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ALLA RICERCA DELLE FONTI DELLA

RESISTENZA ALLA FLAVESCENZA DORATA

Elisa Angelini, Nadia Bertazzon, Sofia Casarini

La Flavescenza dorata (FD) € una
gravissima malattia della vite, diffusa
in tutte le aree viticole del Nord e par-
te del Centro Italia, oltre che in diversi
Stati europei, dal Portogallo al’lUnghe-
ria. E causata da batteri molto partico-
lari, chiamati fitoplasmi, che vivono nel
floema delle piante, causando danni
importanti alla vite, che vanno dal deca-
dimento qualitativo e quantitativo delle
produzioni al progressivo declino e de-
perimento delle piante.

Per tale motivo, e perché & forte-
mente epidemica, & inclusa fra le ma-
lattie da quarantena nella Comunita
Europea e in Italia (Direttiva 2000/29/
CE, D.M. 31 maggio 2000). E trasmessa
dalla cicalina Scaphoideus titanus, un in-
setto di origine americana che vive sulla
vite e che trasmette il fitoplasma da una
vite all’altra in maniera molto efficiente.
| sintomi sono tipici, ed includono ingial-
limenti o arrossamenti delle foglie sulle
varieta rispettivamente a bacca bianca
e nera, mancata lignificazione dei tralci
e colatura dei fiori o dei grappoli (A).

La FD e il suo vettore sono stati
identificati in Europa gia negli anni 1950,
in Francia, da dove negli anni si sono dif-
fusiin molti Paesi europei, fra cui I'ltalia.
Nel nostro Paese il periodo pil critico &
stato dagli anni 1990 ai primi del 2000,
quando finalmente si € riusciti a porre
un rallentamento all’epidemia, che nel
frattempo si era pero gia diffusa in mol-
te regioni italiane.

Tale contenimento era stato ottenu-
to grazie alle conoscenze acquisite dalla
ricerca e alle misure di lotta obbligato-
ria introdotte nel 2000, che includono
il trattamento insetticida e I’espianto
obbligatorio nelle zone focolaio.

Purtroppo, negli ultimi due anni in
diverse aree vitivinicole italiane stiamo
assistendo ad una forte recrudescenza
dell’epidemia, probabilmente associata
anche alle modifiche nelle strategie di
lotta insetticida: infatti i principi attivi
oggi permessi, nel rispetto di una mag-
gior sostenibilita, sono in numero mino-
re e generalmente anche meno efficaci
rispetto a quelli usati in precedenza.

Lo studio della resistenza alla FD

Il CREA Centro per la ricerca in Vi-
ticoltura ed Enologia ha eseguito ri-
cerche sulla malattia della FD, la sua
epidemiologia ed il suo controllo fin da
quando la patologia & comparsa in Ve-
neto nei primi anni '9o. Fra le altre atti-
vita, un argomento importante su cui ci
si focalizza & lo studio di eventuali varie-
ta di vite resistenti, o perlomeno meno
suscettibili alla FD, e le ragioni profonde
di tali caratteristiche, con I'implementa-
zione di studi genetici e genomici.
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(A) - Sintomatologia tipica da fitoplasmosi su
vitigno a bacca nera.

Come riportato da diversi studi,
sembra che la gran parte dei portin-
nesti utilizzati non siano suscettibili
all'infezione, e comunque non mani-
festino sintomi della malattia, tranne
casi rarissimi. Tale comportamento &
stato accertato anche nella collezione
di portinnesti del CREA, situata a Suse-
gana (TV), dove, intorno agli anni 2000,
nonostante la presenza dell’epidemia
negli appezzamenti vicini e del vettore
infettivo negli stessi portinnesti, questi
ultimi non hanno quasi mai mostrato
sintomi ascrivibili alla FD, risultando in
parallelo negativi al saggio molecolare
diagnostico. Il nostro interesse e pero
focalizzato soprattutto sulla suscetti-
bilita e resistenza nelle varieta di Vitis
vinifera coltivate in Europa.

In particolare, in questo articolo
vengono riportate in sintesi le seguenti
attivita:
< monitoraggio in vigneto della su-

scettibilita e resistenza nelle diverse
varieta di vite;

< studi di espressione genica su cultivar
con diversa suscettibilita tramite se-
quenziamento del trascrittoma;

& incroci fra cultivar suscettibili e par-
zialmente resistenti, su cui eseguire la
fenotipizzazione e la genotipizzazio-
ne, al fine dilocalizzare i tratti genetici
associati ai caratteri di suscettibilita e
resistenza;

< studio di cloni con diversa suscettibi-
lita.

Monitoraggi in vigneti infetti

Per diversi anni sono state condot-
te attivita di monitoraggio su vigneti e
collezioni ampelografiche, per valutare
la suscettibilita delle diverse varieta alle
infezioni da FD. Sono stati scelti appez-
zamenti dove erano presenti pili varieta
piantate nello stesso anno, sottoposte
alle stesse pratiche agronomiche ed alla
medesima pressione di malattia. Solo in
tale modo, infatti, & possibile ridurre al
minimo I'influenza dell’ambiente, delle
condizioni agronomiche e delle strate-
gie di controllo della malattia, ed otte-
nere un confronto valido sulle eventuali
differenze di suscettibilita nelle diverse
varieta. | monitoraggi, svolti in gran par-
te frail 1995 ed il 2005, sono stati ese-
guiti mediante osservazioni visive dei
sintomi di FD ceppo per ceppo, seguite
da analisi molecolari PCR dei campioni
fogliari. Le attivita sono state condotte
in aree viticole dell’Italia settentrionale,
in particolare nelle collezioni ampelo-
grafiche del CREA di Spresiano e Suse-
gana (TV), ma anche in altre collezioni
private e pubbliche di germoplasma
viticolo. Il livello di suscettibilita & stato
valutato in base al numero di viti infette
sul totale delle viti presenti per quella
varieta.

Confrontando i dati ottenuti dai di-
versi monitoraggi, si nota come i vitigni
piti suscettibili siano risultati Chardon-



nay, Riesling, Barbera, Cabernet Sau-
vignon, Cabernet franc, Tocai rosso,
mentre altri come Moscato bianco, Sau-
vignon bianco, Merlot e Tocai friulano
sono risultati poco colpiti.

Siriporta a titolo di esempio la map-
pa dei rilievi visivi effettuati per 3 anni
in un vigneto plurivarietale situato a
Vazzola (TV), nel momento in cui era in
atto un’importante epidemia di FD diffi-
cilmente controllabile (B).

L’incidenza della malattia appare

Raboso Veronese ISV7
Raboso Piave ISV

Tocai rosso ISVCVI17
Cabernet Sauvignon ISV6
Cabernet Sauv’iﬁnon 1
Cabernet Franc ANTAV332
Cabernet Franc Rg
Merlot ISV4

Merlot R3

Pinot Nero ANTAV114
Pinot Nero R4

Pinot Grigio ANTAV52
Pinot Grigio R6
Sauvignon ANTAV242
Sauvignon ISV3
Sauvignon R3

Tocai Friulano ISV6
Tocai Friulano R14
Pinot Bianco R1

Pinot Bianco LB16
Chardonnay ANTAV96
Chardonnay SMA123
Chardonnay R8
Incrocio Manzoni 6-0-13
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patrimonio genetico di alcune varieta
tuttora coltivate per le loro caratteristi-
che qualitative ed organolettiche, e non
solo dei portinnesti.

Studi di espressione genica

Per comprendere i meccanismi di
difesa attivati in varieta scarsamente
sensibili, & di fondamentale importan-
za esaminare la risposta della pianta
durante la fase iniziale dell'infezione,

(B) - Mappa dei sintomi in un vigneto plurivarietale situato a Vazzola (TV), con indicate le piante sane
(quadratino bianco) ed infette da FD (quadratino rosso). Dati ottenuti dal monitoraggio triennale 2003-05.

variabile fra le diverse cultivar, ma si no-
ta subito una zona centrale del vigneto
dove 'infezione era quasi assente: cor-
risponde alla presenza di filari di alcuni
cloni di Sauvignon bianco e Tocai friu-
lano, dato che conferma quanto sopra
riportato relativamente alla bassa su-
scettibilita alla FD di tali varieta.

Per confermare le osservazioni visi-
ve effettuate per tanti anni in situazio-
ni diverse e da operatori differenti, nel
2021 il CREA ha impiantato due vigneti
sperimentali gemelli, uno in Piemonte
ed uno in Veneto, con circa 40 varieta
con caratteristiche opposte, quindi gia
note per essere estremamente o po-
chissimo suscettibili alla FD. Lo scopo di
tale sperimentazione & da una parte di
confermare i dati gia noti, ma con mag-
gior precisione visto che tutte le varieta
sono in un unico ambiente, e dall’altra
di condurre ulteriori studi sui meccani-
smi di resistenza alla FD.

Le diversita di suscettibilita varie-
tale alla FD ci suggeriscono quindi la
presenza di differenze genetiche, che
permettono ad alcune cultivar di esse-
re maggiormente resistenti all’attacco
del patogeno. E importante sapere
che queste potenzialita sono parte del
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nel corso dell’'interazione trofica specie-
specifica che coinvolge il fitoplasma
della FD, la vite e il vettore S. titanus. A
tale scopo, sono stati investigati i mec-
canismi coinvolti nella suscettibilita e
nella resistenza alla FD di Chardonnay,
particolarmente suscettibile, e T. friula-
no, parzialmente resistente, prendendo
in considerazione i profili di espressione
genica, ottenuti tramite la tecnica del

preesistenti, che coinvolgono barriere
strutturali, quali cuticole spesse o riser-
ve di composti antimicrobici, e meccani-
smi di difesa attivi, che vengono indotti
in seguito al superamento delle barriere
strutturali da parte dei patogeni.

La presenza di meccanismi di di-
fesa passivi e stata studiata mediante
la comparazione di piante non infette
cresciute e mantenute in condizioni
controllate identiche. L’analisi compa-
rativa dei profili dei trascritti costitutivi
ha rivelato che Chardonnay e T. friulano
possiedono un background genetico
molto diverso, riguardante soprattut-
to molti geni coinvolti in vie del meta-
bolismo secondario. Vari geni, poten-
zialmente associati con meccanismi di
difesa delle piante contro stress biotici
e abiotici, hanno mostrato un livello di
espressione pil elevato in T. friulano,
suggerendo per questa varieta il pos-
sibile coinvolgimento di strategie di di-
fesa costitutive contro S. titanus e/o il
fitoplasma della FD.

L’attivazione di meccanismi di di-
fesa attivi indotti dall’infestazione di S.
titanus sani o infetti & stata comparata
nelle due varieta con diversa suscetti-
bilita alla FD. T. friulano e Chardonnay
hanno mostrato delle ampie differenze
nell’ampiezza e nella tipologia dei cam-
biamenti trascrizionali indotti dall’infe-
zione. In particolare, 'infezione da FD
ha causato nella varieta parzialmente
resistente rapidi e ampi cambiamenti
dei trascritti che portano all’erezione di
difese attive sin dalle prime fasi di infe-
zione, basate soprattutto sul rimodella-
mento della parete cellulare. Al’oppo-
sto, larisposta della varieta suscettibile

RNA-Seq, di
piantine mi-
cropropaga-
te delle due
varieta che
erano state
esposte a vet-

¢~ Allevamento di 5. fitanus
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tore infettivo,
a vettore sano
0 mantenute
in assenza di
vettore (C).

In gene-
rale, le piante
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due tipi prin-
cipali di stra-
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(€) - Diagramma illustrante I'allevamento e I'infezione di S.titanus (HSt: sani; FDSt:
infettivi) in condizioni controllate e le prove di trasmissione. Vengono indicate le
fasi di raccolta per I'analisi delle piantine e degli insetti durante I'esperimento (dpi:
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¢ stata caratterizzata da
un’attivazione ritardata di
strategie di difesa, consisten-
ti principalmente nell’induzio-
ne della sintesi di fitoalessine,
tipica reazione di difesa ripor- |8
tata per ospiti suscettibili.

[l piano sperimentale uti-
lizzato in questo studio che
includeva tre trattamenti
(vettore infettivo, vettore [
sano e assenza di vettore) ha B
permesso di indagare per la
prima volta la modulazione
dell’espressione genica della |
vite elicitata dalla puntura di
S. titanus infetti e sani e poi,
in aggiunta, I'effetto indotto
dal fitoplasma della FD nei
primi stadi di infezione, permettendo
quindi la dissezione dell’interazione
pianta-patogeno-vettore a livello mo-
lecolare. In sintesi, in Chardonnay, a
tre giorni dall’infezione, sono avve-
nuti ampi cambiamenti dei trascritti
in risposta all’insetto sano, mentre la
risposta di difesa a S. titanus infetto,
risultante dall’interazione tra pianta-
patogeno-insetto, & apparsa molto pil
limitata. In particolare, la chiara attiva-
zione di diverse vie di trasduzione del
segnale, osservata in risposta all’inset-
to sano, mediate dal calcio e da ormo-
ni come "acido jasmonico, non & piu
stata osservata dopo I'infezione di S.
titanus infetti. Cio significa che nella
varieta suscettibile il fitoplasma della
FD induce un’inibizione della via di di-
fesa mediata dall’acido jasmonico, ga-

Viticoltura

(D)-Pianta divite sintomatica della varieta Chardonnay piantata nel vigne-
to sperimentale ad Alba (CN), presso I’Azienda Agricola Rigo.

rantendosi in questo modo il successo
nell’infezione (D).

Incroci di cultivar suscettibili e
resistenti

Perseguendo |'obiettivo di indivi-
duare i tratti genetici che permettono
a varieta come il T. friulano di essere
meno suscettibile, ovvero i geni di resi-
stenza, & stato utilizzato un approccio
classico tramite incrocio di una varieta
molto suscettibile, come Chardonnay,
con una parzialmente resistente, cioé
T. friulano. Nel 2011 € quindi partito un
programma di incroci tradizionali, che
ha portato nel giro di qualche anno
alla produzione di circa 700 piantine,
ognuna derivata da un seme, che co-
stituisce un individuo unico e diverso

da tutti gli altri. Le piantine so-
no state coltivate prima in vaso
e successivamente in campo,
quindiinnestate e moltiplicate in
vivaio al fine di ottenere almeno
20 barbatelle per semenzale. In-
fatti, per scoprire i tratti genetici
associati (QTL, quantitative trait
loci) alla resistenza su una popo-
lazione da incrocio vanno iden-
tificate due serie di dati fonda-
mentali: quelli fenotipici, cioé il
grado di resistenza alla malattia
di ciascun individuo, che si ottie-
ne cercando di infettare le viti, e
quelli genetici, ottenuti tramite
sequenziamento del genoma
delle diverse piante della proge-
nie. Le barbatelle ottenute sono
state percio piantate in vigneti speri-
mentali soggetti alla presenza della
malattia, in cui vengono valutate anno
per anno sia la capacita di infettarsi che
la capacita di risanare di ogni individuo
della progenie. Il primo vigneto speri-
mentale, piantato a giugno 2018 e co-
stituito da 600 piante, & ospitato pres-
so I’Azienda Agricola Rigo ad Alba (CN),
mentre il secondo vigneto, piantato a
giugno 2021, presso la Scuola Enologica
“G.B. Cerletti” di Conegliano (TV), com-
prende piti di 4000 piante (E).

Osservazione dei sintomi in
campo sui nuovi incroci
Il fitoplasma responsabile della ma-

lattia della FD, come gli altri fitoplasmi,
non & coltivabile in laboratorio, ma so-

(E) - 1 vigneti sperimentali: a sinistra il vigneto piantato ad Alba (CN) presso |'Azienda Agricola Rigo, un anno dopo I'impianto del 2018; a destra il vigneto appena
piantato a Conegliano (TV) presso la scuola enologica "G.B. Cerletti" (2021).



pravvive solamente all’interno di un
ospite come il suo vettore, S. titanus,
0 una pianta come la vite. Per queste
ragioni I'infezione delle viti in vigneto &
stata effettuata in modo sperimentale
controllato: il fitoplasma é stato inocu-
lato tramite il suo vettore, che ¢ stato
lasciato prima nutrire su viti infette in
condizioni controllate, quindi sposta-
to all'interno di gabbie entomologiche
predisposte sulle piante oggetto della
sperimentazione, al fine di sottoporle
ad infezione controllata (F). I sintomi
della malattia in vigneto, che corrispon-
dono alle capacita di reazione alla ma-
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(F)- Infezione sperimentale in vigneto presso Alba (CN), ot-
tenuto tramite il posizionamento di gabbiette entomologi-
che contenentiil vettore e posizionati su tralci da infettare.

lattia di ciascun individuo, vengono os-
servati e registrati annualmente ceppo
per ceppo, per analizzare e quantificare
il comportamento dei diversi individui
in relazione alla resistenza/suscettibili-
ta a FD, e produrre quindi una precisa
“scala” di suscettibilita/resistenza a FD.
Ad oggi solo una parte della popolazio-
ne, cioe le viti piantate in Piemonte, &
stata infettata per valutarne la suscet-
tibilita, per i restanti individui i lavori
sono in corso.

Caratterizzazione genetica dei
nuovi incroci

Il passo ulteriore per I'identificazio-
ne dei geni associati alla resistenza alla
FD in vite passa per la ricerca dei tratti
genici associati a tale caratteristica nei
diversi individui della progenie deriva-
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ta da Chardonnay e T. friulano tramite
metodiche molecolari fini (GBS, genot-
yping by sequencing). Una parte della
popolazione, costituita da 184 individui,
& stata analizzata geneticamente me-
diante la tecnica del GBS al fine di evi-
denziare i polimorfismi genetici (SNPs)
presenti nel genoma della popolazione
e nei relativi parentali. Tali polimorfi-
smi hanno permesso per il momento
di ottenere una mappa genetica, stru-
mento alla base del “QTL mapping”,
ovvero l'individuazione all’interno del
genoma dei tratti genetici responsabili
del nostro carattere d’interesse. Una
volta ottenuti, i dati genotipici
e fenotipici (rilevati in vigneto)
saranno integrati in una mappa
genetica per circoscrivere i trat-
ti cromosomici contenenti i geni
di interesse per la resistenza alla
| FD. Questo lavoro sara facilitato
anche dall’unione di questi ultimi
dati di mappa con i risultati de-
scritti in precedenza e relativi ai
geni differenzialmente espressi
nelle due varieta.

Studi su cloni con diversa
suscettibilita alla FD

Nei vari anni di osservazioniin
vigneto & stata rilevata una diffe-
renza di suscettibilita importante
anche fra cloni della stessa varie-
ta. In particolare, si & notato che
un clone di Chardonnay, varieta
in genere molto suscettibile, si
ammalava in misura molto mino-
re rispetto al resto del vigneto, costitu-
ito da un clone diverso di Chardonnay.
Per indagare tale fenomeno, sempre
con |'obiettivo di capire la ragione mo-
lecolare delle differenze di suscettibili-
taalla FD, & in corso una collaborazione
con il CREA Genomica e Bioinformatica
di Fiorenzuola d’Arda (PC), che prevede
un altro tipo di approccio molecolare
su tre cloni di Chardonnay che presen-
tano una diversa suscettibilita alla FD
(due cloni sono pili suscettibili e uno lo
€ meno). Il confronto del genoma tra
cloni presenta meno differenze rispetto
a quello tra varieta diverse, e per questo
motivo & stato indagato mediante un
sequenziamento completo dei tre cloni
presi in considerazione utilizzando una
piattaforma Pacbio®, una delle piti accu-
rate e complete tecniche di sequenzia-
mento oggiin commercio. Gli studi sono

tuttora in corso, e speriamo ci possano
svelare qualcosa di importante.

Prospettive

Le informazioni contenute nei
tratti genetici associati alla resistenza
possono permetterci innanzitutto di
selezionare varieta e cloni che meglio
sopportano I'attacco della malattia, e
quindi di ridurre il numero di trattamen-
ti fitosanitari che & necessario eseguire
nella lotta al vettore. Conoscere quali
sono le funzioni di tali geni ci permet-
tera inoltre di capire a fondo quali sono
i meccanismi molecolari e metabolici
che la pianta pili resistente mette in at-
to per contrastare il patogeno, e quindi
si pud pensare di abbinare o sviluppare
induttori di resistenza capaci di attivare
tali vie anche nelle piante pil suscetti-
bili. Infine, in futuro potrebbe essere
possibile implementare tali caratteri di
resistenza nelle cultivar di interesse tra-
mite incroci tradizionali, come gia si sta
facendo per peronospora ed oidio che
sono le malattie fungine piti importanti
delle vite, oppure tramite le nuove me-
todiche di cisgenesi, gia utilizzate per
altre colture agrarie nel mondo, e che
sembrano essere tecniche molto pro-
mettenti.

A lungo termine, infatti, lo scopo
della ricerca scientifica in agraria resta
sempre quello di avere ricadute sociali
ed economiche, quali in questo caso la
diminuzione dei danni causata dalla FD,
la diminuzione dell'impatto degli inset-
ticidi, e il conseguente aumento della
sostenibilita economica e ambientale, a
vantaggio di tutta la societa.
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