identita® di tale DNA , ma il fenomeno non appare diverso
tda. guantw si conposce a proposito degli altri procarioti meglio
ctonosciuti e studiati quali i batteri.

Per guantoc si riferisce in maniera piu’ specifica alla
applicaziane pratica del metoda qui descritto, occarte
precisare che la fase sperimentale ' ancora da completare per
guel che si riferisce a piante in campo {(specie guelle
arboree), nelle guali la concentrazione di MLO e* notoriamente
bassa e wvariabile da un parte all‘altra e da un periode
stagionale all’'altro. I1 metodo finora messo a punto indica che
saono sufficienti 300 ug di tessuto infetto per ottenere
risultati wvisualizzahili ma, non esistendo metodi se nen
empirici per guantificare la concentrazione di MLO-DNA, occorre
verificare sperimentalmente caso per caso, coltura per coltura,
la quantita' ottimale di materiale da utilizzare nonche' il
perindo stagionale e 1'organc vegetale ottimali per avere
risultati leggibili e riproducihili.

Un altro problema di natura teenica e' rappresentato
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dall ‘ottenimento di DNA pigmentati che a veolte rendano
difficile la visuwalirzzazione della reazione; tale fenomeno in
molti rcasi scompare gia® con 1'idratazione delle membrane e
puo’ comungue essere ridotto con 1'impiego di metodi
altermativi di estrazione guale ad esempioc quello indicato da-
bellaporta et al. (1983). Guando invece , come ad esempio accade

per i +tessuti di olmo, insieme al DNA o al posto di esso  si

ottiene la precipitazione di sostanze gommose, si ha la
impossibilita® di ibridazione ed occorre studiare tecniche piu’
complesse oppure applicare metadiche diagnostiche diverse Bve

disponibili.

In conclusione comungue, la possibilita’ di diagnosi delle
malattie associate a MLO con "probes" specifici ed evitando
1'usa di materiali radioattivi permette di prevedere in un
futuro non lontano 1 applicahilita’ di gquesta tecnica anche al
di fuori dei laboratori di ricerca. Pokk@ infatti diventare
routinarie per certificazione di wmateriale vivaistico e/o
risanato ed in particolare nel saggio di materiali vegetall
soggetti a regolamentaziomi di quarantena.
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