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Gli	
  agenH	
  che	
  causano	
  malaPa	
  nelle	
  piante	
  sono	
  della	
  stessa	
  natura	
  di	
  quelli	
  che
causano	
   malaPa	
   nell’uomo	
   e	
   negli	
   animali.	
   Fra	
   essi,	
   infaP,	
   includiamo
prevalentemente	
  virus,	
  ba*eri,	
  fitoplasmi	
  e	
  funghi	
  mentre	
  altri,	
  come	
  i	
  viroidi,
sono	
  noH	
  come	
  agenH	
  di	
  malaPa	
  solo	
  per	
  le	
  piante

Le	
  malaPe	
   provocate	
   da	
   quesH	
   agenH	
   sono	
   definite	
  mala7e	
   infe7ve,	
   cioè	
   la
malaPa	
  può	
  essere	
  trasmessa	
  da	
  un	
  ospite	
  all’altro

Le	
  piante	
  possono	
  anche	
  ammalarsi	
  a	
  causa	
  di	
  fa<ori	
  ambientali	
  quali
freddo,	
   caldo,	
   siccità,	
   contaminazione	
   da	
   agen;	
   chimici,	
   improprie	
   pra;che
colturali	
  in	
  tal	
  caso,	
  la	
  malaPa	
  è	
  definita	
  abio;ca

E	
  gli	
  inse7?
Gli	
   inseP	
  ed	
  altri	
  parassiH	
  animali	
  delle	
  piante	
  come	
  gli	
  acari	
  e	
   i	
  nematodi	
  non
provocano	
  malaPe	
  nelle	
  piante	
  ma,	
  piu<osto,	
  danni.
Il	
  danno	
  non	
  può	
  essere	
   trasmesso	
  da	
  un	
  ospite	
  ad	
  un	
  altro	
  e,	
  quindi,	
   il	
  danno
non	
  rientra	
  nel	
  conce<o	
  di	
  malaPa	
  infePva

Tu<avia	
  gli	
  inseP	
  possono	
  trasme<ere	
  agenH	
  di	
  malaPe	
  infePve

Come	
  tuP	
  gli	
  esseri	
  vivenH,	
  anche	
  le	
  piante	
  si	
  ammalano
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AgenH	
  di
malaPe	
  infePve
nelle	
  piante



Parte	
  prima:
La	
  diagnosi	
  delle	
  malaPe	
  delle	
  piante

In	
  genere,	
  i	
  termini	
  diagnosi,	
  rilevamento	
  (detecHon)	
  e	
  idenHficazione	
  sono
usaH	
  come	
  sinonimi;	
  in	
  realtà	
  si	
  riferiscono	
  a	
  situazioni	
  differenH:

Diagnosi:	
  stabilire	
  una	
  connessione	
  tra	
  un	
  effe<o	
  (per	
  esempio	
  alcune
alterazioni	
  che	
  osserviamo	
  su	
  una	
  pianta)	
  e	
  la	
  causa	
  che	
  l’ha	
  determinata

Rilevamento	
  (detecHon):	
  formulare	
  un’ipotesi	
  sulla	
  causa	
  dell’alterazione	
  (ad
esempio	
  un	
  patogeno)	
  e,	
  a<raverso	
  procedimenH	
  scienHfici,	
  rilevarlo

Iden;ficazione:	
  il	
  patogeno	
  rilevato	
  può	
  essere	
  idenHficato	
  a	
  livello	
  di	
  genere,
specie,	
  razza,	
  ceppo	
  o	
  variante	
  in	
  base	
  a	
  specifiche	
  cara<erisHche
morfologiche,	
  geneHche,	
  metaboliche,	
  epidemiologiche	
  ecc



Quando	
  una
pianta	
  si	
  può
definire	
  malata	
  ?



L’appassimento	
   (a	
  sinistra)	
  è	
  un	
   fenomeno	
  normale	
  nelle	
  piante
ed	
  è	
  reversibile.	
  Basta	
  innaffiare	
  per	
  ristabilire	
  il	
  normale	
  turgore
cellulare	
  (a	
  destra)	
  Quindi,	
  l’appassimento,	
  non	
  è	
  una	
  malaPa

acqua



L’avvizzimento	
  è	
  irreversibile.	
  Anche	
  dopo	
  la	
  somministrazione	
  di
acqua	
  le	
  cellule	
  non	
  riacquistano	
  turgore
Quindi	
  l’avvizzimento	
  è	
  una	
  malaPa

acqua



L'effe<o	
   "visibile"	
   delle	
   modificazioni	
   indo<e	
   da	
   un	
   agente	
   di
malaPa	
  infePva	
  	
  sulla	
  crescita,	
  lo	
  sviluppo	
  ed	
  il	
  metabolismo	
  della
pianta	
  è	
  rappresentato	
  dai	
  sintomi

Come	
  facciamo	
  a	
  riconoscere	
  una	
  pianta	
  malata?

Alcune	
  volte	
  i	
  sintomi	
  non	
  sono
visibili	
  e	
  l’infezione	
  è	
  definita
latente

Infezione	
  sintomaHca

Infezione	
  latente
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A	
  Robert	
  Koch	
  è	
  assegnato	
  il	
  premio	
  Nobel	
  per	
  la	
  medicina	
  per	
  aver	
  dimostrato	
  il
collegamento	
  tra	
  una	
  causa,	
  il	
  bacillo	
  della	
  tubercolosi	
  (Mycobacterium	
  tubercolosis)

e	
  il	
  sintomo	
  (tubercolosi)
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Nico0ana	
  benthamiana

infezione	
  locale infezione	
  sistemica

Rilevamento	
  biologico



Rilevamento	
  e	
  iden;ficazione	
  sierologica



Qua<ro	
  
determinanH
anHgenici
diversi

rilevamento	
  e	
  idenHficazione	
  sierologica

I	
  determinanH	
  anHgenici
o	
  epitopi



Determinante antigenico

Come	
  sono	
  prodoP	
  gli	
  anHcorpi?



Produzione	
  di	
  anHcorpi
monoclonali	
  (Mab)



Immuno-Sorbent Electron
Microscopy = ISEM

Ibridomi

Rilevamento	
  e	
  idenHficazione	
  mediante	
  Mab



Rilevamento	
  e	
  idenHficazione	
  basaH	
  sulle	
  proprietà	
  degli	
  acidi	
  nucleici

Questo	
   Hpo	
   di	
   rilevamento	
   e	
   idenHficazione	
   è	
   basato	
   sul
riconoscimento	
  di	
  un	
  frammento	
  di	
  un	
  acido	
  nucleico	
  (DNA	
  o	
  RNA)
del	
  patogeno	
  (bersaglio)	
  presente	
   in	
  un	
  tessuto	
  vegetale	
  mediante
un	
  altro	
  frammento	
  (sonda)	
  con	
  il	
  quale	
  forma	
  un	
  ibrido	
  stabile	
  per
complementarietà	
  fra	
  le	
  basi

La	
   formazione	
  dell’ibrido	
  è	
   rilevata	
  mediante	
   il	
   segnale	
  emesso	
  da
una	
  molecola	
  reporter	
  radioaPva	
  o	
  fredda	
  (non	
  radioaPva)	
   legata
alla	
  sonda

5’-­‐ACGGTCTAGGATAGGCTATTAAGGGCGTAACCAGGGACTA-­‐3’	
  	
  bersaglio
3’-­‐GCCAGATCCTATCCGTAATTCCCGCA-­‐5’	
  	
  sonda

molecola	
  reporter

CCD segnale



Parte	
  seconda
Stru<ura	
  e	
  replicazione	
  del	
  DNA

La	
  stru*ura	
  primaria	
  del	
  DNA	
  è	
  cosHtuita	
  da	
  un	
  filamento	
  polinucleoHdico	
  in	
  cui
il	
  desossiribosio	
  e	
  i	
  gruppi	
  fosfato	
  hanno	
  un	
  ruolo	
  stru<urale,	
  e	
  la	
  sequenza	
  delle
basi	
  azotate	
  cara<erizza	
  l’acido	
  nucleico.	
  Ogni	
  filamento	
  di	
  polimero	
  ha
un’estremità	
  5’	
  fosforilata	
  e	
  un’estremità	
  3’	
  con	
  l’ossidrile	
  dello	
  zucchero	
  libero
per	
  potersi	
  legare	
  al	
  nucleoHde	
  successivo

La	
  stru*ura	
  secondaria	
  è	
  organizzata	
  in	
  due	
  filamenH	
  appaiaH	
  e	
  complementari	
  che
si	
  avvolgono	
  a	
  spirale	
  intorno	
  un	
  asse	
  comune	
  e	
  che	
  procedono	
  in	
  direzioni	
  opposte
(anHparallela).	
  I	
  due	
  filamenH	
  sono	
  accoppiaH	
  mediante	
  pon;-­‐idrogeno	
  fra	
  coppie	
  di
basi	
  complementari	
  Adenina/Timina	
  e	
  Guanina/Citosina.	
  Tali	
  accoppiamenH
favoriscono	
  il	
  maggior	
  numero	
  di	
  legami	
  idrogeno	
  (due	
  per	
  Adenina/Timina	
  e	
  tre	
  per
Guanina/Citosina)	
  e	
  la	
  massima	
  stabilità	
  alla	
  stru<ura

A	
  causa	
  delle	
  rido<e	
  dimensioni	
  del	
  nucleo,	
  rispe<o	
  alla	
  lunghezza	
  del	
  DNA	
  (fino	
  a	
  2
metri)	
  il	
  DNA	
  si	
  avvolge	
  intorno	
  ad	
  istoni	
  con	
  formazione	
  di	
  nucleosomi	
  e
successivamente	
  forma	
  una	
  stru<ura	
  de<a	
  croma;na	
  Quest’ulHma	
  si	
  organizza	
  in
cromosomi	
  che	
  poi	
  cosHtuiscono	
  il	
  genoma	
  dell’individuo.	
  Nel	
  complesso,	
  queste
stru<ure	
  	
  cosHtuiscono	
  la	
  stru*ura	
  terziaria	
  del	
  DNA



Stru*ura	
  degli	
  acidi	
  nucleici	
  DNA	
  ed	
  RNA

Nucleotidi purinici

Deossiadenosina 5’ fosfato (dAMP) Deossiguanosina 5’ fosfato (dGMP)

Nucleotidi pirimidinici

Deossicitidina 5’ fosfato (dCMP) Deossitimidina 5’ fosfato (TMP) Uridina 5’ monofosfato (UMP)

Base	
  azotata

(Adenina,	
  A)

Base	
  azotata

(Guanina,	
  G)

Base	
  azotata

(Citosina,	
  C)

Base	
  azotata

(Timina,	
  T)
Base	
  azotata

(Uracile,	
  U)

Deossiribosio
(zucchero)

Ribosio	
  (zucchero)



Uridina 5’ monofosfato (UMP) Uridina 5’ trifosfato (α-32P) UTP

Stru*ura	
  degli	
  acidi	
  nucleici	
  DNA	
  ed	
  RNA

nucleoHde nucleoside

Gruppo	
  pirofosfato
Eliminato	
  prima	
  della	
  
Incorporazione	
  nella	
  catena



Stru*ura	
  primaria	
  del	
  DNA



Tra	
  le	
  basi	
  azotate	
  di	
  ciascuna	
  catena	
  (filamento)	
  si	
  formano	
  2	
  o	
  3	
  legami	
  idrogeno

secondo	
  il	
  	
  principio	
  della	
  complementarietà	
  A	
  	
  	
  	
  T	
  	
  	
  	
  	
  C	
  	
  	
  	
  	
  G

Organizzazione	
  della	
  stru<ura	
  secondaria	
  del	
  DNA



Organizzazione	
  della	
  stru<ura	
  secondaria	
  del	
  DNA

Quindi	
  la	
  stru<ura	
  a	
  doppia	
  elica	
  del	
  DNA	
  è	
  stabilizzata	
  da	
  legami	
  fosfodiesterici	
  e
legami	
  idrogeno



Cromosoma metafasico

Nucleosoma

Organizzazione	
  della
stru<ura	
  terziaria	
  del
DNA



La	
   replicazione	
   avviene	
   in	
   punH	
   specifici	
   deP	
  origine	
   di	
   replicazione	
   in	
   corrispondenza
dei	
   quali	
   si	
   forma	
   la	
   forcella	
   di	
   replicazione,	
   cioè	
   	
   un	
   punto	
   di	
   biforcazione	
   in	
   cui
interviene	
   l’enzima	
  elicasi	
   che	
   determina	
   il	
   progressivo	
   srotolamento	
  della	
   doppia	
   elica
del	
  DNA	
  parentale,	
  favorendo	
  la	
  separazione	
  dei	
  due	
  filamen;	
  di	
  DNA	
  (denaturazione)

Chiameremo	
  i	
  due	
  filamenH	
  filamento	
  guida	
  (o	
  leading	
  strand)	
  e	
  filamento	
  lento	
  (lagging
strand).	
   La	
   separazione	
   dei	
   due	
   filamenH	
   viene	
   garanHta	
   da	
   proteine	
   denominate	
   SSB
(single	
  strand-­‐binding	
  proteins)	
  che	
  si	
  laegano	
  ai	
  due	
  filamenH	
  denaturaH,	
  impedendone	
  il
riavvolgimento	
  ed	
  il	
  blocco	
  della	
  replicazione

La	
   sintesi	
   dei	
   nuovi	
   filamenH	
   di	
   DNA	
   è	
   operata	
   da	
   una	
   DNA	
   polimerasi	
   che	
   usa	
   i
deossinucleosidi	
   trifosfaH	
   (dATP,	
  dCTP,	
  dGTP	
  e	
  dTTP).	
  Per	
   iniziare	
   la	
   sintesi,	
   l’enzima	
  ha
bisogno	
   di	
   un	
   3’	
   libero	
   a	
   cui	
   aggiungere,	
   per	
   complementarietà,	
   i	
   vari	
   deossinucleoHdi
usando,	
  come	
  stampo,	
  i	
  due	
  filamenH	
  parentali.	
   Il	
  3’	
   libero	
  è	
  fornito	
  da	
  una	
  primasi	
  che
catalizza	
  la	
  sintesi	
  di	
  un	
  filamento	
  di	
  	
  3-­‐5	
  nucleoHdi	
  di	
  RNA,	
  chimato	
  primer

La	
  sintesi	
  del	
  DNA	
  è	
  asimmetrica	
  e	
  semi-­‐discon;nua perché	
  	
  la	
  DNA	
  polimerasi	
  si	
  muove
in	
  direzione	
  5’-­‐>3’,	
  aggiungendo	
  nucleoHdi	
   in	
  successione	
  al	
  gruppo	
  –OH	
   libero	
  al	
  3’	
  del
primer.	
   Questo	
   è	
   possibile	
   solo	
   per	
   il	
   filamento	
   guida	
   che	
   è	
   orientato	
   nella	
   direzione
corre<a	
  mentre	
   è	
   impossibile	
   per	
   il	
   filamento	
   lento	
   che	
   è	
   orientato	
   in	
   senso	
   contrario
(anHparallelo)

La	
  replicazione	
  del	
  DNA



La	
  replicazione	
  del	
  DNA

La	
  sintesi	
  del	
  filamento	
  lento	
  avviene	
  in	
  modo	
  disconHnuo	
  a<raverso	
  la	
  produzione	
  di
frammen;	
  di	
  100-­‐200	
  nucleo;di	
  deP	
  frammen;	
  di	
  Okazaki	
  che	
  sono	
  prodoP	
  dalla
DNA	
  polimerasi	
  uHlizzando	
  i	
  primer	
  ad	
  RNA	
  prodoP	
  dalla	
  primasi.	
  Come	
  già	
  de<o,	
  il
primer	
  fornisce	
  un	
  3’	
  libero	
  a	
  cui	
  la	
  DNA	
  polimersi	
  aggiunge	
  il	
  primo	
  nucleoHde	
  e	
  così
via	
  fino	
  a	
  che	
  non	
  incontra	
  il	
  5’	
  del	
  primer	
  successivo	
  che	
  arresta	
  la	
  sintesi.
TuP	
  i	
  primer	
  sono	
  rimossi	
  da	
  una	
  RNasi	
  H	
  e	
  sosHtuiH	
  da	
  deossinucloHdi	
  ,	
  sempre	
  ad
opera	
  di	
  una	
  DNA	
  polimerasi.
La	
  formazione	
  dei	
  legami	
  fosfodiesterici	
  tra	
  i	
  vari	
  frammenH	
  è	
  realizzata	
  da	
  una	
  DNA
ligasi
L’energia	
  necessaria	
  al	
  processo	
  di	
  replicazione	
  è	
  fornita	
  dall’idrolisi	
  dei	
  due	
  gruppi
fosfato	
  presenH	
  nel	
  pirofosfato	
  rilasciato	
  da	
  ogni	
  nucleoHde	
  prime	
  di	
  esser	
  aggiunto
alla	
  catena.



 Topoisomerasi (Elicasi)

Filamento guida

Stampo del
Filamento guida Elicasi

DNA pol III sul
Filamento guida

 DNA parentale

Proteine che legano
il DNA a singolo filamento (SSB)

RNA primasi
RNA primerStampo del

Filamento ritardato

DNA pol III sul
Filamento ritardato

Frammento di
Okazaki

Proteine che legano
il DNA a singolo filamento (SSB)

Nella	
  replicazione	
  del	
  DNA	
  intervengono	
  diversi	
  enzimi

Innesco	
  =	
  primer



100-200 nt

La	
  DNA	
  polimerasi	
  ha	
  bisogno	
  di	
  un	
  3’
libero	
  per	
  iniziare	
  la	
  sintesi



3’
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5ʹ′3ʹ′

3ʹ′
La	
  sintesi	
  del	
  filamento
ritardato	
  avviene
mediante	
  l’uso	
  di
diversi	
  primer	
  di	
  RNA
che	
  forniscono	
  un	
  3’
libero	
  alla	
  DNA
polimerasi
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La	
  sintesi	
  del	
  filamento
ritardato	
  avviene
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  l’uso	
  di
diversi	
  primer	
  di	
  RNA
che	
  forniscono	
  un	
  3’
libero	
  alla	
  DNA
polimerasi



Il	
  sequenziamento	
  del	
  DNA	
  determina	
  la	
  stru<ura
primaria	
  di	
  un	
  frammento	
  di	
  DNA,	
  cioè	
  l’ordine	
  secondo	
  il
quale	
  i	
  nucleoHdi	
  sono	
  allineaH	
  lungo	
  il	
  filamento	
  di	
  DNA

Il	
  sequenziamento	
  del	
  DNA	
  può	
  essere	
  effe<uato	
  secondo	
  due	
  modalità:

-­‐	
  A<raverso	
  i	
  terminatori	
  di	
  catena

-­‐	
  A<raverso	
  le	
  pia<aforme	
  HTS	
  	
  

	
  5’-­‐ACCGTAATTCTGGCTAAACCGTTACCCCAAA-­‐3’

Parte	
  terza
Il	
  sequenziamento	
  del	
  DNA



La	
  reazione	
  di	
  sequenziamento	
  avviene	
  con	
  le	
  stesse	
  modalità	
  di	
  quella	
  della
replicazione	
  del	
  DNA,	
  con	
  alcune	
  differenze:

1) Non	
  si	
  forma	
  il	
  filamento	
  ritardato
2) Non	
  si	
  formano	
  i	
  frammenH	
  di	
  Okazaki
3) Non	
  intervengono	
  le	
  proteine	
  SSB	
  e	
  la	
  ligasi	
  (la	
  ligasi	
  è	
  usata	
  in	
  un	
  Hpo	
  di

sequeziaento	
  HTS)

Sono,	
  invece	
  necessari:
1) La	
  denaturazione	
  del	
  DNA	
  per	
  separare	
  i	
  due	
  filamenH
2) Una	
  coppia	
  di	
  primer	
  denominaH	
  forward	
  e	
  reverse	
  specifici	
  per	
  ciascun

filamento
3) La	
  DNA	
  polimerasi
4) I	
  deossinucleosidi	
  trifosfaH	
  (dATP,	
  dCTP,	
  dGTP,	
  dTTT),	
  legaH	
  da	
  una	
  molecola

che	
  eme<e	
  fluorescenza	
  (fluoroforo)
5) In	
  alcune	
  reazioni	
  i	
  dideossinucleosidi	
  trifosfaH	
  (ddATP,	
  ddCTP,	
  ddGTP,

ddTTP)	
  legaH	
  da	
  una	
  molecola	
  che	
  eme<e	
  fluorescenza	
  (fluoroforo)

5’

5’

3’

3’

Primer	
  reverse
5’3’

Primer	
  forward

5’ 3’

DNA	
  denaturato



Determinazione della sequenza nucleotidica:
Il metodo dei terminatori di catena o di Sanger usa i dideoxinucleotidi, una coppia
di primer (Forward e Reverse) per determinare la sequenza su entrambi i filamenti
e la DNA polimerasi

Nei dideoxinucleotidi manca il
gruppo ossidrilico in 3’

5’

5’

3’

3’

DNA stampo denaturato

5’3’

3’5’

Rev

For

Sequenziamento	
  mediante	
  i	
  terminatori	
  di	
  catena	
  (chain-­‐terminaHon	
  method)



il DNA a doppio filamenteo viene estratto dalle cellule e denaturato 
per ottenere singoli filamenti

A questo punto il DNA è pronto per essere sequenziato





Dideossinucleotidi 



-

+

Gel capillare di poliacrilammide
Le molecole si muovono 
con velocità inversamente
proporzionale alla loro
dimensione

Prodotti di reazione







Zone di sovrapposizione



Quindi,	
  per	
  il	
  sequenziamento	
  con	
  i	
  terminatori	
  di	
  catena:

1) Occorre	
  conoscere	
  almeno	
  in	
  parte	
  la	
  sequenza	
  nucleoHdica
del	
  frammento	
  da	
  sequenziare	
  per	
  poter	
  disegnare	
  i	
  primer

2) Il	
  sequenziamento	
  riguarda	
  solo	
  il	
  frammento	
  del	
  genoma	
  che
si	
  è	
  scelto	
  come	
  bersaglio

3) La	
  lunghezza	
  del	
  frammento	
  sequenziato	
  con	
  la	
  coppia	
  di
primer	
  scelH	
  è	
  di	
  600-­‐650	
  nt,	
  nelle	
  condizioni	
  più	
  favorevoli



Il	
  sequenziamento	
  HTS	
  non	
  dipende	
  dalla	
  conoscenza	
  	
  a	
  priori	
  di
parte	
  della	
  sequenza	
  nucleoHdica	
  per	
  poter	
  disegnare	
  i	
  primer
poiché	
  quesH,	
  denominaH	
  più	
  corre<amente	
  ada<atori,	
  sono
sinteHzzaH	
  in	
  laboratorio	
  e	
  semplicemente	
  ligaH	
  alle	
  estremità
del	
  frammento	
  da	
  sequenziare

I	
  frammenH	
  sequenziaH	
  hanno	
  una	
  lunghezza	
  variable	
  da	
  15-­‐20
nucleoHdi	
  fino	
  a	
  200-­‐300	
  nucleoHdi

Esistono	
  diverse	
  pia<aforme	
  di	
  sequenziamento,	
  ad	
  esempio:
-­‐	
  454	
  o	
  pirosequenziamento	
  (Roche)
-­‐	
  Sequenziamento	
  mediante	
  ligasi	
  (SOLID-­‐Applied	
  Biosciences)
-­‐	
  Sequenziamnto	
  mediante	
  sintesi	
  (Illumina)
-­‐	
  Sequenziamento	
  di	
  singole	
  molecole	
  (SMART-­‐PacBio)
-­‐	
  Ion	
  Torrent	
  (thermo	
  ScienHfic)



Circuito
microfluidico

Celle	
  
di	
  reazione

Camera	
  CCD

Computer
per	
  gesHre
	
  il	
  processo

I	
  componenH	
  base
del	
  sequenziamento	
  
HTS



Estrarre	
  il	
  DNA	
  da	
  un	
  tessuto
Frammentare	
  il	
  DNA	
  mediante	
  enzimi
Legare	
  i	
  frammenH	
  a	
  degli	
  ada<atori
Abbiamo	
  preparato	
  una	
  libreria	
  del
DNA	
  estra<o

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)



Cella	
  microfluidica	
  in	
  cui	
  sono	
  presenH
8	
  canali

Ciascun	
  canale	
  è	
  ricoperto	
  da
oligonucleoHdi	
  complementari	
  agli
ada<atori	
  legaH	
  alle	
  estremità	
  dei
frammenH	
  di	
  DNA	
  da	
  sequenziare

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)



Denaturare	
  la	
  libreria	
  in	
  modo	
  che	
  i
singoli	
  filamenH	
  si	
  leghino	
  al	
  supporto
di	
  ciscun	
  canale	
  della	
  cella	
  sul	
  quale
sono	
  già	
  presenH	
  altri	
  ada<arori
complementari	
  a	
  quelli	
  legaH	
  alle
estremità	
  del	
  frammento	
  di	
  DNA

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)



Per	
  complementarietà	
  fra	
  gli
ada<atori	
  legaH	
  al	
  frammento	
  e
quelli	
  presenH	
  sul	
  supporto,	
  ciascun
frammento	
  di	
  DNA	
  forma	
  un
“ponte”.

A	
  questo	
  punto,	
  la	
  macchina
aggiunge	
  i	
  nucleoHdi	
  e	
  la	
  DNA
polimerasi

nucleoHdi

DNA	
  polimerasi

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)



L’ada<atore	
  legato	
  al	
  supporto
funziona	
  come	
  un	
  primer	
  con	
  un	
  3’	
  libero,
quindi	
  la	
  DNA	
  polimerasi	
  sinteHzza	
  il
filamento	
  complementare	
  uHlizzando	
  i
nucleoHdi	
  che	
  la	
  macchina	
  ha	
  aggiunto
alla	
  reazione

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)

3’ 3’3’3’

Formazione	
  di	
  gruppi	
  (cluster)
di	
  frammenH	
  molto	
  densi



Il	
  DNA	
  viene	
  denaturato	
  e	
  ciascun
filamento	
  può	
  formare	
  dei	
  “ponH”	
  per
complementarietà	
  con	
  altri	
  ada<atori
ancoraH	
  al	
  supporto

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)

Formazione	
  di	
  gruppi	
  (cluster)
di	
  frammenH	
  molto	
  densi



Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)

Formazione	
  di	
  gruppi	
  (cluster)
di	
  frammenH	
  molto	
  densi



Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)

Formazione	
  di	
  gruppi	
  (cluster)
di	
  frammenH	
  molto	
  densi



Al	
  termine	
  delle	
  reazioni	
  che	
  avvengono
per	
  ciascun	
  frammento	
  presente	
  sul
supporto,	
  si	
  o<engono	
  milioni	
  di	
  gruppi
(cluster)	
  molto	
  densi	
  di	
  frammenH	
  di	
  DNA
a	
  doppio	
  filamento.

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)



I	
  cluster	
  vengono	
  denaturaH	
  per	
  o<enere
singoli	
  filamenH	
  e,	
  a	
  questo	
  punto,	
  la
macchina	
  aggiunge	
  i	
  dideossinucleosidi
marcaH	
  con	
  qua<ro	
  fluorofori	
  diversi	
  e
nuovi	
  primer

	
  La	
  reazione	
  ricomincia,	
  incorporando	
  la
prima	
  base	
  che	
  viene	
  rilevata	
  dal	
  laser
grazie	
  al	
  suo	
  fluoroforo

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)

Nucleosidi	
  marcaH	
  con
fluoroforo

primer



T

5’

3’

Primer

DNA	
  polimerasi

Il	
  segnale	
  emesso	
  da	
  ciascun	
  fluoroforo	
  viene	
  trasferito
al	
  computer

La	
  DNA	
  polimerasi	
  sinteHzza	
  un	
  nuovo	
  filamento	
  per	
  ciascuno	
  dei	
  frammeH	
  legaH	
  al
supporto,	
  uHlizzando	
  i	
  primer	
  ed	
  nucleoHdi	
  legaH	
  ai	
  fluorofori

Sequenziamento	
  mediante	
  sintesi	
  (metodo	
  Illumina)



Al	
  termine	
  del	
  sequenziamento	
  avremo	
  milioni	
  di	
  frammenH	
  sequenziaH	
  in
entrambe	
  le	
  direzioni	
  (5’-­‐>3’	
  e	
  3’-­‐>5’)	
  denominaH	
  reads	
  che	
  devono	
  essere
uHlizzaH	
  per	
  generare	
  frammenH	
  più	
  lunghi	
  denominaH	
  conHgs,	
  necessari
per	
  ricostruire	
  la	
  sequenza

5’-­‐>3’
3’-­‐>5’

Si	
  uHlizzano	
  due	
  modalità	
  per	
  assemblare	
  i	
  conHgs	
  e	
  ricostruire	
  la	
  sequenza:
-­‐	
  De	
  novo	
  assembly	
  (sequenze	
  non	
  disponibili	
  in	
  rete	
  ricostruite	
  mediante	
  apposiH
algoritmi
-­‐	
  Assembly	
  by	
  similarity	
  (sequenze	
  ricostruite	
  mediante	
  confronto	
  con	
  seqenze
disponibili	
  in	
  rete)



Assemblaggio	
  per	
  similarità
Sequenza	
  disponibile	
  in	
  rete

Ricostruzione	
  della	
  sequenza	
  assemblando	
  le	
  reads



Assemblaggio	
  de	
  novo
Nessuna	
  sequenza	
  disponibile	
  in	
  rete

Ricostruzione	
  della	
  sequenza	
  assemblando	
  le	
  reads



Assemblaggio	
  de	
  novo
Sequenza	
  ricostruita

Ricostruzione	
  della	
  sequenza	
  assemblando	
  le	
  reads

Per	
  capire	
  a	
  quale	
  microrganismo	
  può	
  appartenere	
  la	
  sequenza	
  ricostruita,	
  devo,
comunque,	
  ricorrere	
  alle	
  risorse	
  di	
  rete



Basic	
  Local	
  Alignment	
  Search	
  Tool	
  (BLAST)	
  disponibile	
  sul	
  sito	
  NCBI
(NaHonal	
  Center	
  for	
  Biotechnology	
  InformaHon)



Ogni	
  “entry”	
  di	
  una	
  banca	
  daH	
  deve	
  essere	
  idenHficata	
  in	
  modo	
  univoco	
  da	
  un	
  codice	
  di
riconoscimento	
  invariabile,	
  chiamato	
  “accession	
  number”	
  	
  da	
  GenBank	
  e	
  “IdenHfier”	
  da	
  EMBL.

EMBL
Iden;fier	
  (ID)	
  	
  	
  Cara<erizza	
  in	
  modo	
  invariabile	
  ogni	
  entry	
  EMBL.	
  Viene	
  citato	
  in	
  rapporH	
  EMBL
o	
  in	
  stringhe	
  descriPve	
  delle	
  sequenze	
  in	
  formato	
  FASTA.
Per	
  es.in	
  un	
  documento	
  EMBL:	
  	
  ID	
  	
  	
  	
  	
  HS498999

Nucleic	
  acid	
  iden;fier	
  (NI)	
  	
  IdenHfica	
  versioni	
  differenH	
  di	
  una	
  stessa	
  sequenza.
Per	
  es.	
  in	
  un	
  documento:	
  NI	
  	
  	
  	
  g2562883

GenBank
Accession	
  Number	
  (AC)	
  	
  	
  Cara<erizza	
  in	
  modo	
  invariabile	
  ogni	
  entry	
  GenBank.	
  Viene	
  citato	
  in
rapporH	
  GenBank	
  e	
  anche	
  EMBL	
  	
  e	
  nelle	
  stringhe	
  FASTA	
  (Nella	
  forma:	
  gi½123456).
Per	
  es	
  in	
  un	
  documento	
  GenBank:	
  	
  AC	
  	
  	
  	
  	
  UA123456

GenBank	
  number	
  (GI)	
  IdenHfica	
  la	
  versione	
  Per	
  es.	
  in	
  un	
  documento	
  GenBank
Version:	
  UA123456.1	
  	
  	
  	
  GI	
  2455554

UHlizzazione	
  dei	
  daH	
  di	
  sequenziamento



Le	
  annotazioni

Ogni	
  sequenza	
  depositata	
  in
banca	
  daH,	
  oltre	
  al	
  numero
di	
  accesso	
  e	
  a	
  eventuali
idenHficatori	
  e,	
  ovviamente
alla	
  sequenza,	
  è
cara<erizzata	
  da	
  una	
  serie	
  di
informazioni,	
  chiamate
annotazioni,	
  che	
  danno
preziose	
  informazioni	
  	
  sul
“significato”	
  della	
  sequenza
stessa.

La	
  quanHtà	
  e	
  qualità	
  delle
annotazioni	
  cara<erizza	
  la
qualità	
  delle	
  banche	
  daH.

NCBI



Il	
  mercato	
  globale	
  consente	
  la	
  movimentazione	
  di	
  enormi	
  quanHtà	
  di
materie	
  prime	
  vegetali,	
  di	
  prodoP	
  di	
  origine	
  vegetale	
  e,	
  sopra<u<o	
  di
materiale	
   di	
   molHplicazione	
   vegetale	
   (semi,	
   tuberi,	
   rizomi,	
   talee,
intere	
   piante)	
   con	
   conseguente	
   	
   rischio	
   di	
   importazione	
   di	
   nuove
specie	
  patogene	
  o	
  di	
  intossicazione

La	
   cerHficazione	
   fitosanitaria	
   cosHtuisce	
   un	
   valido	
   strumento	
   per
fronteggiare,	
  almeno	
  in	
  parte,	
  tali	
  rischi

Le	
  DirePve	
  della	
  Commissione
europea	
  93/61	
  /	
  CEE	
  2	
  luglio	
  1993
e	
  n.	
  93/62	
  /	
  CEE	
  5	
  luglio	
  1993:
regole	
  fisse	
  per	
  la	
  presenza	
  di
parassiH	
  e	
  agenH	
  patogeni	
  nelle
produzioni	
  di	
  vivai	
  che	
  sono
dannosi	
  per	
  la	
  qualità	
  delle
colture	
  orHcole

In	
  parHcolare	
  hanno	
  fornito	
  una
lista	
  di	
  parassiH	
  e	
  patogeni	
  che
dovrebbero	
  essere	
  assenH	
  in	
  tali
produzioni

Carciofo

Inse7,	
  acari	
  e	
  nematodi	
  in	
  tu7	
  gli	
  stadi	
  di	
  sviluppo
Aleyrodidae
Aphididae
Thysanoptera
Funghi
	
  Bremia	
  lactucae
	
  Leveillula	
  taurica	
  f.	
  sp.	
  cynara
	
  Pythium	
  spp.
	
  Rhizoctonia	
  solani
	
  Sclero@um	
  rolfsii
	
  Sclero@nia	
  sclero@orum
	
  Ver@cillium	
  dahliae
Virus	
  ed	
  organismi	
  virus-­‐simili

	
  Tu7



La	
  patologia	
  vegetale	
  ha	
   indubbiamente	
  beneficiato	
  di	
  queste	
  nuove	
  metodologie,	
  ma
allo	
  stesso	
  tempo	
  la	
  cara<erizzazione	
  biologica	
  degli	
  agenH	
  patogeni	
  noH	
  (Schema	
  1)	
  o
potenziali	
  patogeni	
   (vedi	
  Figura	
  2)	
  e	
   l'analisi	
  del	
   loro	
   impa<o	
  a	
   la	
  biosicurezza,	
   i	
   livelli
commerciale,	
  normaHvo	
  e	
  scienHfico

High-­‐Throughput	
  Sequencing:
Un	
  nuova	
  sfida	
  per	
  la	
  cerHficazione	
  fitosanitaria	
  delle	
  produzioni	
  vivaisHche

Lo	
  schema	
  decisionale	
   illustrato	
  nella	
  Figura	
  1	
  da	
  applicare	
  agli	
   agenH	
  patogeni	
  noH	
   si
basa	
   sulle	
   normaHve	
   esistenH	
   sulla	
   quarantena	
   o	
   sulla	
   cerHficazione	
   ed	
   è	
   simile	
   al
processo	
   eseguito	
   di	
   rouHne	
   con	
   metodologie	
   basate	
   sui	
   metodi	
   di	
   rilevamentoed
idenHficazione	
   descriP	
   in	
   precedenza.	
   Tu<avia,	
   	
   l’	
   HTS	
   può	
   anche	
   rivelare	
   ulteriore
complessità	
  (ad	
  es.	
  Sinergismo	
  con	
  altri	
  agenH	
  patogeni)	
  e	
  persino	
  riorientare	
  l'indagine
sulla	
  malaPa	
  per	
  le	
  specie	
  conosciute

Lo	
   schema	
   illustrato	
   nella	
   Figura	
   2	
   da	
   applicare	
   a	
   agenH	
   patogeni	
   sconosciuH	
   può
complicare	
   il	
   processo	
   decisionale	
   per	
   i	
   programmi	
   di	
   cerHficazione,	
   i	
   processi	
   di
quarantena	
  e	
  più	
   in	
  generale	
   il	
  commercio	
  di	
  materiali	
  vegetali.	
   In	
  tal	
  caso,	
   i	
  valutatori
del	
   rischio	
  non	
  possono	
  aspe<are	
  che	
  siano	
  disponibili	
  daH	
  sufficienH	
  e	
  devono	
  essere
prodo<e	
   le	
   prime	
   conclusioni	
   sulla	
   base	
   di	
   qualsiasi	
   informazione	
   a	
   portata	
   di	
  mano.
Questo	
   deve	
   essere	
   fa<o	
   con	
   cautela,	
   tenendo	
   contemporaneamente	
   conto	
   delle
incertezze	
   associate	
   o	
   causate	
   dalla	
  mancanza	
   di	
   daH	
   e	
   rendendole	
   chiari	
   all’	
   autorità
che	
  gesHsce	
  il	
  rischio



Rilevamento	
  del
virus	
  mediante

HTS

Criteri	
  di	
  validazione:
Copertura	
  del	
  genoma,

%	
  di	
  omologia,
conoscenza	
  dei	
  rischi

Virus	
  noto	
  e	
  presente
nell’elenco	
  delle	
  specie
sogge<e	
  a	
  quarantena	
  o	
  da
so<oporre	
  a	
  cerHficazione?

Conferma	
  della
diagnosi	
  mediante

altri	
  metodi

Norifica	
  alle	
  autorità
competenH

SI

SI

SI

Il	
  campione	
  è
esente	
  da	
  quel

virus

NO

NO

Vedi	
  schema	
  2

NO

NO

Ripetere
l’analisi

Schema	
  1
Rilevamento	
  di	
  virus	
  noH



Conferma	
  che,	
  in	
  base	
  alla
sequenza,	
  si	
  tra<a	
  di	
  un	
  virus
non	
  conosciuto

Assegnazione
tassonomica
provvisoria

Ricerca	
  bibliografica
Valutazione	
  del	
  contesto
da	
  cui	
  è	
  stato	
  prelevato	
  il
campione

Prima
segnalazione	
  alle

autorità
competenH

Il	
  nuovo	
  virus
cosHtuisce	
  una

priorità
fitosanitaria?

Genoma
completo
Diagnosi

Epidemiologia

Seconda
segnalazione	
  alle

autorità
competenH

Decisione	
  sulle	
  sorH
del	
  lo<o	
  da	
  cui	
  è
stato	
  prelevato	
  il

campione

Schema	
  2
Rilevamento	
  di	
  virus	
  non	
  noH

APvazione	
  delle
procedure	
  per	
  la
Pest	
  Risk	
  Analysis

(PRA)

SI

SI

SI
NO

SI

SI

NO

SI


