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AZ. 4 Qualificazione e certificazione fitosanitarisa

OBIETTIVO:
Validare e trasferire alle OP protocolli diagnostici per
Citrus Tristeza Virus (CTV) - Huanglongbing o Greening (HLB) , Xylella fastidiosa (Xf)

Rapidi e da applicare direttamente in campo/azienda, anche con il supporto del personale tecnico

VANTAGGI:

1. Velocizzare i test di screening da effettuare direttamente presso i point- of-care (POC): vivai,
campo, punti di ingresso del materiale vegetale da paesi terzi.

2. Non spostare materiale vegetale infetto da focolai/aree delimitate a laboratori ubicati in aree
indenni (abbattendo il rischio di introduzione del patogeno).

3. Possibilita di effettuare alcune fasi del test diagnostico anche con il supporto del personale

tecnico delle aziende, con abbattimento dei costi del saggio diagnostico.




Gli agrumi nel nuovo regime fitosanitario europeo: | ANNO

- Regolamento (UE) 2016/2031 relativo alle misure di
protezione contro gli organismi nocivi per le piante
- Lista di ‘priority pests’ (2019)

* REGOLAMENTO (EU) 2020/1201 Diagnosi
* programmi di monitoraggio obbligatori in tutti i paesi membri « EPPOPM7/21 (
EONTROLLI:

* Punti di ingresso da paesi terzi

» Nei siti di produzione

» Sulle piante movimentate fuori o dentro le aree demarcate

Diagnosi:
- EPPO PM 7/24 (5) 2023
« Allegato IV regolamento EU 2020/1201-2024/2507
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} Citrus tristeza virus {
EFSA:

‘Opinion on the pest categorisation of Citrus tristeza
virus (2014);

- Pest categorisation of Citrus
European isolates), 2017;

- Pest survey card on non-European isolates of citrus
tristeza virus, 2019

tristeza virus (non-

¥

- REGOLAMENTO DI ESECUZIONE (UE) 2019/2072 DELLA
COMMISSIONE del 28 novembre 2019

=

o CTVisolati non UE, organismi nocivi da quarantena
di cui non € nota la presenza nel territorio dell’Unione
o CTVisolati UE, sono considerati organismi nocivi

regolamentati non da quarantena (ORNQ) rilevanti per
l Umone

- isolati di CTV in grado di causare sintomi di
butteratura del legno (stem pitting - SP) su arancio
dolce in campo, anche in combinazione dinnesto

con portinnesti tolleranti o resistenti;

$

« EPPO Standard PM 7/3

SFEN - Gruppo di lavoro: DOCUMENTO TECNI
Indicazioni applicative per le mod

campionamento, la diagnosi e I'identifi
isolati di CTV non europei ed eur

DIAGNOSI
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DOCUMENTI TECNICI UFFICIALI

Documento n. 28




DOCUMENTO TECNICO UFFICIALE

CONTROLLI NEI VIVAI E NELLE FONTI DI APPROVVIGIONAMENTO DEI
PROPAGAZIONE

» 0 % la soglia di tolleranza degli isolati UE di CTV per:

- i materiali di moltiplicazione di piante ornamentali e di altre piante da impianto destinate
ornamentali

- i materiali di moltiplicazione delle piante da frutto e le piante da frutto destinate alla produ
frutti

» tutti i campioni positivi o, almeno, un numero rappresentativo di questi dovra essere sottopo
identificazione dell’isolato infettante per escludere |’eventuale presenza di CTV isolati-non U

INDAGINI NEGLI AGRUMETI COMMERCIALI

> La presenza di CTV non-EU in Italia non € nota: territorio nazionale zona indenne per gli isolati di CT
non-EU.

Ricerca isolati non-EU in programmi di monitoraggio.
ispezioni visive, campionamento e analisi di campioni prelevati da piante con sintomi riferibilj
(in particolare, sintomi di butteratura del legno su piante di arancio dolce e pompelmo, sop
impianti realizzati con portinnesti tolleranti o resistenti a CTV) o sospetti tali.

ricerca di isolati di tipo RB (no sintomi in campo): il prelievo di almeno 20 campioni per
omogeneo asintomatico.




Ceppi noti a livello internazionale

Presenzain EU

Presenzain IT

1) RT-PC

descritto i
2) Real-tim
’impiego di
ready-to-use
protocolli qua
Saponari et al.
et al. (2008);

3) RT-LAMP basat
descritto in Wang

Controlli pos p

Genotipo Comportamento biologico
Variabile: da blando a sintomi di
deperimento in combinazioni di . Segnalati nelle principali regioni
T30 . P .| Presenti g . P P g
innesto con arancio agrumicole
amaro/portainnesti suscettibili
Ceppi molto rari a livello
T36 internazionale che inducono per lo piu | Non segnalati. Non segnalati
SY
- _ _ | Genotipi di CTV strettamente
Alcunll in grado di dare SP in arancio | ~orrelati agli isolati trovati in
dolce in campo; altre parti del mondo associati . o
VT T3 . o Isolati che hanno prodotto sintomi di
’ a gravi sintomi di SP, sono L . .
. . . ... | SY nel saggio biologico segnalati in
stati riportati in  Sicilia, a :
Nel saggio biologico determinano|gpagna, Creta,  Grecia, alcune regioni agrumicole.
sintomi severi su diversi indicatori Croazia e Montenegro. (ZFSA
2017)
In grado di produrre SP su pompelmo
T68 ma con diverso grado di severita in Non segnalati Non segnalati
funzione degli isolati
Blandi o severi a seconda delle
segnalazioni; in grado di replicarsi in|Segnalati in Grecia; in corso di .
RB d . . _g P . . g_ . Non segnalati
Poncirus trifoliata e portainnesti|eradicazione
resistenti
6-5, S1 |[Blandi Non segnalati. Non segnalati



https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2017.5031

I-ANNO ATTIVITA’ PRELIMINARI
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g PROCEDURE PER L'IDENTIFICAZIONE DEGLI ISOLATI DI CTY
Procedura 1

Prevede IMesecuxione preliminare del test di Muluplex Real time RT-PCR descritto in Yokomi et al. (2010)
basato sull* impiego simultaneo, in un’unica reazione, di guattro sonde (CP25-CYS5, CPi-T36, CPi-VT3,
T36NS) che consentono la discriminazione di isolati con genotipo riferibile ai tipd T30, T36, T3-VT e di
isolati non standard (MN3) fra cui ricadono gli isolad BB, 51 e HAL6-3.

Nota: [a sonda CP25-CYS ¢ universale e, pertanto, reagisce con tutti gli isalaii dif CTV, indipendentemente
dal genotipo di appartenenza; solo nel caso df reazione unica con guesta sonda fe non con le alire tre} {isolato

& dia ritenersi di Hpo T30.

In caso di reazione con la
sonda CPi-T36, specifica per
isolati di tipo T36 (non-UE),
eseguire un test di conferma
utiizzando uno dei seguenti
metodi:

RT-PCR (Cook et al,
2016) impiegando la
coppia di primer specifica
per T36;

real time RT-PCR (Ruiz-
Ruiz et al., 200%)

In caso di risultato positive,
il processo di identificazione
& da intendersi concluso e si
dovranno  intraprendere  le
misura  previste  per  gli
organismi da guarantena.

Multiplex real time RT-PCR (Yokomi et al., 2010)

\

In caso di reazione
positiva con la
sonda CPi-VT3

In caso di reazione
positiva con la
sonda T3GNS

RT-PCR (Roy et al., 2010) impiegando
la coppia di primer specifica per isolati
di tipo TEB (non-UE)

RT-PCR {
per accartare 'eventuale presenza di
isolati di tipo RE (non-EU). In caso di
risultato positive il processo di
identificazione & da intendersi concluso
@ si dovranno intraprendere le misure
previste per gli organismi da

etal., 2013)

quarantena.

In caso di risultato
positivo il processo di
identificazione & da
intendersi concluso e si
dovranno  intraprenders
Iz misure previste dalla
normativa  fitosanitaria
vigente per gli organismi
da quarantena.

In  caso di risultato
negativo trattasi di isolati
con genatipo VT o T3, Ad
esclusione dei vivai, se

oon sl QSServang
sintowi di 5P in campa,
il POCESSD di

identificazione @& da
intendearsi concluso,
senza  applicaziona  di
misure di eradicazione.

In caso di risultato

negativo trattasi di isolati

non standard riferibili ai

genotipi HA16-5 o 51. In

tal caso eseguire i

seguanti tast di

confierma:

- RT-PCR Cook et al.,
2016 (per HA16-5);

- RT-PCR o real time RT-
PCR Yokomi et al,
2018 (per 51)

Diagnosi di isolati di C
procedure operative alternati
in funzione delle competenze
laboratorio e della dotazione di
strumentazioni

Procedura 4

Prevede il sequenziamento completo del penoma virale mediante teenologia HTS  (High-Throughpel
seguencing). A questo test si doveebbe far sempre segoive un’analisi flogenetica che includa le sequence
genomiche complete rappresentative dei gruppi filogenetic di CTY ad opgi noti (T30, T3, VT, T36, TGE, KB,
H16-3 e 51), al fine di una corretia attribuzione della sequenza ottenuta ad uno ded suddett gruppi.

A In funzione dell’esito dell’analisi Glogenetica, eseguire uno dei test nchiamati nelle procedure 1, 2 ¢
3 per confermare il risultato ottenuto. In particolare. nel caso di isolati di CTV attribuiti sulla base del
sequenziamento ai gruppi filogenetici VT e T3 eseguire un west di conferma utilizzando uno dei
seguenti metodi di real time PCR: Ruiz-Ruiz et al., 2009 oppure Yokomi et al., 2010 con sonda VT3
Al esclusione dei vivai, fn assenza df sintomi df SP in campo. il processo di identilicazione & da
intendersi concluso, senza applicazione di misure di eradicazione. L'esecuzione di un soggio

biologice resta, comungue, consigliata,



ATTIVITA’ Il e Ill anno

Prevede 4 passaggi:

Consegna del materiale vegetale da analizzare in laboratorio (con o
senza sintomi)

Preparazione dei campioni (omogeneizzazione tessuto vegetale)

Estrazione e purificazione degli acidi nucleici

Analisi molecolare:

Real time PCR, PCR

tessuto vegetale)

Strumentazig
personale al



> LAMP COLORIMETRICA per Xylella fastidiosa

> Preparazione di ‘spot’ di succo vegetale su carta Whatman 3MM da
sottoporre a test molecolari per la diagnosi di CTV, X. fastidiosa e
Candidatus liberibacter spp (HLB)

NO strumentazione sofisticata, NO procedura di estrazione e purificazione
acido nucleico del patogeno, NO personale altamente specializzato




1-LAMP COLORIMETRICA per Xyllella: approccio gia validato su matrice
“FREE@POC”

1. Preparazione campione: piccioli fogliari o pezzetti di rametto lignificato
- e | 4

»

Extraction buffer: (NaOH, DIECA , PVP-25K, Triton)
- Treatment with HCl 0.4M

- Dilution 1:10 in sterile water

- 1ul in 25 LAMP mix




1= LAMP

L’amplificazione isotermica mediata da loop (LAMP) € una tecnica
diagnostica molecolare applicabile direttamente in campo, a costo
contenuto che permette ’amplificazione isotermica in breve tempo
(30 min) degli acidi nucleici.

LAMP- Xylella fastidiosa ! 409 U YY) U
. (primer Harper et al., 2010 -
= (Costi ridotti perche non sono Annex 4 Reg. (UE)

2020/1201)

= |’efficienza di amplificazione elevate

richieste strumentazioni sofisticate

= Amplificazione su DNA o RNA (stampo) Reazione

aggiungendo ’enzima “reverse colorimetrica

transcriptase (RT-LAMP)”

» | reagenti possono esere conservati

s o '
anche a RT Sensibilita: 1074 cell

Rilevamento: fluorescenza/reazione
Validato su di

device portatile
amplificazione a 65°C

colorimetrica/torbidita




2- Spot su Carta Whatman - da effettuare in VIVAI

AmMmpo..

> Patogeni target:

- CTV (floematica) (pianta infetta)

- X. fastidiosa (xylema)| ytiiizzate preparazioni di
- HLB (floema) succo grezzo contaminate

artificialmente con DNA
dei 2 patogeni

Materiale vegetale da prelevare: Piccioli fogliari
Omogeneizzazione: in tampone PBS+0.2%DIECA




Cycles

RT-gPCR:
Multiplex CTV-gene COX
(diagnosi CTV/Ceppi non UE)

Amplification

0 10 20 30
Cycles

RT-qPCF
Multiplex CTV-HLB-

Iemperature rronie
Amplfication

§1

2
2 40

Result Values

Em

Positive 29:30

Positive 3:15

Positive 3345

Positive 31:00

Positive 31:00

Positive 32:00

Negative

|~ on| B | | =

Negative




Hlametino:it i
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Aftualita Galleria Avvisi

Eventi

Sei qui: Home » Attualita » Attualita » Lamezia, giomata tecnica su approcci diagnostici molecolari per il rileve

Lamezia, giornata tecnica su
approcci diagnostici molecolari per
il rilevamento di patogeni negli
agrumi

| Venerdi, 04 Ottobre 2024 13:34

Lamezia Terme - Si & registrata una buona partecipazione di tecnici, vivaisti, ispettori

fitosanitari e agricoltori alla giornata tecnica dal titolo “Approcci diagnostici I

molecolari per il rilevamento rapido in campo e in vivaio di Xylella fastidiosa, Citrus
tristeza virus e Candidatus liberibacter spp. in piante di agrumi”, tenutasi il 2 ottobre
presso il Centro Sperimentale Dimostrativo dell ARSAC a Lamezia Terme, in localita

Prato. Questo evento ha evidenziato l'interesse crescente per i metodi diagnostici e i

le nuove tecnologie applicate alla prevenzione delle principali malattie degli agrumi,

Post di ARSAC Azienda Regionale per lo Sviluppo dell'Agri... X

ARSAC Azienda Regionale per lo Sviluppo dell'Agricoltura Calabrese o
3 ottobre 2024 - Q

Alcuni scatti della giornata tecnica “Approcci diagnostici molecolari per il rilevamento rapido in campo
e in vivaio di Xylella fastidiosa, Citrus tristeza virus e Candidatus liberibacter spp. in piante di agrumi”
che si & svolta Mercoledi 2 ottobre a Lamezia Terme, presso il Centro Sperimentale Dimostrativo
dell’ARSAC di San Pietro Lametino

#arsacweb con Luigia luliano
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VANTAGGI

= Facile da esguire, non richiedono strumentazione sofisticata

= Tempo di esecuzione breve (meno di 2 ore)
= Costo minore rispetto alla procedura che prevede |’estrazione e purificazione del D
= Possibilita di conservarle a 4°C fino ad un mese prima del test

= Spedizione in laboratorio a temperatura ambiente

= Nessuna differenza tra cards processate immediatamente e conservate

= Spot direttamente in campo/vivaio senza nessun movimento di materiale vegetale infetto,
riduzione del rischio di un eventuale diffusione del batterio in aree indenni




PROF SAVINO..... GRAZIE'

Discussione tesi dottorato in Protezione delle culture 4/04/2004




