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RIASSUNTO

Viene presentato un protocollo per il rilevamento di fitoplasmi in piante di olivo. Le indagini
sono state condotte su piante di olivo con varie anlterazioni morfologiche e cromatiche, raccolte
in diverse aree geografiche. Il DNA purificato, estratto da nervature fogliari, & stato amplificato
con "ausilio di iniziatori di reazione universali o gruppo-specifici costruiti sulla sequenza nu-
cleotidica codificante I'RNA ribosomico 165 dei fitoplasmi. Fitoplasmi appartenenti ai gruppi
1651-1B, -V e -XII sono stati riscontrati singolarmente o in infezione mista in numerosi cam-
pioni. Pur non potendo associare un determinato fitoplasma ad una sintomatologia ben definita,
si pud comunque affermare che tali procarioti sono presenti in tutte le aree interessate
dall’indagine.
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SUMMARY

SUGGESTION OF A DETECTION PROTOCOL FOR
PHYTOPLASMA IDENTIFICATION IN OLIVE TREES

An indexing procedure for the identification of phytoplasmas in olive trees is presented. Olive
trees collected in different locations showing discolorations and malformations have been sam-
pled for analysis. The DNA extracted form leaf veins has been amplified in reactions assisted
by universal or group-specific primers designed on nucleotide sequences of phytoplasmatal 165
rRNA gene. Amplicons revealing the presence of phytoplasmas of groups 165r-IB, -V e -XII
have been identified in several samples, also in mixed infections. Although correlation between
symptomatology and a given phytoplasma was not feasible, we show that such prokaryotes are
ubiquitous in tha areas surveyed.
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INTRODUZIONE

Poich# in olivo esistono diverse tipologie di sintomi riferibili a fitoplasmi - scopazzi, giallu-
mi, microfillia, fasciazioni, accecamento delle gemme, deperimento, ipertrofie di parii fiorali e
fogliari - I'approceio allo studio di tali affezioni appare piuttosto problematico e complesso.

Gli studi sono stati limitati dall'occasionalith dei campionamenti; inoltre a livello internazio-
nale, solo in Spagna & stata effettuata una ricerca sufla presenza di fitoplasmi in tale specie
{Font et al, 1998). Infine alcune sintomatologie sopracitate sono state associate anche a cause
edafiche (es. deficienze di boro) o antropiche (trattamenti, caratteristiche varietali). Dal 1999,
nell'ambito di un progetto del Mi.P.AF,, & stata effettuata un'indagine sistematica in numerose
zone olivicole italiane da parte di 4 unita di ricerca coordinate (Bologna, Napoli, Roma, Torino)
(Poggi Pollini et al, 1999); questa ricerca, effettuata su un elevato numero di campioni (circa
70) ha permesso una valutazione pil organica di varie affezioni dell’olivo riferibili a fitoplasmi.



MATERIALI E METODIL

Metodo di campionamento: sono stati raccolti campioni da piante di olivo di varia
etd e differenti cultivar con i sintomi sopra descritti in pieno campo e vivaio.

Periodo di campionamento: il periodo ottimale per ii campionamento & in corso di
determinazione per le diverse zone geografiche prese in considerazione.

N° minimo di campioni necessari: anch’esso in fase di determinazione.
Tipologia del campione: lamatrice pill remunerativa per la diagnosi & rappresentata
da piccioli e nervature fogliari, in presenza dei sintomi.

Metodo di trasporto e conservazione del campione:il campione deve
essere trasportato al laboratorio analitico possibilmente in sacchetti di nylon chiusi, etichettati
ed in borsa termica, in tempi veloci.

Tipo di saggio: molecolare, mediante analisi del pohmorf1smo di restrizione degli ampli-
ficati di DNA fitoplasmale. Cid presuppone Iestrazione del DNA dei campioni in analisi.
Finaliti del saggio: diagnosi per la valutazione dello stato sanitario ed eventuale certi-
ficazione

N°di repliche necessarie del saggio e sensibilitd conseguibile:
non determinato

Specificiti ottenibile: sipud ottenere una diagnosi a livello di gruppo o sottogruppo.

Viene proposto il seguente protocollo per l'estrazione del DNA totale:

Utilizzando un bisturi, preparare circa 1,5 grammi di nervature centrali, isolate da foglie verdi
fresche senza necrosi evidenti. Sminuzzarle e raccoglierle in mortaio preraffreddato e mantenu-
to in ghiaccio.

Agpiungere 7 ml di Phytoplasma Grinding Buffer (PGB) (Tab, I} da prepararsi poco prima di
essere usalo e teputo in ghiaccio; incubare in ghiaccio per 10/15 minuti. Aggiungere circa 50
mg di sabbia di quarzo e macinarle accuratamente col pestello,

Aggiungere altri 5 ml di PGB nel mortaio e proseguire Ia macinazione sino ad ottenere una mi-
scela ben omogenea.

Trasferire la misceld in una provetta tipo Corex da 13 ml e centrifugare a 2500 g per 5 minuti
(4500 rpm in un rotore Sorvall SS34) in centrifuga refrigerata a circa 4 °C.

Trasferire il surnatante in una nuova Corex preraffredata in ghiaceio.e centrifugare a 18000 g
per 25 minuti (Sorvall $534 = 15000 rpm) a 4°C. Scartare con attenzione il surnatante e far a-
sciugare le provette capovolte per un paio di minuti.

Risospendere il pellet in 2 ml di CTAB buffer, preriscaldato a 60 °C, usando pipette monouso a
bocca larga in plastica o in velra e trasferire 1 ml in un tubo eppendorf da 2 ml.

Incubare le provette a 60 °C per 15/60 minuti in bagno termostatato agitando un paio di volte
durante il periodo di incubazione.

Aggiungere approssimativamente 1 m! di cloroformio:alcol isoamilico (24:1) ¢ mescolare ener-
gicamente la soluzione passandola al vortex per omogeneizzarla,

Centrifugare a circa 6000 rpm per 10 minuti 2 temperatura ambienie; prelevare con attenzione
la sola fase acquosa superiore contenente gli acidi nucleici e trasferirla in un nuovo tubo da 2
ml.. Precipitare gli acidi nucleici aggiungendo un volume di isopropanolo freddo ¢ mescolando,
incubare i tubi in ghiaccio e quindi centrifugare a 13000 rpm per 15 minuti.

Scartare il surnatante alcoolico e lavare attentamente la provelta con etanolo 70%.

Asciugare in liofilizzatore per 5 minuti e quindi risospendere gli acidi nucleici con 400 ul di
TE, poi precipitarli aggiungendo 20 pl di 4 M Na-Acetato e 0,9 ml di etanolo 95%.

Incubare per 2 ore a -20°C oppure 5 minuti a -8§0°C.

Centrifugare a 13000 rpm per 15 minuti.
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Scartare il surnatante alcoolico e lavare attentamente la provetta con etanolo 70%.
Asciugare in liofilizzatore per 5 minuti e infine dsospendere il DNA in 100 pl di acqua distilla-
ta sterile.

TAB.I : tamponi usati per estrazione

Phytoplasma grinding buffer

Reagente per 100 ml cone, Finale
Saccarosio 50% 20 ml 10%
BSAVISM 10ml 0,15%

PVP K 10 10% 20 ml 2%
Tampone fosfato 1M 10ml 01M
Acido ascorbico® 0,53 gr 30 mM
Acqua q.b.

*si aggiunge al momento dell'uso, dopodiché si porta i pH a 7,6 con KOH e si mantiene in ghiaccio

CTAB buffer:

reagente concentrazione finale
CTAB 2%

NaCl 14M

EDTA 20 mM

Tris-HCl (pH 8.0} 100 mM

il DNA fitoplasmale & stato amplificato mediante reazione a catena della polimerasi (PCR).
Prove preliminari {Poggi Pollini et al, 1999) hanno dimostrate che & necessario effettuare una
nesied-PCR, utilizzando primer universali, seguiti da primer gruppo-specifici (Tab II}. E’ stata
utilizzata la coppia di primer universali R16F2/R2, che amplifica un frammento di circa 1200
paia di basi (Lee et al, 1993).

TAB. H: composizione della reazione di PCR

reagente cone, finale
Tampone 10x 1x

MgCIl2 25 mM 2mM
dNTPs 2 mM 200 pM
R16F2 20puM 1 uM
R16R2 20pM 1M

Taqg 5U/mpd 1u

1l ciclo di amplificazione utilizzato & stato: 1 minuto a 94°C (3 min. per il primo ciclo), 1 min. a
50°C, 1 min.,15 sec. a 72°C (5 min. per I'ultimo ciclo), per 35 cicli.

Il prodotte PCR & stato quindi diluito 1:40 in acqua ed usato come stampo per varie reazioni di
nested-PCR, in cui sono stati usate le seguenti coppie di primer gruppo-specifici: R16(I)F1/R1
(DNA amplificato: circa 1100 paia di basi), R16(III)F2/R1 (circa 800 bp), R16(V)F1/R1 (circa
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1100 bp), (Lee et al, 1994). Sono state mantenute le condizioni di amplificazione usate per la
PCR diretta.

Gli amplificati attenuti con i primers R16{1)F1/R1 sono stati digeriti con vari enzimi di restri-
zione (Alul, Hhal, Msel, Tagl) per un’esatta determinazione dei gruppi e sottogruppi di appar-
tenenza, L'analisi del polimorfismo dei frammenti di restrizione ci ha consentito
Pidentificazione di fitoplasmi del sottogruppo 168-1B e -XI1.

RISULTATI E CONCLUSIONI

I risultati ottenuti nel corso dell'esperienza non ci hanno permesso di associare una sintomato-
logia specifica ad un determinato fitoplasma, cidnonostante sono stati jdentificati fitoplasmi dei
sottogruppi 16Sr-1B e dei gruppi -V e -XII (Lee et al., 1998) in numerose piante sintomatiche.
Nel 28,5% dei campioni esaminati & stata inoltre riscontrata la contemporanea presenza di due o
piti fitoplasmi appartenenti & gruppi diversi. Fitoplasmi sono stati identificati in tutte le aree in-
teressate dall’indagine, anche se fitoplasmi del gruppo V sono stati isolati solo in piante di oki-
vo provenienti da oliveti circostanti il lago di Garda (provincie di TN e VR). Alcuni dati hanno
confermato la presenza di infezione da fitoplasma anche in campioni asintomatici, Potrebbe
quindi rendersi necessaria la conferma della diagnosi mediante saggio biologico; a tale proposi-
to saggi biologici su specie legnose (olivo, ligustro, oleandro) sone in corso presso I'Istituto
sperimentale per la Patologia vegetale di Roma.
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