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1. INTRODUZIONE 

1.1  L’importanza dei cereali 

I cereali coltivati nei diversi areali agricoli del mondo appartengono all’ordine delle 

Poales e alla famiglia delle Graminacee (Poaceae) che è suddivisa in circa 635 generi e 

annovera più di 8000-9000 specie. Ricoprono un ruolo economico ed ecologico 

preponderante in quanto rappresentano la fonte primaria di sostentamento dell’umanità, 

degli animali selvatici e della maggior parte degli allevamenti zootecnici. Infatti, fin 

dallo sviluppo delle prime civiltà i cereali hanno svolto un ruolo chiave 

nell’alimentazione dovuto ad alcune loro peculiarità: ottima fonte energetica (elevati 

quantitativi di carboidrati, buon contenuto proteico, lipidico e vitaminico), facilità di 

trasporto e conservabilità a lungo termine, grande adattabilità ai differenti climi e tipi di 

terreno con conseguente facilità di coltivazione.  

I cereali maggiormente diffusi al mondo sono: il frumento (nelle aree cerealicole 

Europee), il riso (nelle regioni Asiatiche) il mais (nelle Americhe) il sorgo e il miglio 

(in Africa). 

Dal rapporto trimestrale della Crop Prospects Food Situation della FAO del 6 ottobre 

2011, la produzione mondiale dei cereali nell’annata agraria 2011/2012 ammonterà a 

2310 milioni di tonnellate pari al 3% (circa 68 milioni di tonnellate) in più rispetto a 

quello dichiarato nel 2010/2011. Nello specifico si è registrato un incremento della 

produzione mondiale di frumento, riso e altri cereali detti secondari rispettivamente del 

4,6%, 3% e 2,1%. 

Nonostante il trend positivo delle produzioni, l’attuale rallentamento economico 

internazionale potrebbe influenzare la sicurezza alimentare mondiale in particolare per i 

paesi poveri e in via di sviluppo. Il rapporto afferma che ad un aumento di produzione 

corrisponde una minore domanda e questo meccanismo incrementa il calo dei prezzi sul 

mercato. 

Ultime stime della FAO indicano che 32 paesi in tutto il mondo hanno bisogno di 

assistenza esterna a causa di raccolti scarsi, conflitti bellici, disastri naturali, e prezzi 

degli alimenti sempre più alti nei mercati interni (fonte: http://www.fao.org/giews). 

 

 

http://www.fao.org/giews
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1.2 Il frumento duro 

Triticum turgidum o durum è un cereale autunno-vernino originario dell’Africa centro 

Orientale e precisamente dell’Etiopia (Vavilov, 1926). Rispetto al frumento tenero 

(Triticum aestivum) ha un ciclo colturale più corto e predilige ambienti dal clima caldo-

asciutto. È una specie longidiurna e microterma, gli areali di coltivazione si estendono 

tra i 30°-60° di latitudine ma a volte viene coltivato anche in zone più settentrionali 

caratterizzate da inverni rigidi e lunghi come ad esempio in Canada o nella penisola 

Scandinava. In questi casi la semina viene spostata al periodo primaverile con 

conseguente raccolta al periodo autunnale. La resistenza del frumento al freddo dipende 

dalla varietà, dallo stadio fenologico e dallo stato fisiologico della pianta. Per quanto 

riguarda le esigenze pedologiche, il frumento duro si adatta a tutti i tipi e strutture di 

terreno ma predilige terreni di medio impasto (argilloso-limoso con un buon apporto di 

sostanza organica mineralizzante), ben strutturati, con pH 6,5-7,8 e con un ottima 

capacità drenante in quanto soffre di asfissia radicale. È buona pratica agricola 

avvicendare il frumento con colture da rinnovo ed evitare il ringrano o ristoppio dato 

che comporterebbe un impoverimento della fertilità del terreno (coltura depauperante) e 

una sensibile riduzione della produzione correlata ad un aumento della proliferazione di 

erbe infestanti, insetti, nematodi e ad una maggiore incidenza delle malattie fungine. 

Secondo la classificazione di Linneo le specie di frumento vengono distinte in due 

generi: il genere Aegilops che comprende specie ad habitus selvatico e il genere 

Triticum che annovera le specie addomesticate e attualmente coltivate. Dal punto di 

vista genetico una prima classificazione è stata fatta da MacKey, successivamente 

rivisitata da van Slageren, che suddivide il genere Triticum in 6 specie a seconda del 

livello di ploidia. Triticum durum è tetraploide e si è evoluto in seguito 

all’ibridizzazione del progenitore selvatico Aegilops speltoides con il polline di Triticum 

urartu.  

La produzione mondiale annuale, stimata ai primi del mese di settembre, si aggira 

intorno a 35,3 milioni di tonnellate, solo di poco superiore a quella dell’annata agraria 

2007/2008 (Serra, 2011). 

Da indagini ISTAT condotte in Italia lo scorso 11 febbraio sulle semine di frumento 

duro effettuate durante l’annata agraria 2009/2010 e le previsioni per l’annata in corso è 

emerso che le superfici destinate alla coltivazione sono diminuite del 13,5% soprattutto 
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nel centro della penisola. Probabilmente questo decremento è da attribuire alla crescita 

del 19,1% dei terreni a riposo rispetto alla scorsa annata dovuto all’aumento dei casi di 

rotazione colturale, alle incertezze del mercato e alle condizioni meteorologiche avverse 

durante il periodo della semina.  

 

1.2.1 Caratteristiche morfologiche 

Il frumento duro presenta un culmo cilindrico alto 80-110 cm suddiviso in 5-8 internodi 

cavi al loro interno tranne la parte distale dell’ultimo internodo che è piena di tessuto 

spugnoso. L’altezza e la resistenza all’allettamento dipendono dalla varietà. 

Le foglie sono formate dalla guaina che avvolge ciascun nodo del culmo, dalla lamina 

lineare-lanceolata e appuntita all’estremità con nervature parallelinervie e superficie 

glabra o pubescente, dalla ligula e da due auricole. L’ultima foglia prima 

dell’infiorescenza è detta foglia “a bandiera”. 

L’apparato radicale è di tipo fascicolato composto da radici primarie generate durante le 

prime fasi di germogliazione e secondarie o avventizie sviluppate dai nodi basali. Le 

radici primarie rimangono vitali per tutto il ciclo vegetativo della pianta e 

contribuiscono all’assorbimento di acqua e sostanze nutritizie mentre quelle avventizie 

sono fibrose e contribuiscono ad ancorare la pianta al terreno aumentandone la 

resistenza meccanica. 

L’infiorescenza è una pannocchia, comunemente chiamata spiga, composta da spighette 

inserite in ogni nodo dell’asse principale (rachide) in posizione alterna su due file 

opposte. Le dimensioni e la fragilità del rachide cambiano a seconda della varietà. Le 

spighette sono costituite da un breve asse detto rachilla sul quale sono inserite le glume 

che contengono al loro interno 2-5 fiori. Gli organi riproduttivi dei fiori: tre stami e un 

ovario supero monocarpellare sormontato da un pistillo con stigma bifido e piumoso 

sono avvolti dalla palea e dal lemma, quest’ultimo provvisto di una resta lunga fino a 20 

cm (genericamente sono chiamati glumetta superiore e inferiore). 

La cariosside è un frutto secco indeiscente di forma ellittica-ovoidale ed è caratterizzata 

da una parte dorsale convessa e da una parte ventrale facilmente riconoscibile per la 

presenza di un solco che divide a metà la cariosside. Schematicamente la struttura della 

cariosside può essere suddivisa in: pericarpo, strato aleuronico, endosperma ed 

embrione. Il pericarpo è l’involucro esterno fibroso ricco di cellulosa e sali minerali che 
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funge da barriera protettiva per il seme. A seconda della varietà può essere di colore 

ambrato, rossiccio, bianco, a volte nerastro o violetto. Lo strato aleuronico è uno strato 

monocellulare ricco di proteine grassi e vitamine che separa l’endosperma amilaceo dal 

pericarpo. L’endosperma è composto prevalentemente da amido (circa 70%) e proteine 

(circa 14%), ha struttura vitrea di colore ambrato o bianconato e costituisce il tessuto di 

riserva della cariosside. L’embrione è ricco di sostanze nutritive (proteine, lipidi, 

vitamine e sali minerali) in quanto ha il compito di sostentare la giovane plantula 

durante la germinazione. All’interno dell’embrione sono già preformati i principali 

organi della pianta: il fusticino o epicotile che unisce la piumetta, avvolta dal coleoptile, 

alla radichetta protetta da una specie di cuffia detta coleoriza. 

 

1.2.2 Stadi fenologici 

Il ciclo biologico del frumento coincide con il ciclo produttivo e schematicamente viene 

suddiviso in fasi fenologiche. Esistono diverse tipologie di scale fenologiche, la scelta 

viene fatta in base al tipo di indagine condotta. Ad esempio la scala centesimale di 

Zadoks del 1974, estremamente dettagliata nella descrizione morfologica, è utilizzata 

soprattutto in ambito sperimentale mentre quella di Baggiolini e Keller (1954) viene 

utilizzata prevalentemente per analisi di campo (interventi fitosanitari o fertilizzazioni). 

In questi ultimi anni sono stati messi a punto modelli di analisi basati sullo studio degli 

apici meristematici per determinare con precisione certosina lo stadio di sviluppo della 

pianta di frumento (Kirby e Appleyard, 1987; McMaster, 1997; Puppi e Zinoni , 1999). 

Questa tecnica si basa sul prelievo di campioni distruttivi in campo e sull’impiego di 

strumenti di laboratorio appropriati per l’individuazione e il riconoscimento dei vari 

componenti del meristema apicale (Kirby e Appleyard, 1987). La tecnica di Kirby 

(microfenologia) viene spesso associata alle osservazioni fenologiche tradizionali 

(Kirby et al., 1994).  

La scala attualmente più utilizzata rimane quella di Zadoks che suddivide lo sviluppo 

vegetativo e riproduttivo di una pianta di frumento in 10 stadi fenologici. Ognuno di 

questi stadi (fase principale di crescita) è stato suddiviso in altri 9 sottostadi (fase 

secondaria di crescita). In tabella 1 sono stati riportati i dieci stadi in cui viene suddivisa 

la fase principale di crescita. 
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Tabella 1: Scala fenologica centesimale di Zadoks. Codice decimale (0-9) per identificare la 

fase principale di crescita del frumento. 

Codice 

Zadoks 
Fase di crescita principale Descrizione 

0 Germinazione 

Inizia con il rigonfiamento della cariosside e la 

rottura del tegumento seguita dall’emissione dell’ 

apice radicale e del germoglio. 

1 Sviluppo della pianta 

Il coleoptile si allunga ed emergere dalla 

superficie del terreno fino alla formazione 

dell’epicotile (primo internodo embrionale) e 

delle prime foglie. L’apparato radicale sviluppa 

le radici avventizie. 

2 Accestimento 

Emissioni di nuovi germogli a partire dall’ascella 

di ogni foglia basale (detti culmi secondari). 

Ogni culmo di accestimento può a sua volta 

accestire e sviluppare un proprio apparato 

radicale. 

3 Allungamento del culmo 

Allungamento rapido degli internodi con 

emissione di nuove foglie. L’ultima foglia è 

chiamata foglia bandiera. In questa fase il 

frumento assorbe notevoli quantità di acqua e 

elementi nutritivi. 

4 Stadio della botticella 
Ingrossamento della guina della foglia bandiera 

che avvolge la spiga. 

5 Emergenza della spiga 
Dallo stadio di botticella la spiga impiega circa 

10-20 giorni ad emergere. 

6 Fioritura 

Dura circa 4-8 giorni. Inizia dalle spighette 

centrali per poi estendersi in tutta la spiga. Le 

antere fuoriescono dalle glumette. 

7 Maturazione lattea 

Dopo la fecondazione inizia lo sviluppo della 

cariosside. In questo stadio la cariosside 

raggiunge il massimo volume e contiene un 

liquido lattescente ricco di amido e proteine. 

8 Maturazione cerosa 

L’endosperma perde umidità e assume una 

consistenza pastosa. La cariosside può essere 

facilmente schiacciata dalla pressione delle dita. 

9 Maturazione fisiologica 

La pianta non è più in grado di effettuare la 

fotosintesi, non accumula più le sostante nutritive 

nelle cariossidi che assumono una consistenza 

vitrea e coriacea. 
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1.3 Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc. 

F. culmorum insieme a F. graminearum Schwabe (telomorfo=Gibberella zeae) e F. 

pseudograminearum O’Donnell e Aoki (telomorfo=Gibberella coronicola) 

rappresentano i più importanti patogeni del frumento e sono annoverati tra i principali 

agenti causali del “mal del piede” e della fusariosi della spiga nel mondo (Wagacha e 

Muthomi, 2007; Wang et al., 2006; Goswami e Kistler, 2004). Nel complesso i funghi 

appartenenti al genere Fusarium rappresentano uno dei gruppi più dannosi per le 

produzioni agricole sia in campo, prima della raccolta, che nel post-raccolta durante le 

fasi di stoccaggio in quanto molte specie appartenenti a questo genere sono produttrici 

di micotossine termoresistenti. Le micotossine sono dei metaboliti secondari che, se 

presenti in concentrazioni elevate nel cibo e nelle derrate alimentari possono causare 

gravi intossicazioni alimentari (micotossicosi) nell’ uomo e negli animali (Marasas et 

al., 1984; Sudakin, 2003). Le tossine prodotte da F. culmorum appartengono al gruppo 

dei tricoteceni (deossinivalenolo, nivalenolo) (Bottalico e Perrone, 2002; Bensassi et al., 

2010), sesquiterpeni epossidici in grado di inibire la sintesi proteica negli eucarioti (Wei 

e McLaughlin, 1974). Oltre ai tricoteceni, F. culmorum produce lo zearalenone, lattone 

dell’acido resorcilico, di solito più abbondante sul mais che su frumento o su orzo. F. 

culmorum è un fungo ubiquitario del terreno comunemente riscontrabile anche come 

saprofita su residui colturali. Secondo la classificazione di Nelson et al. (1983) 

appartiene alla Sezione Discolor e come tutti i funghi appartenenti a questa Sezione non 

produce microconidi. Caratteristiche morfologiche da tenere in considerazione per la 

sua identificazione sono: la presenza di macroconidi 3-5 settati piuttosto corti e larghi 

con cellula apicale smussata e cellula basale leggermente accennata o con un piede ben 

formato, generati a partire da rami conidiofori monofialidici o da sporodochi di colore 

arancione (Figura 1) (Balmas et al., 2000; Leslie et al., 2006). Inoltre F. culmorum 

produce abbondanti spore di resistenza dette clamidospore (singole, a catena, in gruppo 

o a partire dal macroconidio) che presentano parete ispessita e ricca di sostanze di 

riserva. Le clamidospore hanno la capacità di sopravvivere in condizioni ambientali 

avverse e rimangono quiescenti per lunghi periodi in attesa di condizioni favorevoli 

(Corazza e Balmas, 1994). 
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Figura 1. Principali caratteristiche morfologiche in F. culmorum osservate al 

microscopio ottico (OLYMPUS BX 41). (A) Panoramica di conidiofori monofialidi; 

(B) Particolare del ramo conidioforo monofialide e conidio in formazione; (C) 

Macronidi 3-4 e 5 settati, prodotti da sporodochi. 

 

I macroconidi sono morfologicamente simili a quelli di F. sambucinum (Fuckel); 

tuttavia il rapido accrescimento delle colonie di F. culmorum su PDA a 25°C e la 

formazione di abbondante micelio aereo fioccoso di colore bianco tendente al giallo 

aranciato (Figura 2A) permette facilmente di identificarlo. La faccia ventrale può 

variare da rosso carminio a rosso mattone (Figura 2B) (Nelson et al., 1983; Burgess et 

al., 1988).  
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Figura 2. Colorazione e crescita della colonia  di F. culmorum su PDA. (A) faccia dorsale; (B) faccia 
ventrale. 

 

F. culmorum è probabilmente un fungo eterotallico (Kerényi et al., 2002) privo di fase 

sessuata, mesofilo, infatti predilige regioni temperate dell’America, dell’Europa, 

dell’Asia e dell’Africa ciò nonostante si ritrova anche in ambienti freddi come l’Europa 

del Nord, l’Europa Centro Orientale e il Canada. La dispersione nell’ambiente dei 

propaguli è per lo più affidata all’acqua tramite la pioggia (Hörberg, 2002), ma anche 

attraverso il vento e talvolta gli animali (Parry et al., 1995; Osborne et al., 2007). La 

temperatura e l’umidità giocano un ruolo fondamentale nei processi di infezione e di 

colonizzazione della pianta ospite da parte del fungo (Doohan et al., 2003). 

I processi di infezione e i meccanismi di penetrazione di F. culmorum sono diversi a 

seconda dell’organo della pianta ospite colonizzato. Recenti analisi condotte con il 

microscopio confocale a scansione laser sulle radici di piante di frumento infette hanno 

rivelato inizialmente un percorso delle ife di tipo apoplastico intercellulare tra le cellule 

dell’epidermide e quelle della corteccia seguito da un percorso simplastico intracellulare 

con completa colonizzazione della corteccia della radice. Tuttavia il fungo non è in 

grado di penetrare nell’endoderma e nella stele della radice (Beccari et al., 2011), 

mentre analisi effettuate sulla sezione del culmo hanno messo in evidenza che F. 

culmorum penetra nella pianta anche attraverso gli stomi delle guaine fogliari che 

avvolgono la base dello stelo così come già osservato nel coleoptile da Malalasekera et 

al. nel 1973. L’infezione non si estende oltre i primi due internodi basali in quanto F. 

culmorum non è un patogeno sistemico (Clement e Parry 1998) e non sembrerebbe in 
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grado di risalire il culmo. F. culmorum è in grado di colonizzare anche gli organi 

riproduttivi del frumento con infezioni alla spiga nel periodo dell’antesi (Lacey et al., 

1999). I conidi germinano sulla superficie delle glume e le ife per vie intercellulari e 

intracellulari attraversano la lemma e la palea, raggiungono l’ovario dove ammassi 

miceliari colonizzano completamente i tessuti (Zange et al., 2005). 

F. culmorum è un patogeno che nei nostri ambienti è sempre presente e si sviluppa 

maggiormente dove vi è carenza idrica e temperature elevate (Cariddi et al., 1990; 

Strunnikova et al., 2000). 

 

1.4 Fusariosi del frumento 

Il “mal del piede” e la fusariosi della spiga sono due importanti malattie dei cereali 

autunno-vernini che colpiscono le piante in tutti gli stadi del ciclo biologico della 

coltura. 

1.4.1  Il “mal del piede” 

Il “mal del piede” è una fitopatologia ad eziologia complessa trasmessa attraverso il 

terreno da diversi agenti causali (F. culmorum, F. graminearum, F. avenaceum, F. 

crookwellense, Microdochium nivale, Rhizoctonia cerealis, Gaeumannomyces graminis 

e Bipolaris sorochiniana) che possono agire singolarmente o in associazione sullo 

stesso ospite a seconda delle condizioni agro-climatiche. In Italia tra i possibili agenti 

causali del “mal del piede”, F. culmorum è risultato il più diffuso (Corazza e Balmas, 

1994). A seconda dello stadio fenologico in cui viene attaccata la pianta ospite si 

possono registrare sintomatologie differenti. Uno dei sintomi che contraddistingue 

questa malattia è l’imbrunimento basale più o meno vistoso del culmo nella zona del 

colletto che si estende fino ai primi due internodi (Figura 3A). Nella fase iniziale della 

malattia si osservano imbrunimenti delle guaine fogliari più esterne fino alla 

colonizzazione completa dei tessuti più interni compromettendo la traslocazione 

dell’acqua e delle sostanze nutritive. I danni che il fungo causa al sistema conduttore 

della pianta, nelle fasi fenologiche tra la spigatura e la maturazione lattea, possono 

portare all’emissione di spighe bianche (Figura 3B) con aspetto di maturazione 

anticipata che risultano vuote o con cariossidi striminzite (Figura 3C) oppure può 

ridurre la resistenza meccanica del culmo favorendo l’allettamento delle piante in 
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campo. Attacchi precoci del fungo causati dall’impiego di cariossidi contaminate o dalla 

presenza di inoculo nel terreno (clamidospore o micelio svernante su residui vegetali 

infetti) possono portare alla mancata emergenza della giovane plantula, 

all’imbrunimento delle radici e del coleoptile o alla morte delle piantine subito dopo 

l’emergenza causando fallanze nei campi (Figura 3D). Se l’attacco si manifesta durante 

lo stadio di accestimento si può verificare la morte dei culmi secondari con conseguente 

minore produzione di spighe per ettaro (Balmas, 1992). Pertanto si hanno danni a carico 

della qualità di produzione ma anche della quantità (Corazza et al., 1987; Covarelli e 

Nicholson, 2002).  

 

Figura 3. Principali sintomatologie del “mal del piede” causate da F. culmorum: (A) 
imbrunimento basale dei primi 2 internodi del culmo e della radice; (B) spighe bianche; (C) 

cariossidi striminzite; (D) fallanze nel seminato per mancata emergenza della plantula o per morte 

subito dopo l’emergenza. 
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Il potenziale di inoculo (capacità di sopravvivenza dei propaguli in assenza della pianta 

ospite), il periodo e la modalità di semina (semine anticipate, profonde e troppo fitte), le 

sistemazioni idraulico agrarie e le condizioni pedologiche del terreno (ristagno idrico, 

aridità dei suoli, terreni pesanti), le cospicue concimazioni azotate, l’avvicendamento 

con altri cereali autunno-vernini, lo stato sanitario della semente, la scelta delle cultivar 

e le condizioni climatiche (temperatura, umidità) sono tutti fattori di stress che 

influenzano lo sviluppo della malattia e rendono le piante di frumento più soggette agli 

attacchi del patogeno (Balmas, 1992; Corazza e Balmas, 1994; Pettitt et al., 1996). Da 

studi effettuati allo scopo di valutare quale fosse l’effetto delle pratiche culturali sui 

funghi responsabili del “mal del piede” è emerso che F. culmorum è maggiormente 

diffuso in quei terreni dove veniva praticata la tecnica del minimum tillage o del no 

tillage (detta anche sod tillage) (Montanari et al., 2006; Bateman et al., 2007), dove il 

terreno non viene lavorato o è lavorato superficialmente. 

Nell’Italia centro-meridionale e in Sardegna i fattori ambientali, quali suoli asciutti e 

aridi e temperature elevate, favoriscono lo sviluppo del “mal del piede” dovuto a F. 

culmorum con conseguenti gravi perdite di produzione (Cariddi et al., 1991; Balmas et 

al., 2006). 

 

1.4.2 La fusariosi della spiga 

La fusariosi della spiga è una delle malattie fungine più distruttive del frumento diffusa 

in tutto il mondo in forma epidemica (Bottalico et al., 2002; McMullen et al., 1997; 

Balmas et al., 1998). È stata descritta per la prima volta alla fine del 19 secolo in 

Inghilterra (Smith, 1884); in Italia le prime segnalazioni risalgono agli inizi del 

ventesimo secolo (Peglion, 1900) ma si è manifestata in maniera virulenta in alcuni 

areali del Nord e del centro Italia agli inizi degli anni ′90 (Pancaldi, 1996; Corazza et 

al., 1989; Balmas e Corazza, 1994; Balmas et al., 1995).  

I principali agenti causali della malattia appartengono al genere Fusarium (F. 

graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. triticum) e al genere Microdochium (M. 

nivale nivale e M. nivale majus). Sulle spighe possono essere isolate anche altre specie 

micotossigene di Fusarium che però non causano la malattia (F. poae, F. langsethiae). 

F. graminearum e F. culmorum sono tra gli agenti patogeni più diffusi e più aggressivi 

in quanto determinano ingenti danni alla produzione sia dal punto di vista quantitativo 
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(cali della produzione intorno al 30%-70% dovuto al minor numero di cariossidi o alla 

riduzione delle dimensioni e del loro peso unitario e specifico) che qualitativo 

(contaminazione della granella da micotossine, valore nutritivo, colore della cariosside 

etc.) (Prodi et al., 2009). Recentemente, il potenziale distruttivo della fusariosi del 

frumento è stato messo in luce in maniera drammatica in seguito alle epidemie 

scoppiate nel Nord America (Windels, 2000; Goswami e Kistler, 2004; McMullen, 

2003). Questi attacchi hanno portato alla produzione di granella contaminata da 

micotossine a livelli talmente elevati da renderla del tutto incommerciabile. 

Le fasi fenologiche più sensibili del frumento per la diffusione della malattia sono la 

spigatura-fioritura e la maturazione latteo-cerosa (Schroeder e Christensen, 1963). La 

gravità della malattia è influenzata dalle condizioni climatiche (caldo umido e pioggia), 

dalle tecniche colturali impiegate (precessione colturale, potenziale di inoculo in campo 

e gestione dei residui colturali, concimazioni azotate eccessive, impiego di varietà 

sensibili) e dalla microflora e microfauna presente nel terreno (Balmas et al., 1998). I 

sintomi della malattia sono visibili alcuni giorni dopo l’infezione, la spiga presenta 

disseccamenti localizzati o totali del rachide che possono portare alla prematura 

essicazione della spiga e quindi alla formazione di cariossidi striminzite e scure in 

proporzione alla percentuale di tessuto infetto (Figura 4A e 4B). Se l’infezione avviene 

durante periodi umidi e piovosi si può osservare la formazione di micelio bianco 

rossastro sulla superficie della spiga e/o la comparsa di masserelle arancioni nelle glume 

dette sporodochi (fruttificazioni agamiche) (Figura 4C e 4D) (Champeil et al., 2004).  

Sebbene la fusariosi della spiga sia una malattia presente da diversi decenni nelle 

regioni centro settentrionali del nostro Paese non è generalmente diffusa nell’Italia 

meridionale ad eccezione di particolari condizioni climatiche (Shah et al., 2005). In 

Sardegna fino a qualche anno fa era una malattia del tutto sconosciuta. Recentemente a 

causa di particolari condizioni climatiche (elevata umidità, piogge copiose e 

temperature relativamente alte intorno ai 20-25°C) verificatesi tra la spigatura e la 

maturazione latteo-cerosa, F. culmorum è stato isolato in diversi areali cerealicoli anche 

come agente causale della fusariosi della spiga. Tuttavia gli attacchi registrati non sono 

stati molto gravi (Pruneddu et al., 2010). 
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Figura 4. Principali sintomatologie della fusariosi della spiga causate da F. culmorum: (A) dissecamento 

totale del rachide e delle spighette; (B) cariossidi striminzite; (C) sporodochi in formazione nelle glume 

alla base della spiga (masserelle arancioni) ; (D) spighe sintomatiche ricoperte dal micelio del fungo.  

 

1.4.3 Strategie di lotta 

Le strategie impiegate per il controllo e il contenimento del “mal del piede” e della 

fusariosi della spiga prevedono un’integrazione sinergica dei diversi metodi di controllo 

attualmente in uso. La maggior parte di questi metodi si basa sull’adozione di misure 

preventive mirate a ridurre il potenziale di inoculo in campo e la suscettibilità delle 

piante all’attacco del patogeno.  

Pertanto, è buona pratica agricola utilizzare varietà che negli anni si sono dimostrate 

meno suscettibili e sementi sane o conciate con principi attivi efficaci in grado di 

devitalizzare l’inoculo fungino e proteggere la pianta durante le prime fasi di sviluppo. 

Tebuconazolo, procloraz, ciproconazolo, bromoconazolo, epossiconazolo sono alcuni 

dei principali principi attivi utilizzati a tale scopo. Essi non garantiscono una completa 

protezione in tutti gli stadi fenologici del frumento in quanto sono soggetti ad una 

rapida degradazione soprattutto ad opera della microflora presente nella rizosfera 

(Iutyns’ka et al., 2000). L’impiego di fungicidi formulati in complessi di inclusione con 

β-ciclodestrina migliorano il rilascio del principio attivo consentendo una fase più lunga 

di protezione degli organi della pianta (Balmas et al., 2006). 

Nel prevenire i danni è fondamentale preparare un buon letto di semina: eliminazione 

delle erbe infestanti, distruzione o interramento dei residui colturali, arature profonde 

che consentano il rimescolamento degli strati del terreno e l’allontanamento 

A B 

 
C 

 

D 
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dell’inoculo dall’ospite. Un altro accorgimento importante è quello di non seminare 

nello stesso appezzamento frumento per annate agrarie consecutive (ringrano o 

ristoppio) ma effettuare ampie rotazioni colturali evitando le successioni con mais in 

quanto sensibile agli stessi patogeni (Wagacha e Muthomi, 2007). Perciò è sconsigliata 

la semina su sodo o su terreni preparati secondo la tecnica del “minimum tillage” 

(Montanari et al., 2006). Semine troppo anticipate, interramento della cariosside troppo 

in profondità, semine troppo fitte, concimazioni azotate eccessive e tutti quei fattori che 

hanno un ruolo di stress nello sviluppo della pianta comportano una maggiore 

predisposizione allo sviluppo delle infestazioni e sono per questo motivo da evitare 

(Corazza e Balmas, 1994; Martin et al., 1991, Wagacha e Muthomi, 2007). Nonostante 

le forti limitazioni legate alla proibizione di alcuni gruppi di fitofarmaci per gli effetti 

tossicologici e l’impatto ambientale che ne conseguono, attualmente da un punto di 

vista economico l’abbandono della lotta chimica è sconsigliato. Per contenere la 

malattia è necessario individuare il principio attivo più appropriato, la dose e il periodo 

ottimale di somministrazione (inizio dell’infezione e massima suscettibilità del cereale). 

Interventi erronei riducono l’efficacia del trattamento e soprattutto viene incrementata la 

produzione di micotossine (Haidukowski et al., 2004; Magan et al., 2002). Ad esempio, 

nel caso della fusariosi della spiga il momento ottimale di intervento con procloraz, 

propiconazolo, epossiconazolo, tebuconazolo, cyproconazolo, azoxystrobin e procloraz 

è alla fioritura subito dopo un evento piovoso (Pancaldi e Alberti, 2004; Haidukowski et 

al., 2004). 

L’umanità in materia di sicurezza alimentare e salvaguardia dell’ambiente si trova ad 

affrontare continue sfide: deve produrre grandi quantità di prodotti di alta qualità ma a 

basso impatto ambientale sufficienti a sfamare l’intera popolazione. É in questo 

contesto che nasce la necessità di sviluppare metodi di lotta e di produzione alternativi 

ed altamente competitivi anche dal punto di vista economico a quelli cosiddetti 

“convenzionali” (Alabouvette et al., 2009). 

 

1.5 Le micotossine 

Le micotossine sono prodotti naturali altamente tossici del metabolismo secondario di 

circa 200 specie di funghi filamentosi, appartenenti principalmente ai generi Fusarium, 

Penicillium e Aspergillus, che possono svilupparsi su una grande varietà di derrate 
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alimentari. Possono avere caratteristiche di genotossicità, cancerogenicità, 

immunotossicità, mutagenicità, nefrotossicità e teratogenicità (Zöllner e Mayer-Helm, 

2006). 

La contaminazione può avvenire in campo, a causa di condizioni ambientali sfavorevoli 

(elevata umidità relativa, attività dell’acqua, temperature elevate, piogge battenti) o 

pratiche agricole inadeguate (sistemazioni del terreno, piani rotazionali inesistenti, 

eccessive concimazioni azotate, etc.), oppure durante la raccolta o nelle fasi di trasporto 

e stoccaggio (Lacey et al., 1999). 

Le micotossine persistono nei prodotti contaminati per molto tempo dopo la morte del 

fungo produttore, infatti, non vengono completamente distrutte con i normali processi 

fisici (cernita, calore, radiazioni) chimici (estrazione, raffinazione) e biologici 

(fermentazioni) impiegati dalle industrie alimentari (Aziz et al., 1997; Yumbe-Guevara 

et al., 2003). 

Le micotossine sono tossiche per l’uomo e per gli animali, a tal punto che, se presenti in 

concentrazioni elevate negli alimenti (sia di origine vegetale che animale) e nelle 

derrate, possono causare gravi intossicazioni alimentari (micotossicosi). Oltre che per 

ingestione le micotossine possono esplicare la loro attività tossica per inalazione e 

contatto (Peraica et al., 1999).  

Al fine di tutelare la salute umana la Comunità Economica Europea ha pubblicato 

diversi regolamenti. Il Regolamento (CE) n°1126/2007 del 28 settembre 2007 modifica 

il Regolamento (CE) n°1881/2006 del 19 dicembre 2006 e ridefinisce i tenori massimi 

di alcuni contaminanti nei prodotti alimentari per quanto riguarda le Fusarium tossine 

nel granoturco e nei prodotti a base di granoturco (Tabella 2-3-4). I limiti (tenori 

massimi) vengono espressi in microgrammi per chilogrammo ovvero in parti per 

miliardo (µg/kg o ppb).  

Il genere Fusarium produce numerose tossine chimicamente diverse tra loro, le 

principali appartengono alla famiglia delle fumonisine, degli zearalenoni e al gruppo dei 

tricoteceni (Champeil et al., 2004). 
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1.5.1 Fumonisine 

Le fumonisine sono un gruppo di micotossine di origine alimentare diffuse in tutto il 

mondo soprattutto nelle coltivazioni di mais e nei suoi derivati (alimenti a base di mais, 

insilati e mangimi) prodotte da 15 specie fungine appartenenti al genere Fusarium (8 

appartengono alla sezione Liseola, 5 alla sezione Dlaminia, 1 alla sezione Elegans e 1 

alla sezione Arthrosporiella) (Rheeder et al., 2002). Sono state isolate per la prima volta 

da colture di F. verticillioides (Sacc.) Nirenberg nel 1988 (Gelderblom et al., 1988). 

Attualmente F. verticillioides e F. proliferatum, due specie appartenenti al complesso 

Gibberella fujikuroi (Leslie et al., 2006), sintetizzano principalmente le fumonisine del 

gruppo B (FB1, FB2, FB3, FB4). Di questi quattro metaboliti, FB1 di norma rappresenta 

dal 70% all’ 80% del contenuto totale di fumonisina, FB2 dal 15% al 25%, FB3 dal 3% 

all’8%, e infine FB4 una percentuale ancora più bassa (Rheeder et al., 2002). 

Dal punto di vista della struttura chimica le fumonisine sono diesteri dell’acido 

tricarballilico e polialcoli costituiti da una lunga catena idrocarburica idrossilata 

contenente gruppi metile e amminoacidici. L’elevata tossicità della FB1 pare sia dovuta 

alla somiglianza con la struttura della sfingosina, componente della membrana 

sfingolipidica che esplica un importante ruolo in numerose funzioni cellulari, a livello di 

crescita, di differenziazione cellulare e di trasmissione degli impulsi nel sistema nervoso 

(Butchko, 2006). La fumonisina B1 inibisce un enzima chiave del metabolismo degli 

sfingolipidi noto come N-acil-transferasi che è implicato nella conversione della 

sfingosina e sfingamina a ceramidi che vengono successivamente trasformati in 

sfingolipidi complessi (Butchko et al., 2006). 

I tenori massimi di fumonisine presenti nei prodotti alimentari sono stati sanciti dal 

Regolamento (CE) n° 1126/2007 (Tabella 2). Le fumonisine sono correlate ad una vasta 

gamma di problemi di salute umana e animale. Nell’uomo se ingerita in quantità elevate 

la fumonisina B1 rappresenta uno dei fattori che contribuiscono alla comparsa del 

cancro esofageo, mentre se somministrata agli animali può causare neurotossicosi letale 

agli equini (sindrome encefalica caratteristica della leucoencefalomalacia equina 

ELEM), comparsa di tumori del fegato e dei reni ai ratti, edema polmonare nei maiali, 

epatiti e immunodeficienza nei bovini e nelle specie aviarie (Desjardins, 2006). 
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Tabella 2. Limiti massimi ammessi per le fumonisine di tipo B1 e B2 nei prodotti alimentari 

secondo il Regolamento (CE) 1126/2007 (Tratto da: Gazzetta ufficiale dell’Unione Europea L 

255/15 del 29/9/2007). 

2.6 Fumonisine (Somma di B1 e B2) 
Tenori massimi 

(μg/kg) (ppb) 

2.6.1 
Granoturco non trasformato, ad eccezione del granoturco non 

trasformato destinato alla molitura ad umido (*) 
4000 

2.6.2 

Granoturco destinato al consumo umano diretto, prodotti a base di 

granoturco destinati al consumo umano diretto, ad eccezione degli 

alimenti elencati ai punti 2.6.3 e 2.6.4 

1000 

2.6.3 Cereali da colazione e merende a base di granoturco 800 

2.6.4 
Alimenti a base di granoturco trasformato e altri alimenti destinati ai 
lattanti e ai bambini  

200 

2.6.5 

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni > 500 micron di 

cui al codice NC 1103 13 o 1103 20 40 e altri prodotti della molitura 

del granoturco non destinati al consumo umano diretto di dimensioni > 

500 micron di cui al codice NC 1904 10 10 

1400 

2.6.6 

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni ≤ 500 micron di 

cui al codice NC 1102 20 e altri prodotti della molitura del granoturco 

non destinati al consumo umano diretto di dimensioni ≤ 500 micron di 

cui al codice NC 1904 10 10 

2000 

(*) L’esenzione si applica unicamente al granoturco per il quale è chiaro, attraverso ad esempio 

l’etichettatura e la destinazione, che è destinato unicamente alla molitura ad umido (produzione di 

amido). 

 

1.5.2 Zearalenone 

Lo Zearalenone appartiene alla famiglia degli estrogeni e chimicamente è un lattone 

dell’acido resorcilico (Urry et al., 1966), di solito più abbondante su mais che su 

frumento orzo e sorgo (Kuiper-Goodman et al., 1987). F. graminearum è stato il primo 

organismo produttore studiato (Stob et al., 1962). È sintetizzato anche da altre specie 

appartenenti al genere Fusarium (F. culmorum, F. crookwellense, F. equiseti e F. 

semitectum) in condizioni di elevata umidità e temperatura compresa tra 10° e 30°C. 

Questo composto non presenta una tossicità acuta ma ha una azione estrogeno-simile e 

può causare sterilità nell’uomo e negli animali. Nei suini, animali particolarmente 

sensibili allo zearalenone, è responsabile di iperestrismo mentre nei bovini e nelle 

specie aviarie di ipofertilità (Desjardins et al., 2001). Infatti i suoi principali metaboliti 

(α-zearalenone e β-zearalenone) hanno una elevata affinità con i recettori degli 
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estrogeni epatici, uterini, mammari e ipotalamici con conseguenti effetti anabolici e 

uterotrofici (Coulombe, 1993). Dopo l’ingestione dell’alimento infetto si può avere una 

conversione dell’epimero α in quello β e viceversa. Il metabolita α-zearalenone ha una 

attività ormono-simile 4-5 volte superiore alla forma β e predomina nei suini, mentre 

nei polli le due forme si equivalgono (Hagler et al., 1979). 

La quantità massima di zearalenone negli alimenti è regolamentata secondo il 

Regolamento (CE) n° 1881/2006 poi modificato dal Regolamento (CE) n° 1126/2007 

(Tabella 3).  

Negli ultimi anni sono stati ideati efficienti sistemi di detossificazione enzimatica dello 

zearalenone grazie all’identificazione del gene zhd101 isolato da Clonostachys rosea 

mediante tecnologie transgeniche (Takahashi-Ando et al., 2002; Takahashi-Ando et al., 

2004; Igawa et al., 2007). Il gene zhd101 a pH alcalino converte la micotossina 

estrogena in 1-(3,5-dihydroxy-phenyl)-10’-hydroxy-1’-undecen-6’-one non estrogeno 

(Kakeya et al., 2002). 

 

 

Tabella 3: Limiti massimi ammessi per lo zearalenone nei prodotti alimentari secondo il 

Regolamento (CE) 1126/2007 (Tratto da: Gazzetta ufficiale dell’unione Europea L 255/15 del 
29/9/2007). 

2.5 Zearalenone 
Tenori massimi 

(μg/kg) (ppb) 

2.5.1 Cereali non trasformati diversi dal granoturco 100 

2.5.2 
Granoturco non trasformato ad eccezione del granoturco non 

trasformato destinato alla molitura ad umido (*) 350 

2.5.3 

Cereali destinati al consumo umano diretto, farina di cereali, crusca e 

germe come prodotto finito commercializzato per il consumo umano 

diretto ì, eccetto i prodotti alimentari di cui ai punti 2.5.6, 2.5.7, 2.5.8, 

2.5.9, 2.5.10 

75 

2.5.4 Olio di granoturco raffinato 400 

2.5.5 

Pane (compresi piccoli prodotti da forno), prodotti della pasticceria, 

biscotteria, merende a base di cereali e cereali da colazione, esclusi le 

merende a base di granoturco e i cereali da colazione a base di 

granoturco 

50 

2.5.6 
Granoturco destinato al consumo umano diretto, merende a base di 

granoturco e cereali da colazione a base di granoturco 
100 
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Segue dalla pagina precedente 

2.5 Zearalenone 
Tenori massimi 

(μg/kg) (ppb) 

2.5.7 
Alimenti a base di cereali trasformati (esclusi quelli a base di 

granoturco) e altri alimenti destinati ai lattanti e ai bambini  
20 

2.5.8 
Alimenti a base di granoturco trasformato destinati ai lattanti e ai 

bambini  
20 

2.5.9 

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni > 500 micron di 

cui al codice NC 1103 13 o 1103 20 40 e altri prodotti della molitura 

del granoturco non destinati al consumo umano diretto di dimensioni > 

500 micron di cui al codice NC 1904 10 10 

200 

2.5.10 

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni ≤ 500 micron di 

cui al codice NC 1102 20 e altri prodotti della molitura del granoturco 

non destinati al consumo umano diretto di dimensioni ≤ 500 micron di 

cui al codice NC 1904 10 10 

300 

(*) L’esenzione si applica unicamente al granoturco per il quale è chiaro, attraverso ad esempio 

l’etichettatura e la destinazione, che è destinato unicamente alla molitura ad umido (produzione di 

amido). 

 

1.5.3 I tricoteceni 

I tricoteceni sono un gruppo di micotossine prodotte da specie fungine appartenenti ai 

generi: Fusarium, Myrothecium, Trichothecium, Trichoderma, Cephalosporium, 

Cylindrocarpon e Stachybotrys (Ueno, 1989; Buck and Cote, 1991). Dal punto di vista 

chimico i tricoteceni sono sesquiterpeni epossidici e la loro tossicità è dovuta al gruppo 

epossidico (Organizzazione mondiale della sanità, WHO 1990). I tricoteceni prodotti da 

Fusarium sono diffusi in tutte le aree cerealicole del mondo e vengono 

schematicamente suddivisi in due gruppi (A e B) (Figura 5). Il gruppo A comprende le 

tossine T-2, HT-2, AcetilT-2, Diacetossilscirpenolo (DAS), 15 Acetossilscirpenolo, 

Neosolaniolo (NEO) e sono caratterizzati dalla presenza in C-8 di un gruppo funziale 

diverso da un chetone (Koch, 2004). Il gruppo B comprende Deossinivalenolo (DON), 

Nivalenolo (NIV), 3-AcetilDON, 15-AcetilDON, Fusarenone X e sono caratterizzati da 

un gruppo carbonilico in posizione C-8 (Koch, 2004). 

F. equiseti, F. poae e F. sporotrichoides producono tricoteceni di tipo A mentre F. 

culmorum e F. graminearum sono le specie fungine più rilevanti per la produzione di 

tricoteceni di tipo B (Joseph et al., 2004). 
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I tricoteceni sono tossine termoresistenti e fotoresistenti che inducono effetti tossici 

acuti nell’uomo e negli animali e sono capaci di inibire la sintesi proteica negli eucarioti 

e di causare fenomeni apoptotici sia in vitro che in vivo in vari organi (Yang et al., 

2000; Pae et al., 2003; Poapolathep et al., 2002). 

La tossicità acuta dei tricoteceni è caratterizzata da: disturbi gastrointestinali come 

vomito, diarrea e infiammazione delle mucose dello stomaco dell’intestino tenue e della 

bocca, irritazioni cutanee, inappetenza e rifiuto dell’alimento, effetti immunomodulatori 

che vanno dalla soppressione alla stimolazione del sistema immunitario, aborto, 

emorragie, anemia e leucopenia, febbre, mal di testa, dispnea, vertigini, cancro (Zöllner 

et al., 2006; Cavret e Lecoeur, 2006; Pestka e Smolinski, 2005; Sakai et al., 2007). 

Invece, il livello di tossicità è determinato in funzione al tempo in cui il soggetto 

rimane, a contatto con la tossina, dall’età e dallo stato nutrizionale del soggetto, dal tipo 

di tossina e dalla dose di tossina assimilata (Prelusky et al., 1994). 

In alcuni casi, i tricoteceni hanno un ruolo importante nel condizionare l’aggressività 

dei funghi patogeni (per esempio alcune specie del genere Fusarium) nei confronti delle 

piante ospiti (Proctor et al., 2002; Bai et al., 2002; Hestbjerg et al., 2002; Mesterhazy et 

al., 2002). 

Il deossinivalenolo e la tossina T-2 sono i principali tricoteceni ritrovati come 

contaminanti naturali su numerosi prodotti agricoli e alimenti commerciali (Sudakin, 

2003). 

 

Deossinivalenolo. I ricercatori Giapponesi sono stati i primi a isolare il 

deossinivalenolo (“Rd-toxin”) da piante di orzo infettate da funghi appartenenti al 

genere Fusarium (Moorooka et al., 1972). Poco dopo anche i ricercatori statunitesi 

avevano isolato la stessa tossina da piante di mais e di frumento infettate da F. 

graminearum e F. culmorum classificandola con il nome di “vomitoxin” per la sua 

capacità di causare emesi nei suini (Vesonder et al., 1973, Greenhalgh et al., 1986). 

Il deossinivalenolo (DON), noto appunto come vomitossina, si riscontra maggiormente 

in campo nelle colture cerealicole infette insieme ad un’altra tossina, lo zearalenone, 

dato che possiedono le medesime condizioni di sviluppo. Se le condizioni ambientali 

rimangono favorevoli è possibile isolare il deossinivalenolo dalle granaglie 

immagazzianate, dai mangimi, dagli insilati, e dal fieno ma anche dai prodotti da forno 
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(pane, biscotti, merendine, cereali da colazione, fette biscottate, etc.) in quanto è molto 

resistente al calore (Bottalico e Perrone, 2002).  

Può avere nei mammiferi effetti neurotossici e immunotossici ed è responsabile di 

sindromi emetiche e anoressiche negli allevamenti zootecnici (in particolar modo quelli 

suini) (Eriksen e Pettersson, 2004a). I tenori massimi stabiliti nel Regolamento (CE) 

n°1126/2007 (Tabella 4) per il DON sono: 1250 (µg/kg) per il grano tenero e 1750 

(µg/kg) per il grano duro. 

 

 

Tabella 4: Limiti massimi ammessi per le principali tossine prodotte dal genere Fusarium nei 
prodotti alimentari secondo il Regolamento (CE) 1126/2007 (Tratto da: Gazzetta ufficiale 

dell’unione Europea L 255/15 del 29/9/2007). 

2.4 Deossinivalenolo  
Tenori massimi 

(μg/kg) (ppb) 

2.4.1 Cereali non trasformati diversi da grano duro, avena e granturco  1.250 

2.4.2 Grano duro e avena non trasformati  1.750 

2.4.3 
Granturco non trasformato ad eccezione del granoturco non trasformato 

destinato alla molitura ad umido (*) 
1.750 1 

2.4.4 

Cereali destinati al consumo umano diretto, farina di cereali, crusca e 

germe come prodotto finito commercializzato per il consumo umano 

diretto, eccetto i prodotti alimentari di cui ai punti 2.4.7, 2.4.8 e 2.4.9 

750 

2.4.5 Pasta (secca) 750 

2.4.6 
Pane (compresi piccoli prodotti da forno), prodotti della pasticceria, 

biscotteria, merende a base di cereali e cereali da colazione 
500 

2.4.7 
Alimenti a base di cereali e altri alimenti destinati ai lattanti e ai 

bambini 
200 

2.4.8 

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni > 500 micron di 
cui al codice NC 1103 13 o 1103 20 40 e altri prodotti della molitura 

del granoturco non destinati al consumo umano diretto di dimensioni > 

500 micron di cui al codice NC 1904 10 10 

750 

2.4.9 

Frazioni della molitura del granoturco di dimensioni ≤ 500 micron di 

cui al codice NC 1102 20 e altri prodotti della molitura del granoturco 

non destinati al consumo umano diretto di dimensioni ≤ 500 micron di 

cui al codice NC 1904 10 10 

1250 

(*) L’esenzione si applica unicamente al granoturco per il quale è chiaro, attraverso ad esempio 

l’etichettatura e la destinazione, che è destinato unicamente alla molitura ad umido (produzione di amido). 
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Figura 5. Formula di struttura dei tricoteceni del gruppo A e del gruppo B (Tratto da: Kock, 

2004). 

 

Nivalenolo. Il nivalenolo (NIV) è stato isolato per la prima volta dal fungo F. nivale, 

(Tatsuno et al. 1968; Ueno et al., 1970). Successivamente, nel 1984, Marasas et al. 

hanno dimostrato che si trattava di un errore di identificazione in quanto era un ceppo 

atipico di F sporotrichioides. Infatti, il F. nivale oggi noto come Microdochium nivale 

non produce tricoteceni. Tuttavia le specie maggiori produttrici di questa tossina sono 

F. graminearum, F. crookwellense e F. culmorum (Miller et al., 1991). Ceppi di F. 

graminearum produttori di NIV sono stati frequentemente isolati in Giappone, Australia 

e Nuova Zelanda (Blaney e Williams, 1991) e in Italia (Logrieco et al., 1988; Miller et 

al., 1991; Logrieco et al., 2002). Recentemente, anche nelle aree cerealicole della 

Louisiana sono stati isolati, in alta percentuale (79%), ceppi di F. graminearum 

produttori della tossina nivalenolo (Gale et al., 2011).  

Uomini e animali vengono a diretto contatto con la tossina principalmente con 

l’alimentazione e sono affetti da emorragia polmonare e celebrale, vomito, diarrea e 

danni dovuti all’inibizione della sintesi proteica e del DNA, sintomi molto simili a 

quelli causati dal deossinivalenolo. Infatti, alcuni studi (Eriksen et al., 2004b) hanno 

dimostrato che DON e NIV presentano la medesima citotossicità mentre da analisi 

condotte nel 2004 da Minervini et al. è emerso addirittura che NIV può avere una 

maggiore tossicità rispetto a DON. 

 

Tossina T-2. La tossina T-2 è molto pericolosa per la salute umana e animale in quanto 

ha una tossicità acuta e cronica superiore a tutte le altre tossine appartenenti al gruppo 

dei tricoteceni. Se si verificano le condizioni ambientali favorevoli la tossina T-2 viene 
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isolata in campo ma persiste durante le fasi di post-raccolta e stoccaggio. Gli effetti 

tossici consistono nella progressiva riduzione dello stimolo alimentare, diarrea, vomito 

emorragie multiple, danni epatici, gravi irritazioni cutanee, attività citotossica, 

immunosoppressiva, neurotossica e antimitotica. Una grave micotossicosi dell’uomo è 

la leucopenia tossica alimentare (ATA) che ha causato la morte di centinaia di persone 

nell’Europa orientale soprattutto durante i periodi bellici per il consumo di cereali 

ammuffiti. Il decorso della malattia alcuni giorni dopo l’ingestione di alimenti 

contaminati dalla micotossina può essere così schematicamente suddiviso: 

infiammazione della mucosa gastrica intestinale seguita da nausa, vomito, diarrea, forti 

dolori addominali, febbre, lesioni della cavità orale, laringiti e faringiti necrotiche con 

conseguente strozzatura della laringe (Joffe, 1971). 

 

1.5.4 La biosintesi dei tricoteceni 

La biosintesi dei tricoteceni richiede oltre 15 passaggi enzimatici e inizia con la 

formazione del tricodiene mediante la ciclizzazione del farnesil pirofosfato. 

Successivamente, il tricodiene subisce una serie di passaggi di ossigenazione, 

ciclizzazione, isomerizzazione ed esterificazione fino alla sintesi dei tricoteceni 

bioattivi, come il deossinivalenolo, le sue due forme acetilate e il nivalenolo (Desjardins 

et al., 1993).  

In G. zeae e nella specie affine Fusarium sporotrichioides, gli enzimi responsabili della 

biosintesi dei tricoteceni sono codificati da geni distribuiti in tre loci: 12 geni del cluster 

TRI, il locus del singolo gene TRI101e il locus dei due geni TRI1-TRI16. Il cluster TRI, 

composto da TRI3, TRI4, TRI5 e altri nove geni, codifica il maggior numero di enzimi 

necessari per la biosintesi dei tricoteceni. Il cluster TRI codifica anche le proteine che 

regolano l’espressione dei geni cluster e le proteine coinvolte nel trasporto delle 

micotossine attraverso la membrana cellulare. Il gene TRI101 codifica la proteina 

preposta all’acetilazione dell’ossigeno in C-3 dei tricoteceni e questa reazione ne riduce 

notevolmente la tossicità (Alexander et al., 2009). 

Nostri studi hanno dimostrato che anche in F. culmorum la regione genica composta da 

TRI4-TRI5-TRI6 (7.6 Kb) ottenuta da un ceppo virulento di F. culmorum ha confermato 

lo stesso tipo di organizzazione (Scherm et al., 2011). 
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TRI5, il primo gene biosintetico identificato in F. sporotrichioides, codifica l’enzima 

tricodiene sintetasi (Hohn e Beremand, 1989). In G. zeae, la funzione di TRI5 è stata 

determinata attraverso esperimenti di trasformazione mediante “gene disruption”, dove 

si è riscontrato che i mutanti non sono in grado di compiere il primo passo della via 

biosintetica, e pertanto sono incapaci di produrre deossinivalenolo o i suoi precursori 

intermedi (Hohn e Desjardins, 1992; Proctor et al., 1995). Solitamente questi mutanti 

hanno una ridotta virulenza su frumento (Harris et al., 1999; Maier et al., 2006). 

L’espressione dei geni TRI del cluster è mediata da geni regolatori TRI6 e TRI10, infatti 

una loro inattivazione, riduce o azzera l’espressione degli altri geni TRI, blocca la 

produzione di tricoteceni e riduce sensibilmente la virulenza (Peplow et al., 2003; Tag et 

al., 2001; Seong et al., 2009).  

In particolare il gene TRI6 codifica un fattore di trascrizione di tipo Cys2-His2 che si 

lega alle regioni promotrici dei geni cluster TRI, incluso TRI5, e anche i geni TRI11, 

TRI6 e TRI10. Inoltre può regolare positivamente l’espressione di alcuni geni coinvolti 

nel metabolismo primario e nella formazione degli isoprenoidi, precursori dei 

tricoteceni (Alexander et al., 2009). Recentemente, abbiamo dimostrato come il 

silenziamento del gene TRI6 possa portare alla mancata espressione del gene TRI5 e al 

conseguente azzeramento della produzione di tricoteceni in F. culmorum (Scherm et al., 

2011).  

Le ricerche sul processo biosintetico di queste micotossine, sull’organizzazione e 

funzione dei geni preposti alla biosintesi dei tricoteceni e sul ruolo che i tricoteceni 

svolgono nel rapporto pianta-patogeno hanno identificato un potenziale obiettivo per 

aumentare la resistenza del grano a un maggior numero di malattie e per tenere sotto 

controllo il problema della contaminazione della cariosside da micotossine (Alexander 

et al., 2009). 

 

1.6 Tecniche conosciute per l’analisi del genoma nei funghi filamentosi 

In questi ultimi anni la ricerca ha dedicato molte delle sue attenzioni all’analisi 

funzionale del genoma dei principali funghi filamentosi e oomiceti implicati in 

molteplici processi di patogenicità e micotossigenicità nel settore agroalimentare. Lo 

sviluppo di vari sistemi di trasformazione e di tecniche di mutagenesi casuale e mirata 

hanno permesso di indagare sulla funzionalità e sulla manipolazione dell’espressione di 
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numerosi geni in un numero sempre più significativo di funghi filamentosi. Oggi, tutto 

questo ha portato alla conoscenza del genoma di alcune importanti specie fungine (per 

esempio: F. graminearum PH-1, F. oxysporum 4287 e Fusarium verticillioides 7600) e 

ad analisi di sequenziamento ancora in corso (F. culmorum UK99) 

(http://www.genomesonline.org/). 

Diversi approcci sono stati impiegati per l’ottenimento di trasformanti stabili e la loro 

scelta viene influenzata principalmente dalle caratteristiche del fungo. Un potenziale 

problema potrebbe essere la natura multinucleata dei funghi filamentosi, in quanto la 

presenza di più nuclei comporterebbe l’insorgere di confusione sia per i metodi basati 

sulla sostituzione genica sia per quelli di mutagenesi inserzionale. Entrambe, infatti, si 

basano sull’ottenimento di trasformanti omocariotici che hanno avuto origine da un 

singolo evento di mutazione e che permettono lo studio della funzione del gene 

bersaglio (Weld et al., 2006).  

Tra le principali tecniche di ingegneria genetica, impiegate per l’introduzione di geni di 

interesse nel genoma di un microrganismo (trasformazione), oggi applicabili anche ai 

funghi filamentosi, le più utilizzate sono: 

- trasformazione di protoplasti: I protoplasti insieme al DNA esogeno vengono 

lasciati incubare a temperatura ambiente per 15-30 minuti con polietilenglicole e CaCl2; 

componenti che incrementano la permeabilità della membrana cellulare e favoriscono 

l’ingresso del vettore/DNA all’interno della cellula (Lagin et al., 1990; Scherm et al., 

2011; Ruiz-Diez et al., 2002). 

- elettroporazione: metodo fisico che consente la trasformazione di protoplasti o di 

conidi in germinazione. I protoplasti/conidi sono sottoposti brevemente a un campo 

elettrico pulsante ad alta tensione che origina dei pori nella membrana cellulare 

facilitandone l’ingresso del DNA esogeno nel citoplasma. I micropori non causano 

gravi conseguenze alla cellula che in breve tempo reintegra la sua membrana cellulare 

(Chakraborty et al., 1991).  

- bombardamento biolistico: È stato introdotto da Klein et al. nel 1987 e 

successivamente adattato per la trasformazione di cellule fungine. Una microparticella 

di oro o tungsteno rivestita del DNA del vettore in cui è stato integrato il gene di 

interesse viene sparata nei tessuti fungini. Questo metodo è utilizzato soprattutto per 
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quei funghi in cui la produzione di protoplasti risulta essere particolarmente difficile 

anche per le scarse conoscenze riguardo la composizione della parete cellulare 

(Davidson et al., 2000). 

- Agrotrasformazione: Nel 1998 de Groot et al. hanno dimostrato con successo 

l’impiego di Agrobacterium tumefaciens nella trasformazione di funghi filamentosi 

(Agrobacterium-mediated transformation o AMT). Qualche anno dopo altri ricercatori 

hanno osservato la possibilità di applicare tale metodo anche per gli oomiceti e per la 

maggior parte dei funghi appartenenti alle classi Ascomycetes, Basidiomycetes, 

Zygomycetes tra i quali Agaricus bisporus, Calonectria morganii, Fusarium circinatum 

e Helminthosporium turcicum che difficilmente possono essere trasformati con i metodi 

convenzionali (Michielse et al., 2005a). AMT è una tecnica di trasformazione 

relativamente semplice e molto efficiente in quanto è possibile ottenere un elevata 

percentuale di trasformanti monocopia e può essere impiegata sia per mutagenesi mirata 

(sostituzione genica mediante ricombinazione omologa), da sola o in combinazione con 

i metodi convenzionali (NHEJ e TAGKO) (van Attikum et al., 2001 e Adachi et al., 

2002), sia per mutagenesi inserzionale casuale (Combier et al., 2003; Zeilenger et al., 

2004; Michielse et al., 2005b). 

Tuttavia esistono alcuni funghi recalcitranti a questo tipo di trasformazione quali ad 

esempio Sclerotinia sclerotium e Aspergillus niger dai quali non si sono ottenuti 

trasformanti o l’efficienza di trasformazione era troppo bassa (Rolland et al., 2003; 

Michielse et al., 2005a). 

In questo progetto di dottorato è stata valutata l’efficacia del gene silencing, del gene 

knock-out mediante ricombinazione omologa e del transposon tagging nel background 

genetico di F. culmorum. Nei paragrafi successivi ho riportato schematicamente i 

principi base di ciascuna tecnica. 

 

1.6.1 Gene silencing 

Il primo meccanismo di silenziamento genico nei funghi filamentosi, conosciuto come 

“quelling” è stato scoperto da Romano e Macino nel 1992 in Neurospora crassa. Da 

allora Neurospora crassa è stato il principale modello di studio nei funghi filamentosi 

per la comprensione dei meccanismi di funzionamento dell’RNA interference (RNAi). 

In planta tale fenomeno fu denominato “co-suppression” in quanto l’introduzione di un 
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transgene con lo scopo di ottenere un aumento dell’espressione di un determinato gene 

ha portato alla soppressione sia del transgene che del gene endogeno con conseguente 

riduzione dell’espressione genica (Napoli et al., 1990; van der Krol et al., 1990; Smith 

et al., 1990). Un caso analogo è stato osservato qualche anno più tardi anche nel 

nematode Caenorhabditis elegans (Fire et al., 1998). In un primo momento si pensava 

che l’RNA interference (RNAi) fosse solo un sistema di difesa della cellula da acidi 

nucleici esogeni ma in realtà svolge un ruolo ben più complesso nella biosintesi di molti 

RNA cellulari e in numerosi processi di regolazione dell’espressione genica sia a livello 

trascrizionale che post trascrizionale (Nakayashiki et al., 2008; Li et al., 2010). 

L’inattivazione genica post trascrizionale è un processo altamente specifico mediato da 

RNAs a doppio filamento (dsRNAs), omologhi alla sequenza bersaglio, che vengono 

digeriti in frammenti di lunghezza minore di circa 21-25bp (sRNAs) da una 

endoribonucleasi chiamata DICER appartenente alla famiglia delle RNAsiIII (Bernstein 

et al., 2001). Il breve frammento di dsRNA detto short interfering RNA (siRNA) viene 

incorporato da un complesso multiproteico e insieme formano il RISC (RNA-induced 

silencing complex). Solo il filamento antisenso dell’siRNA rimane associato al 

complesso proteico RISC e funge da stampo per l’individuazione e degradazione 

dell’RNA messaggero (mRNA) complementare. L’mRNA messaggero viene tagliato in 

corrispondenza dei residui appaiati con i nucleotidi 10 e 11 dell’siRNA e 

successivamente degradato da esonucleasi mentre l’siRNA viene convertito in dsRNA 

grazie all’azione delle proteine RdRp (RNA-dependent RNA polimerasi ) (Weld et al., 

2006; Hammond et al., 2000; Hutvagner et al., 2002). 

E’ stato recentemente dimostrato che inverted repeat transgene (IRT) sono degli 

efficienti attivatori di siRNA in diverse specie fungine. Presumibilmente, IRT produce 

hpRNA che viene digerito in siRNA da una RNAsiIII, attivando così il silenziamento 

dell’RNA di geni endogeni bersaglio che sono complementari alle sequenze contenute 

nel hpRNA (Hammond e Keller, 2005). L’IRT è costituita da una sequenza genica 

ripetuta montata in direzione senso e antisenso (circa 500bp) interrotta da uno 

spaziatore di circa 250 bp (Goldoni et al., 2004). 

Nel 2005, ad opera di un gruppo di ricerca statunitense coordinato dalla Professoressa 

Nancy Keller, è stata dimostrata la possibilità di inibire la produzione di DON 

attraverso il silenziamento genico con IRT contenente la sequenza codificante del gene 
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regolatore TRI6 di Gibberella zeae separata da un frammento del gene eterologo green 

fluorescent protein (gfp) sotto il controllo di un promotore costitutivo forte 

glicerolofosfatodeidrogenasi di Aspergillus nidulans (gpdA). Un approccio analogo è 

stato eseguito da noi su F. culmorum e i risultati, da poco pubblicati sulla rivista 

Molecular Plant Pathology (Scherm et al., 2011), sono presentati nel capitolo 

successivo. 

Il gene silencing, genericamente conosciuto come knock-down necessita di poche 

informazioni sulla sequenza del gene bersaglio ma causa solo una parziale riduzione 

dell’espressione genica rispetto al gene knock-out (Nakayashiki et al., 2008). 

 

1.6.2 Gene knock-out mediante ricombinazione omologa 

Gene knock-out è una tecnica di mutagenesi inserzionale mirata che permette 

l’inattivazione del gene bersaglio mediante la sostituzione del gene wild-type con il 

gene che codifica un marker di selezione o con lo stesso gene ma mutato. La 

sostituzione può interessare anche la regione promotrice di un gene. Successive analisi 

fenotipiche dell’organismo mutato consentono di determinare la funzione del gene 

sostituito in quel determinato contesto genomico. Nei funghi filamentosi la sostituzione 

genica avviene mediante ricombinazione omologa e affinché la trasformazione vada a 

buon fine la sequenza omologa dovrebbe avere dimensioni di almeno 1 kb ma 

soprattutto dovrebbe presentare una altissima percentuale di omologia. Infatti con 

questo sistema non manca la formazione di falsi positivi (detti trasformanti ectopici) che 

si ottengono dall’integrazione di una porzione del costrutto (Zhang et al., 2009). Il 

costrutto genico può essere realizzato mediante due strategie: overlap PCR (per esempio 

split marker recombination; Catlett et al., 2003) o ligation-mediated PCR. Le 

dimensioni della sequenza omologa, il livello di omologia, il metodo di trasformazione 

adottato e la posizione nel genoma del gene bersaglio sono tra i principali fattori che 

influenzano l’efficacia del gene disruption o replacement (Weld et al., 2006). 

 

1.6.3 Transposon Tagging 

La mutagenesi inserzionale mediante trasposoni (Transposon Tagging) è oggi possibile 

grazie alla scoperta di elementi trasponibili (TEs) attivi nel genoma di funghi 

filamentosi in grado di trasporre in sistemi eterologhi (Daboussi e Capy, 2003). Risale 
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al 1989 la prima identificazione di elementi trasponibili nei funghi e precisamente nel 

lievito Saccharomyces cerevisiae (Boeke, 1989). La loro identificazione è stata 

possibile attraverso 4 diverse strategie: 1) Caratterizzazione di sequenze ripetute sparse 

nel genoma; 2) Inattivazione spontanea dei geni clonati; 3) Costruzione di 

oligonucleotidi degenerati dei domini conservati della trascrittasi inversa e della 

transposasi; 4) Impiego di sonde eterologhe in esperimenti di ibridazione (de Lima 

Fávaro et al., 2005). I TEs sono in grado di muoversi nel genoma e di inserirsi in nuove 

locazioni cromosomiche e vengono classificati in base alla modalità di trasposizione e 

alla loro struttura in tre classi (Finnegan, 1989). 

La classe I comprende tutti gli elementi che traspongono mediante trascrizione inversa 

di un intermedio a RNA, sono perciò chiamati retrotrasposoni e traspongono secondo un 

meccanismo di “copia e incolla”. Questa classe può essere suddivisa in due sottoclassi: 

LTR (long terminal direct repeats) retroelements che hanno una struttura simile ai 

retrovirus e sono caratterizzati da una lunga sequenza terminale ripetuta di circa 334 bp 

(vi appartengono le famiglie Ty3 e Ty1/copia) e i non-LTR che mancano di un 

promotore forte alle estremità e sono a loro volta distinti in LINEs (Long interspersed 

elements) e SINEs (short interspersed elements). 

La classe II comprende tutti gli elementi che possiedono alle estremità 5’ e 3’ sequenze 

terminali ripetute e invertite, di lunghezza variabile a seconda dell’elemento (ITR ), che 

traspongono mediante meccanismo di “taglia e incolla” da cromosoma a cromosoma. 

Le ITR codificano per la trasposasi, l’enzima necessario per la mobilità del trasposone 

nel genoma. Questa classe è suddivisa in due sottoclassi in funzione della presenza del 

dominio DDE (sottoclasse I) o della sua assenza (sottoclasse II). Il dominio proteico 

DDE svolge una funzione indispensabile per la catalisi della trasposasi (Capy et al., 

1997). Alla sottoclasse I appartiene la superfamiglia Tcl/mariner (probabilmente la più 

diffusa in natura Plasterk et al., 1999) che a sua volta è suddivisa nelle famiglie Tc1, 

mariner, Ant1 e pogo (Emmons et al., 1983; Jacobson et al., 1986, Robertson et al., 

2002). In genere sono lunghi 1.3–2.4 kb con ITR di circa 24-30 bp e si inseriscono in 

corrispondenza del dinucleotide TA che viene duplicato durante la loro reinserzione in 

differenti loci cromosomali. Gli elementi Fot1 e impala sono tra i principali trasposoni 

ad essere annoverati in questa superfamiglia (Daboussi et al., 1992; Hua-Van et al., 

1998; Daboussi e Capy, 2003). 
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Alla sottoclasse II appartengono le superfamiglie hAT , Mutator e MITEs.  

La superfamiglia hAT comprende gli elementi hobo di Drosophila, Ac di mais e Tam3 

della bocca di leone che sono molto frequenti nei funghi (sia Ascomiceti che 

basidiomiceti). Alcune caratteristiche peculiari che li contraddistinguono sono le ITR 

corte, la duplicazione del sito di inserzione di 8 bp subterminali e l’omologia di sequenza 

nella regione C-terminale della trasposasi (Calvi et al., 1991; Kempken et al., 2001).  

Nella superfamiglia Mutator è stato recentemente scoperto nel genoma di F. oxysporum 

l’elemento fungino hop; ciò ha suscitato grande interesse in quanto, prima, gli unici 

elementi facenti parte di questa superfamiglia erano stati riscontrati nelle piante, 

soprattutto nel mais (Chalvet et al., 2003). Essi sono costituiti da ITR lunghe circa 200 

bp e si contraddistinguono per la duplicazione di 9 bp durante la reinserzione (Daboussi 

e Capy, 2003). Infine la superfamiglia MITEs (“miniature inverted-repeat transposable 

elements”) annovera elementi trasponibili di piccole dimensioni (100-500 bp) ma non 

autonomi in quanto sono privi del gene che codifica per la trasposasi. Inizialmente 

questi trasposoni sono stati isolati in piante e successivamente in una vasta gamma di 

organismi, funghi compresi (Bureau e Wessler, 1992; Casacuberta et al., 1998; Yeadon e 

Catcheside, 1995). È stato dimostrato che questi elementi possono essere mobilizzati da 

fonti di trasposasi esogene appartenti alla superfamiglia Tc1-mariner grazie alla 

similarità delle sequenze ripetute (ITR) (Feschottes et al., 2002). Nel 2000 Hua-Van et 

al. hanno identificato in F. oxysporum l’elemento non autonomo mimp1 che presenta 

sequenze ITR analoghe a quelle di impala (elemento trasponibile della superfamiglia 

Tc1/mariner). 

Sulla base di queste informazioni è stato messo appunto un sistema di mutagenesi 

inserzionale a doppia componente mimp1/impala in F. graminearum, dove mimp1 si 

reinseriva con una frequenza molto alta (83-91%), preferenzialmente all'interno o in 

prossimità di geni (Dufresne et al., 2007; Dufresne et al., 2008). 

La tecnica del transposon tagging si basa sull’ottenimento di un fenotipo mutante a 

seguito dell’inserzione di un trasposone nella regione promotrice o nella regione 

codificante di un gene. Il DNA inserito, oltre a creare la mutazione, “etichetta” il gene 

di interesse permettendone una più facile identificazione (Zhang et al., 2008). La 

conoscenza delle sequenze fiancheggianti il trasposone mediante approcci PCR (TAIL-

PCR, iPCR, splinkerette-PCR) consentono di identificare il gene di interesse (Daboussi, 
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1996). Il principale vantaggio di questo metodo è che possono essere clonati geni la cui 

funzione non è nota e pertanto può essere considerato come un metodo efficace da 

utilizzare per il sequenziamento di genomi non ancora conosciuti. Idealmente sistemi di 

questo genere dovrebbero avere un elevata efficienza di trasformazione che consenta la 

formazione di una cospicua libreria genica di trasformanti possibilmente monocopia, in 

altre parole che hanno inserito nel loro genoma solo una singola copia del costrutto di 

DNA esogeno. È necessario che siano monocopia per una più semplice identificazione 

del sito di reinserzione dell’elemento trasponibile. Inoltre i trasformanti ottenuti devono 

possedere un elevata frequenza di escissione seguita da un altrettanto efficiente 

meccanismo di reinserzione (Weld et al., 2006). 
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2. Scopo del lavoro 

Nel delineare quale è lo scopo del presente progetto di tesi di dottorato è bene 

sottolineare il motivo per cui abbiamo focalizzato la nostra attenzione sul fungo 

ubiquitario F. culmorum. Innanzitutto, è uno dei più importanti patogeni dei cereali 

maggiormente presenti nei nostri areali ma, soprattutto, perché al momento attuale il 

genoma di F. culmorum è ancora in fase di sequenziamento. Sulla base dei dati finora 

ottenuti, il numero di geni presenti nel suo genoma è stimato superiore a 10.000, 

distribuiti su 5 cromosomi. Per esplorare il genoma di F. culmorum abbiamo deciso di 

seguire tre approcci complementari tra loro: 

 Gene silencing: Attualmente nulla o molto poco si conosce circa i determinanti 

della patogenicità o al ruolo del deossinivalenolo sulla sua virulenza. La 

caratterizzazione dei geni implicati nel processo infettivo e nella produzione di 

micotossine è essenziale per lo sviluppo di nuovi metodi di lotta contro queste 

malattie, quali l’ottenimento di varietà di cereali resistenti, o la sintesi di nuove 

molecole target per lo sviluppo di fitofarmaci ad azione selettiva e a basso 

impatto ambientale in grado di inattivare il processo patogenico/micotossigenico 

o in grado di stimolare le reazioni di difesa della pianta ospite in programmi di 

lotta biologica. Duplice è stato il nostro obiettivo: primo saggiare l’efficacia di 

un IRT-TRI6 di F. culmorum e, secondo, valutare se l’alterazione del pathway 

biosintetico dei tricoteceni avesse un effetto sull’aggressività del “mal del 

piede”, malattia causata dal patogeno su semenzali di frumento duro. 

 Gene knock-out: Il nostro scopo è stato quello di determinare i ruoli chiave in 

cui era coinvolto il gene stuA nel genoma di F. culmorum. Dalla letteratura si 

conosce che il gene stuA rappresenta un importante fattore di trascrizione 

fondamentale nel controllo e nella regolazione dei principali processi di sviluppo 

nei funghi ascomiceti. Il gene stuA contiene un dominio APSES di origine 

virale, specifico per i funghi, di circa 100 amminoacidi, altamente conservato e 

ha una struttura ad elica-ansa-elica. Dato il diverso ruolo svolto dal gene stuA in 

F. graminearum e F oxysporum nel controllo della patogenicità, abbiamo inteso 

comprendere quale potesse essere la funzione di questo gene in un sistema di 
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patogenicità non ancora studiato, il marciume basale del colletto, e se fosse o 

meno in grado di regolarne la virulenza e la micotossigenicità.  

 Transposon tagging: Questo approccio è reso possibile dalla scoperta di elementi 

trasponibili attivi nei funghi filamentosi da parte del gruppo di ricerca francese 

coordinato dalla Professoressa Marie-Josée Daboussi. Il nostro obiettivo è stato 

quello di valutare l’efficacia di un sistema di mutagenesi inserzionale a doppia 

componente basato sull’elemento trasponibile eterologo non autonomo mimp1 di 

F. oxysporum, trans-mobilizzato da una fonte esogena di trasposasi (la trasposasi 

di impala). Questa scelta è stata dettata da una forte necessità di mettere a punto 

un metodo ad elevata efficienza (alto rendimento) per le analisi di genomica 

funzionale che permettano di caratterizzare geni coinvolti in differenti processi 

fisiologici e metabolici del fungo e di identificare regioni genomiche non ancora 

note. 
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CAPITOLO I 

IL SILENZIAMENTO GENICO NEL FUNGO FILAMENTOSO FUSARIUM CULMORUM  
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3.1 SINTESI 

Il gene TRI6 è uno dei 12 geni localizzati all’interno del cluster TRI coinvolto nella 

produzione di enzimi catalitici impiegati durante i processi del pathway biosintetico dei 

tricoteceni. In particolare codifica una “zinc finger-type DNA-binding protein” e svolge 

un ruolo cruciale nella modulazione ed espressione del gene TRI5 che regola il primo 

passaggio di biosintesi. Proprio per questo suo ruolo di gene regolatore e modulatore del 

gene TRI5 abbiamo rivolto la nostra attenzione al suo silenziamento mediante l’impiego 

di un vettore basato su un “Inverted Repeat Transgene” (IRT) contenente il gene 

endogeno TRI6 di F. culmorum. Il costrutto TRI6-IRT è costituito da due frammenti 

identici di circa 600 bp del gene TRI6 di F. culmorum posizionati in orientamento 

invertito su entrambi i lati dello spaziatore. Lo spaziatore è un frammento del gene 

eterologo green fluorescent protein (gfp) approssimativamente di 300 bp, inserito tra il 

promotore costitutivo gpdA di Aspergillus nidulans e il terminatore fungino trpC. Un 

ceppo altamente virulento di F. culmorum (MCf 21 wild-type) e un suo mutante (MCf 

21 nit1) per il gene della nitrato reduttasi da esso derivato (nia
-
) sono stati trasformati 

con i plasmidi pLRM13 e pUCH2-8 in cotrasformazione di protoplasti fungini con 

polietilenglicole e CaCl2. Il plasmide pLRM13 porta il costrutto TRI6-IRT, mentre 

pUCH2-8 contiene il gene di resistenza all’ igromicina hph (hygromycin B 

phosphotransferase) come marker di selezione. Oltre 50 trasformanti igromicina-

resistenti sono stati selezionati piastrando i protoplasti trasformati in Potato Dextrose 

Agar contenente 20% di saccarosio e 50 ppm di antibiotico (PDAS-H50). Inizialmente 

sono state valutate le principali caratteristiche fisiologiche dei trasformanti (produzione 

di conidi, pigmentazione, crescita su diversi terreni) e 8 trasformanti TRI6-IRT ottenuti 

dal ceppo selvaggio MCf 21 wild-type e 7 trasformanti TRI6-IRT ottenuti dal mutante 

nia
-
 MCf 21 nit1 sono stati selezionati per le successive analisi. Il pattern di integrazione 

è stato analizzato mediante Southern blotting per controllare se i trasformanti avessero 

integrato nel loro genoma il costrutto TRI6-IRT o se presentassero eventi di 

ricombinazione omologa con parziale delezione del gene TRI6 endogeno. Dall’analisi è 

risultato che solo in due casi c’è stata ricombinazione omologa con delezione parziale 

del gene endogeno, mentre nella maggior parte dei casi il costrutto TRI6-IRT si è 

integrato in una o più copie nel genoma, senza alterare la struttura del gene endogeno. 

L’espressione dei geni TRI6 e TRI5 è stata misurata mediante RT-PCR quantitativa e 
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nella maggior parte dei 18 trasformanti ottenuti si è osservato un intenso segnale di 

amplificazione, corrispondente ad uno smear di frammenti degradati del gene TRI6. Al 

contrario, l’espressione del gene TRI5 è risultata diminuita in confronto ai ceppi non 

trasformati. Sorprendentemente, quattro cotrasformanti hanno dimostrato una 

espressione del gene TRI5 significativamente aumentata. Questi risultati sono stati 

confermati anche dalle analisi northern blotting. Inoltre, a tale aumento è corrisposto un 

forte aumento (fino a 28 volte in più rispetto ai ceppi non trasformati) della produzione 

di deossinivalenolo (DON), misurata mediante analisi LC-MS presso l’Istituto di 

Chimica Biomolecolare del CNR di Sassari. Le prove di patogenicità hanno dimostrato 

il ruolo del DON nel determinare la virulenza del fungo, con riduzioni dell’indice di 

malattia pari al 40-80% in 9 ceppi silenziati. Tale correlazione è stata osservata anche 

per i quattro ceppi iperproduttori di DON, i quali hanno avuto una aumentata virulenza 

nei confronti della pianta ospite. Questo studio, da poco pubblicato sulla rivista 

Molecular Plant Pathology, ha dimostrato per la prima volta che la tecnica di 

silenziamento genico è applicabile anche nel fungo F. culmorum e che il DON giuoca 

un ruolo fondamentale nel determinare la virulenza anche per quanto riguarda la 

fusariosi basale del frumento. 
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CAPITOLO II 

IL RUOLO DEL GENE STUA NELLE PRINCIPALI ATTIVITÀ FISIOLOGICHE E 

METABOLICHE DEL FUNGO FITOPATOGENO FUSARIUM CULMORUM 
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4.1 Sintesi 

In questo progetto abbiamo scelto come gene bersaglio il gene stuA in quanto è un 

importate fattore di trascrizione fondamentale nel controllo dei principali processi di 

sviluppo nei funghi ascomiceti. Contiene un dominio APSES di origine virale, 

caratterizzato da una struttura ad elica-ansa-elica, specifico per i funghi, altamente 

conservato di circa 100 amminoacidi. In F. graminearum e F. oxysporum, due funghi 

che dalla recente analisi del genoma hanno rivelato circa l’80 % di regioni sinteniche ad 

alta identità di sequenza, la delezione del gene stuA ha portato a differenti 

comportamenti nel controllo dei meccanismi di patogenicità. Infatti in F. graminerum la 

delezione del gene ha portato alla mancata comparsa di sintomi nelle spighe inoculate 

con il ceppo mutato, mentre in F. oxysporum i mutanti non hanno ridotto la loro 

aggressività e virulenza. Pertanto, ci siamo interessati a conoscere quale sia il ruolo del 

gene stuA nel regolare la virulenza e i processi infettivi e di colonizzazione nella 

malattia del “mal del piede” e quale sia la sua funzione nelle principali attività 

metaboliche del fungo F. culmorum.  

La delezione del gene stuA è stata realizzata mediante split-marker recombination in due 

ceppi wild-type: il ceppo F. culmorum Fc UK99 produttore di deossinivalenolo e il 

ceppo lussemburghese F. culmorum Fc 233 B precendentemente caratterizzato come 

incapace di produrre tossina in vitro.  

In totale sono stati ottenuti 18 trasformanti dal ceppo Fc UK99 e 2 dal ceppo Fc 233 B. 

Nei mutanti è stata soppressa l’espressione del gene stuA per inserzione della cassetta 

igromicina. Analisi PCR hanno evidenziato che su 20 trasformanti ottenuti solo 3 erano 

ectopici, ossia, presentavano resistenza all’igromicina ma avevano il gene stuA 

funzionante e mostravano fenotipo analogo a quello del rispettivo ceppo wild-type. 

L’analisi Southern condotta su 11 trasformanti ha confermato i risultati ottenuti dalle 

analisi PCR. 

Successivamente, le prove di patogenicità allestite in serra con semenzali di frumento 

duro hanno consentito di dimostrare che in F. culmorum, così come in F. graminearum 

il gene stuA svolge un ruolo importante nel regolare i meccanismi di patogenicità e nel 

modularne l’aggressività. Infatti le cariossidi cresciute a contatto con il micelio dei 

mutanti stuA non hanno mostrato alcuna sintomatologia mentre quelle a contatto con i 

ceppi ectopici, come atteso, hanno fatto registrare dati analoghi ai rispettivi wild-type. 
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L’ipotesi che l’interruzione del gene stuA potesse danneggiare in qualche modo la 

capacità patogena del fungo F. culmorum è stata rafforzata dalla sua scarsa abilità nel 

colonizzare tessuti vegetali di differente consistenza e natura quali mela, patata e 

pomodoro. 

L’interruzione del gene stuA nel contesto genomico del fungo F. culmorum non ha 

influenzato esclusivamente i meccanismi di patogenicità e virulenza, ma ha portato 

anche a una serie di cambiamenti fenotipici e morfologici. Rispetto al ceppo selvaggio e 

al trasformante ectopico nei mutanti FcstuA i conidi si sono sviluppati direttamente 

dalle ife invece che da rami coniodofori monofialidici, mostrando quindi un’alterazione 

della conidiogenesi. Inoltre abbiamo riscontrato una ridotta idrofobicità del micelio, 

caratterizzato da una struttura poco robusta con ife esili e contorte, e una ridotta 

sporificazione associata a un minor numero di spore in germinazione. Nei mutanti 

ottenuti dal ceppo FcUK99 la produzione di tossine in vitro era significativamente 

ridotta. Molto interessante è stata la valutazione dell’attività enzimatica delle 

poligalatturonasi, enzimi pectolitici prodotti dal fungo patogeno durante le prime fasi di 

infezione della pianta ospite. É stata una stima di tipo qualitativo, ma ha perfettamente 

indicato che il gene stuA non è coinvolto nel controllo dei meccanismi di degradazione 

della matrice pectica, suggerendo che la diminuzione di patogenicità non è legata al 

controllo delle pectinasi. 
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CAPITOLO III 

MUTAGENESI MEDIATA DA TRASPOSONI NON AUTONOMI PER “ETICHETTARE” GENI 

NEL PATOGENO DEL FRUMENTO FUSARIUM CULMORUM 
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5.1 Sintesi 

In questa parte della tesi di dottorato di ricerca è stata valutata l’efficacia di un sistema 

di mutagenesi inserzionale a doppia componente basato sull’elemento trasponibile 

eterologo mimp1 di F. oxysporum, che presenta caratteristiche proprie dei MITEs 

(miniature inverted-repeat transposable elements), un gruppo particolare di elementi 

trasponibili descritti inizialmente nelle piante e, successivamente, in molti altri 

organismi, inclusi i funghi filamentosi. L’elemento mimp1 non è autonomo e in questo 

sistema viene trans-mobilizzato dalla trasposasi di impala. 

Protoplasti fungini del ceppo altamente virulento e micotossigenico F. culmorum MCf 

21 nit1, che presenta una mutazione stabile all’interno del gene endogeno della nitrato 

riduttasi, sono stati cotrasformati con due vettori: il plasmide pNm1H18 recante 

l’elemento trasponibile non autonomo mimp1 inserito nel primo introne del gene niaD 

di A. nidulans e il plasmide pHEO62 recante la trasposasi impalaE, clonata tra il 

promotore gpdA e il terminatore trpC di A. nidulans insieme al marker di selezione hph 

che conferisce la resistenza all’igromicina B. Su un totale di 56 trasformanti ottenuti 

solo 38 hanno integrato entrambe i plasmidi. Un saggio fenotipico basato sul ripristino 

dell’attività nitrato riduttasica ha permesso il recupero di eventi di escissione in terreno 

minimo contenente nitrato come unica fonte di azoto. La frequenza di escissione non è 

stata molto alta, per ciascuna piastra sono stati isolati da un minimo di 5 a un massimo 

di 15 revertanti. Successive analisi PCR e Southern blot hanno mostrato che solo il 

cotrasformante M7 ha integrato il costrutto in copia unica e dei 61 revertanti analizzati 

ben 58 hanno reinserito il trasposone mimp1 con una frequenza pari al 97% dei casi. 

Una collezione di 1300 revertanti ottenuti dal cotrasformante monocopia M7 è stata 

saggiata su semenzali di frumento duro in serra per selezionare eventuali mutanti non 

patogeni o alterati nella loro patogenicità. L’analisi delle sequenze fiancheggianti la 

copia trasposta, ottenute mediante la tecnica splinkerette-PCR e analizzate con il 

software CLC Main Workbench v 6.01 sono state inserite nel “Fusarium graminearum 

genome database” disponibile presso il centro informazioni di Monaco per sequenze 

proteiche (MIPS) per ricercare sequenze omologhe e conoscere la distribuzione 

dell’elemento mimp1 nei 4 cromosomi di F. graminearum. Analogamente a quanto in 

precedenza osservato in F. graminearum dal gruppo di ricerca coordinato dalla 

professoressa Daboussi, l’elemento non autonomo mimp1 ha dimostrato di trasporre in 
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F. culmorum secondo un meccanismo di taglia e incolla in corrispondenza del 

dinucleotide TA, che viene duplicato dopo l’inserimento e di distribuirsi 

omogeneamente su tutti e 4 i cromosoni. Il trasposone si è reinserito in regioni geniche 

per il 23% (cioè, 14 su 61) e precisamente 10 volte in una fase aperta di lettura (ORF) e 

4 volte in un introne. Solo un campione ha mostrato un’alta omologia con F. 

verticillioides e F. oxsporum e nessuna con F. graminearum mentre un altro non ha 

mostrato alcuna omologia con i genomi conosciuti e questo probabilmente sta a 

significare che si tratti di una regione genica esclusiva in F. culmorum. 

Pertanto il sistema mimp1/impala ha permesso di individuare sia zone specifiche del 

genoma che geni coinvolti in processi metabolici che alterano il fenotipo di crescita di 

alcuni revertanti se fatti crescere in differenti condizioni di stress osmotico, salino e 

ossidativo. Nel revertante Y127, l’elemento trasponibile mimp1 si è inserito nella fase 

aperta di lettura del gene fg 02321, uno dei geni coinvolti nella sintesi dell’aurofusarina. 

Nessuno dei revertanti saggiati in serra ha presentato una riduzione statisticamente 

significativa della virulenza e possiamo concludere che nessuno dei geni fino ad ora 

identificati con questa tecnica, in F. culmorum, svolge un ruolo chiave nella regolazione 

dei meccanismi di patogenicità.  

Sulla base di queste osservazioni è possibile affermare che questo sistema di mutagenesi 

e marcatura genica è perfettamente funzionante nella specie eterologa F. culmorum in 

quanto presenta una elevata potenzialità, sia per la frequenza di reinserzione, sia per la 

possibilità di generare mutazioni sull’intero genoma, senza nessuna preferenza di 

inserzione. Pertanto rappresenta uno strumento promettente per lo sviluppo di un 

efficiente sistema di marcatura in questo patogeno. 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

85 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

92 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

94 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

96 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
Dottoranda Francesca Spanu. Functional analysis of the Fusarium culmorum genome: gene silencing, transposon tagging and gene knock-out by 

homologous recombination. Tesi di dottorato in Biotecnologie Microbiche Agroalimentari, Università degli Studi di Sassari. 

98 

6. DISCUSSIONE GENERALE E PROSPETTIVE FUTURE 

In Italia e nel mondo i cereali sono soggetti a numerose malattie di origine virale, 

batterica ma soprattutto fungina, che compromettono la produzione cerealicola sia dal 

punto di vista quantitativo, con ingenti perdite di raccolto, che dal punto di vista 

qualitativo e sanitario per la contaminazione della granella da micotossine. F. culmorum 

insieme a F. graminearum, F. psuedograminearum e F. avenaceum è uno dei principali 

agenti causali del “mal del piede” e della fusariosi della spiga nei cereali (Beccari et al., 

2011; Wagacha e Muthomi, 2007). Negli ultimi anni le ricerche condotte dalla comunità 

scientifica internazionale si sono incentrate in particolar modo su F. graminearum 

(Champeil et al., 2004) e di recente il suo genoma è stato sequenziato (Cuomo et al., 

2007). 

In F. culmorum, invece, il genoma è in fase di sequenziamento e troppo poco ancora si 

conosce sui determinanti della patogenicità del “mal del piede” e sul ruolo dei 

tricoteceni durante i processi di infezione e colonizzazione della pianta ospite. Con 

l’obiettivo di sviluppare metodi di lotta alternativi, che contengano i danni causati da 

questa malattia ad eziologia complessa, e di contribuire alla mappatura genetica del 

fungo, abbiamo deciso di valutare l’efficacia e l’efficienza di tre approcci molecolari 

complementari tra loro (silenziamento genico, gene knock-out mediante ricombinazione 

omologa e mutagenesi inserzionale mediata da trasposoni) in studi di genomica 

funzionale. 

Il silenziamento genico e il gene knock-out hanno permesso di valutare quale fosse il 

ruolo di due geni già conosciuti in altre specie fungine, per la loro capacità di regolare 

alcuni processi di patogenicità, in F. culmorum. 

Una collezione di mutanti derivati dall’integrazione di “inverted repeated transgenes” 

(IRT) del gene endogeno TRI6 di F. culmorum, uno dei geni regolatori del pathway 

biosintetico dei tricoteceni che svolge un ruolo cruciale nella modulazione ed 

espressione del gene TRI5, ha consentito di indagare sull’interazione tra la produzione 

del deossinivalenolo e l’aggressività del fungo nei confronti delle piantine di grano 

duro. Questo studio ha rappresentato la prima applicazione della tecnica di 

silenziamento genico in F. culmorum. Un approccio analogo è stato eseguito qualche 

anno prima da un gruppo di ricerca statunitense su G. zeae (McDonald et al., 2005) dal 
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quale è emerso che quattro trasformanti TRI6-IRT hanno mostrato una ridotta virulenza 

e aggressività nello sviluppo della fusariosi della spiga in concomitanza a una minore 

produzione di deossinivalenolo. 

In F. culmorum, nei trasformanti TRI6-IRT analizzati, a una ridotta espressione del gene 

TRI5 quantificata mediante qRT-PCR corrispondeva una riduzione della produzione di 

deossinivalenolo e una diminuzione dell’aggressività del “mal del piede” in semenzali 

di frumento duro. Cinque trasformanti TRI6-IRT ottenuti dalla cotrasformazione del 

ceppo MCf 21 wild-type (255, 256, 257, 260, 282) e il trasformante TRI6-IRT 5 

derivato dalla cotrasformazione del mutante MCf 21 nit1 si sono rivelati dei 

superproduttori di deossinivalenolo. Hanno prodotto ben 14-28 volte in più della 

quantità prodotta dai rispettivi ceppi selvatici, corrispondenti a 12-24 mg/mL di filtrato 

colturale. La sovraespressione di DON è stata seguita anche in questo caso da un 

aumento dell’espressione del gene TRI5 e da una maggiore virulenza. Per quanto detto 

sopra risultavano piuttosto anomali i risultati di una sovraespressione del gene bersaglio 

corrispondente ad uno smear di frammenti degradati del gene TRI6 visualizzati 

mediante analisi Northern o ad un intenso segnale di amplificazione mediante qRT-

PCR. In un primo momento abbiamo ipotizzato che il promotore gpdA utilizzato nella 

costruzione del TRI6-IRT si fosse ricombinato con il gene endogeno TRI6 di F. 

culmorum generando una serie di ceppi gpdA-TRI6 ricombinati. Tuttavia l’analisi 

Southern blot con la sonda TRI6 e il sequenziamento e l’analisi dei siti di restrizione del 

locus TRI4-TRI6-TRI5 in F. culmorum hanno confermato che il locus TRI6 era intatto e 

che la ricombinazione dell’ IRT può verificarsi con una certa frequenza nel genoma di 

F. culmorum ma sorprendentemente il livello di silenziamento non è correlato con il 

numero di copie del costrutto IRT integrato nel genoma. Infatti i trasformanti derivati 

dal mutante MCf 21 nit1 che hanno integrato una singola copia o un maggior numero di 

copie del plasmide plMR13 hanno mostrato ugualmente una riduzione dell’espressione 

del gene TRI5 e una minore produzione di deossinivalenolo. Solo nel caso del 

trasformante TRI6-IRT 5 l’integrazione del costrutto TRI6-IRT non ha generato 

cambiamenti evidenti nella biosintesi dei tricoteceni di tipo B. Una situazione analoga è 

stata osservata da Tanguay et al. (2006) in Ophiostoma floccosum e da Henry et al. 

(2007) in Aspergillus fumigatus e in entrambi i lavori sono stati messi in evidenza gli 
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svantaggi della tecnica del silenziamento genico rispetto ai metodi classici di 

sostituzione genica. 

Pertanto, per la prima volta abbiamo mostrato oltre all’impiego del silenziamento 

genico in F. culmorum anche tutti i problemi ad esso connessi, che possono scaturire 

dall’imprevedibile integrazione nel genoma dell’IRT che ne riduce l’efficienza. Dai 

nostri risultati è emerso che anche i tricoteceni di tipo B come gli enzimi pectolitici 

(Aleandri et al., 2007; Kang e Buchenauer, 2002) ricoprono un ruolo importante come 

regolatori di virulenza e per la prima volta si è osservato che il gene TRI5 potrebbe 

rappresentare un buon bersaglio molecolare per lo sviluppo di fitofarmaci ad azione 

selettiva nel controllo del marciume basale del colletto. 

La possibilità di controllare l’accumulo dei tricoteceni nei tessuti della pianta apre un 

nuovo scenario sullo sviluppo di varietà di cereali resistenti che riducono il rischio di 

contaminazione da micotossine per l’azione di composti endogeni della pianta 

(Boutigny et al., 2008) oppure per l’attivazione del silenziamento di geni bersaglio nella 

pianta ospite (McDonald et al., 2005). In alternativa, si potrebbero pianificare approcci 

di lotta biologica mediante l’impiego di mutanti silenziati atossigenici o a bassa 

virulenza. Quest’ultima strategia è stata applicata con successo per il controllo della 

produzione delle aflatossine in Aspergillus flavus attraverso l’esclusione competitiva per 

l’uso di isolati atossici (Cotty et al., 2007). Naturalmente, prima di concepire un 

approccio di questo tipo è necessario fare un attenta valutazione del rischio per garantire 

la stabilità del costrutto di silenziamento e per evitare la possibilità di eventi di 

ricombinazione indesiderati che possono coinvolgere il promotore costitutivo, il locus 

TRI o altri geni regolatori che agiscono sul cluster TRI. Anche se i nostri esperimenti 

sono stati condotti in laboratorio e in ambiente controllato la generazione di 

trasformanti iperproduttori di tossina e altamente virulenti apre un nuovo scenario per la 

definizione di un nuovo paradigma di biosicurezza negli esperimenti di silenziamento 

genico. 

L’identificazione e la caratterizzazione funzionale di FcstuA, un fattore di trascrizione 

contenente un dominio APSES altamente conservato (Aramayo et al., 1996), ha 

consentito di indagare sul ruolo di questo gene in F. culmorum. 
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FcstuA ha mostrato una forte omologia con FgstuA di F. graminearum e la mancanza di 

differenze significative tra le due catene amminoacidiche indica una struttura identica 

delle due proteine. Pertanto ci si aspettava che le differenze fenotipiche, osservate anche 

da Baldwin et al. (2010) fossero legate al genoma piuttosto che alle proprietà del gene 

stesso.  

Le proteine APSES omologhe di stuAp di Aspergillus nidulans (Miller et al., 1992) 

regolano numerosi processi metabolici, fisiologici e morfogenetici di diverse specie 

fungine (Ramirez-Zavala et al., 2008). Per capire quale potesse essere la funzione del 

gene stuA in F. culmorum abbiamo eseguito una serie di analisi morfologiche e 

fisiologiche sui mutanti ottenuti mediante ricombinazione omologa che, come previsto, 

hanno mostrato un comportamento molto simile a quelli di F. graminearum. Infatti sia i 

mutanti FcstuA che i mutanti FgstuA erano incapaci di sintetizzare l’aurofusarina e altri 

pigmenti e presentavano un micelio raso e di colore bianco. È stato possibile 

confermare che la conidiogenesi è controllata da FcstuA, infatti, il gene ha un ruolo 

fondamentale nella formazione dei rami conidiofori e dei fialidi come dimostrato anche 

in altre specie fungine (Lysøe et al., 2011; Borneman et al., 2002; Ohara et al., 2004). 

Interessante e significativa è la differenza emersa tra F. graminearum e F.culmorum 

riguardo la produzione di conidi. In F. graminearum i mutanti producevano chiaramente 

un numero inferiore di conidi rispetto a quelli prodotti dal ceppo wild-type pari ad un 

rapporto di 1:10000 rispetto al rapporto di 1:10 in F.culmorum, così come più marcata è 

risultata la differenza nella sintesi di micotossine in vitro. Nonostante la valutazione sia 

stata fatta su differenti substrati è emerso che in F. graminearum la produzione di 

deossivalenolo era inferiore all’1% rispetto al wild-type, mentre in F. culmorum la 

riduzione è stata meno incisiva (5-10%). 

Questi risultati evidenziano il fatto che, nonostante i due geni omologhi presentino 

un’elevata identità, ambienti genetici diversi possono influenzare il fenotipo finale. In 

generale gli effetti di FcstuA sembrano essere meno estremi di quanto è stato osservato 

in F. graminearum. 

Oltretutto il gene stuA in F. culmorum, analogamente a quanto osservato in altre specie 

di funghi fitopatogeni quali F. graminearum (Lysøe et al., 2011), Ustilago maydis 

(Garcia-Pedrajas et al., 2010), Glomerella cingulata (Tong et al., 2007) e Stagonospora 

nodorum (Ipcho et al., 2010) controlla fattori coinvolti nella regolazione dei 
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meccanismi di patogenicità e virulenza, contrariamente a quanto visto in F. oxysporum, 

agente causale del marciume radicale, dove la delezione del gene stuA non ha 

influenzato affatto le capacità patogene dei mutanti (Ohara e Tsuge, 2004). 

Dato il diverso ruolo svolto da FgstuA in F. graminearum e da FostuA in F. oxysporum, 

(i due geni omologhi più vicini a F. culmorum), abbiamo voluto studiare l’effetto di 

Fcstua in un diverso sistema di patogenicità ovvero il marciume basale del colletto su 

frumento duro. 

Lo sviluppo di piante asintomatiche in prove condotte in vivo su semenzali di grano fatti 

crescere a contatto con i mutanti ottenuti da entrambi i ceppi wild-type utilizzati nel 

nostro studio ha dimostrato che FcstuA è essenziale per il controllo del “mal del piede” 

allo stesso modo in cui lo è stato per la fusariosi della spiga in F. graminearum (Lysøe 

et al., 2011). 

Dato che la virulenza è un processo complesso (Sácristan and Arena-García, 2008) che 

può essere influenzato da diversi meccanismi molecolari e visto che stuA pare abbia la 

capacità di regolare un numero elevato di geni in F. graminearum (Lysøe et al., 2011) 

abbiamo confrontato il ruolo di FcstuA sia in un ceppo wild-type produttore di tossina 

che in uno non produttore. I mutanti derivati da entrambe i ceppi hanno mostrato una 

sensibile riduzione dei sintomi dovuta alla delezione del gene stuA. 

È interessante notare come la capacità di produrre tossina seppur in piccoli quantitativi 

da parte dei mutanti ΔFcstuA di FcUK99 non abbia influito sulla manifestazione dei 

sintomi suggerendo così che il meccanismo di patogenicità potrebbe essere regolato da 

altri fattori controllati sempre dal gene FcstuA.  

Inoltre i mutanti, a causa della delezione di FcstuA, rispetto al wild-type mostravano 

svariate differenze morfologiche quali crescita stentata su substrato solido, sulla 

superficie della cariosside e in mela, patata, pomodoro. Questo è stato ulteriormente 

confermato da osservazioni fatte al microscopio elettronico a scansione ambientale che 

hanno mostrato l’incapacità dei mutanti di attaccare e penetrare il seme. A conferma di 

quanto detto è interessante notare come un minor numero di conidi sia stato in grado di 

germinare in mezzo liquido, convalidando indirettamente che il gene stuA in F. 

culmorum influenza numerosi fattori di sviluppo (Borneman et al., 2002). La scarsa 

idrofobicità della superficie del micelio è stata osservata anche in P. chrysogenum (Sigl 

et al., 2011) dove i mutanti stuA mostravano ife affastellate (blunded) in superficie che 
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probabilmente riducevano l’effetto barriera consentendo alla goccia di acqua di 

permeare con più facilità. Osservazioni al microscopio SEM (dati non riportati) ci 

hanno permesso di escludere questa ipotesi e di spiegare la mancanza di idrofobicità del 

micelio nei mutanti ΔFcstuA con il mancato sviluppo di ife aeree e di conseguenza con 

la scarsa produzione delle idrofobine (Teertstra et al., 2006), come osservato in F. 

graminearum e Glomerella cingulata (Lysøe et al., 2011; Tong et al., 2007). 

I mutanti ΔFcstuA presentavano uno sviluppo vegetativo significativamente ridotto 

rispetto al wild-type se fatti crescere su substrato solido contenente lo 0,02% di H2O2. 

Anche in F. graminearum i mutanti ΔFgstuA presentavano una significativa 

diminuzione della resistenza a stress ossidativi (Lysøe et al., 2011). Dato che durante le 

fasi di colonizzazione dei tessuti vegetali è necessario che il patogeno abbia la capacità 

di far fronte allo stress ossidativo che deriva dai meccanismi di difesa delle piante, è 

probabile che i mutanti FcstuA non siano in grado di rispondere in maniera efficace alle 

sollecitazioni esterne. Si può ipotizzare che la mancata risposta agli stress ossidativi e 

l’incapacità di produrre tossine appartengano alla stessa via molecolare (Reverberi et 

al., 2010) e che quindi stuA svolga un ruolo cruciale nel controllo dello stress 

ossidativo. Tuttavia sono necessarie ulteriori indagini a riguardo. 

L’interesse nel conoscere i ruoli chiave del gene stuA nei meccanismi di patogenicità e i 

motivi per cui i mutanti abbiano perso la capacità di colonizzare i semi e le giovani 

plantule ci ha portato a indagare sulla produzione di poligalatturonasi, dato il loro ruolo 

fondamentale nella patogenicità (Kang and Buchenauer, 2000; Jaroszuk-Ściseł et al., 

2011; Aleandri et al., 2007; 2008). Risultati preliminari hanno attestato una invariata 

produzione di questi enzimi nei mutanti FcstuA rispetto ai ceppi wild-type e quindi si 

esclude l’ipotesi che il gene stuA regoli la secrezione dell’enzima pectolitico durante le 

fasi di infezione e colonizzazione della pianta ospite. Quindi è più probabile che i fattori 

determinanti nel controllo della patogenicità nei mutanti ΔFcstuA siano legati al modo 

di affrontare i meccanismi di difesa della pianta ospite. 

In conclusione, questo lavoro rappresenta l’identificazione di un nuovo gene coinvolto 

nei meccanismi di patogenicità in F. culmorum che si aggiunge agli altri pochi geni 

conosciuti come importanti fattori di patogenicità in questa specie (Skov et al., 2004; 

Baldwin et al., 2010). Insieme a quanto osservato da Scherm et al. (2011) FcstuA 
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rappresenta un nuovo fattore di patogenicità coinvolto nella malattia del “mal del piede” 

dei cereali.  

Il nostro lavoro ha confermato, inoltre, che anche in F. culmorum stuA controlla diversi 

processi all’interno della cellula quali lo sviluppo morfologico, la capacità di produrre 

tossine e di affrontare gli stress ossidativi. L’uso di due ceppi wild-type che differiscono 

tra loro per la virulenza e la produzione di tossine ci ha permesso di dimostrare che la 

perdita della patogenicità da parte dei mutanti stuA non è semplicemente legata alla 

mancata produzione di tossine o di poligalatturonasi ma da altri meccanismi noti e 

sconosciuti che possono determinare la mancanza di sintomi. 

Pertanto pensiamo che tra le cause che determinano l’incapacità dei mutanti FcstuA a 

reagire ai meccanismi di difesa della pianta potrebbe esserci la scarsa germinazione 

delle spore che diminuisce sensibilmente il potenziale di inoculo e l’ipersensibilità del 

mutante agli stress ossidativi. 

In ultimo, per uno screening completo a 360° del genoma di F. culmorum abbiamo 

voluto indagare sull’efficienza di una versatile tecnica di mutagenesi, il “transposon 

tagging”, per la marcatura, caratterizzazione e identificazione di regioni genomiche non 

ancora conosciute in F. culmorum, vista la forte necessità di mettere appunto un sistema 

ad elevata efficienza che permetta di ottenere rapidamente una copiosa collezione di 

mutanti possibilmente a singola integrazione con distribuzione casuale dell’elemento 

nell’intero genoma, in modo da agevolare il recupero degli eventi di 

inserzione/reinserzione, e che garantisca il minor numero di errori dovuti al 

riarrangiamento durante le fasi di inserzione (Daboussi and Capy, 2003). 

Su un totale di 38 cotrasformanti ottenuti dal ceppo ISPaVe MCf 21 (ceppo spesso 

utilizzato come modello di studio in altri lavori: Boutigny et al., 2010; Scherm et al., 

2011; Aleandri et al., 2008) mutato nel gene della nitrato reduttasi (MCf 21 nit 1) solo 

M7 ha integrato una singola copia del costrutto e pertanto è stato scelto come modello 

di indagine. Il sistema mimp1/impala in F. culmorum ha mostrato un’ottima frequenza 

di escissione (5-10 revertanti per ciascuna piastra inoculata con 10
6
 spore) che ha 

contribuito all’ottenimento di una collezione di 1300 revertanti a partire da un singolo 

evento di trasformazione, similmente a quanto osservato per lo stesso costrutto in F. 

oxysporum e in F. graminearum da Dufresne et al. (2007; 2008) e per l’elemento 

impala di F. oxysporum in Penicillium griseoroseum (de Queiroz et al., 2003). 
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Confrontando i nostri risultati con quelli di studi precedenti effettuati sul trasposone 

impala, sia in sistemi omologhi che eterologhi, possiamo affermare che la frequenza di 

escissione è influenzata dal numero di spore inoculate su substrato minimale e/o dalle 

caratteristiche del trasformante e del sito di inserzione, come nel caso di Magnaphorte 

grisea (Villalba et al., 2001) e di Aspergillus nidulans (Li Destri Nicosia et al., 2001). 

Inoltre è interessante come in A. fumigatus la temperatura possa influenzare tale 

meccanismo (Firon et al., 2003). 

A un efficiente meccanismo di inserzione è seguita un’eccellente frequenza di 

reinserzione del costrutto mimp1/impala, pari al 97% dei casi, similmente a quanto 

osservato in F. graminearum (Dufresne et al., 2008) ma superiore rispetto a quanto 

dimostrato in altri sistemi basati sull’impiego del trasposone impala (Migheli et al., 

2000; de Queiroz et al., 2003; Lopéz et al., 2009; Hua-Van et al., 2001; Li Destri 

Nicosia et al., 2001) che, invece, hanno presentato una frequenza di reinserzione intorno 

al 50-75%. Pertanto in F. culmorum il sistema a doppia componente mimp1/impala si è 

dimostrato un sistema ad alto rendimento. La clonazione di sequenze fiancheggianti il 

trasposone ha permesso di identificare in 61 revertanti scelti in maniera casuale il sito di 

reinserzione e la distribuzione di mimp1 nel genoma di F. graminearum.  

In questo studio è stata sviluppata, per la prima volta, in un fungo filamentoso la 

splinkerette-PCR, già impiegata con successo in Drosophila (Potter et al., 2010), come 

tecnica alternativa all’inverse-PCR (Ochman et al., 1988) e alla TAIL PCR (Liu and 

Whittier, 1995). Da analisi condotte in parallelo la sp-PCR rispetto alla TAIL PCR si è 

rivelata un potente ed efficiente metodo per la mappatura genica in F. culmorum (dati 

non riportati) così come visto da Potter et al. (2010) nei confronti della iPCR durante la 

mappatura degli elementi P- e piggyBac in Drosophila.  

Il trasposone eterologo mimp1 si è distribuito uniformemente su tutti e 4 i cromosomi 

che compongono il genoma di F. graminearum senza mostrare nessun locus genomico 

di preferenza (“hot spot”), diversamente da quanto è stato osservato in F. graminearum 

dove l’analisi di 91 eventi di trasposizione ha portato all’inserimento dell’elemento 

mimp1 in un unico locus del cromosoma 2 per ben 19 volte (Dufresne et al., 2008). 

L’assenza di “hot spot”, rilevata di recente anche nella mobilitazione dell’elemento 

imp160::pyrG in 200 revertanti niaD di Aspergillus fumigatus (Carr et al., 2010) 

aumenta l’efficienza del sistema.  
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Analogamente a quanto osservato nella superfamiglia Tc1/mariner (Plasterk et al., 

1999), mimp1 (attivato dalla trasposasi di impala) traspone secondo un meccanismo di 

“taglia-incolla” sempre in corrispondenza del doppietto nucleotidico TA che viene 

duplicato durante la reinserzione. 

In contrasto a quanto descritto per altri elementi della superfamiglia MITEs (Santiago et 

al., 2002), mimp1 ha mostrato una maggiore predisposizione per le inserzioni in regioni 

non codificanti del genoma inserendosi solo per il 16% dei casi (su 61 sequenze 

analizzate) in fasi di lettura aperte. Ciò nonostante, è importante sottolineare come in 

altri sistemi di trasposizione eterologa mediata da trasposoni della superfamiglia 

Tc1/mariner, impiegati nel fungo ascomicete A. nidulans (Li Destri Nicosia et al. 2001) 

e nel fungo basidiomiceta Ustilago maydis (Ladendorf et al., 2003), siano stati 

riscontrati comportamenti analoghi. La propensione dei trasposoni eterologhi a non 

integrarsi in un DNA/RNA codificante è stata attribuita a diversi meccanismi di 

regolazione epigenetica, quali RIP (repeat-induced point mutation), MIP (methilation 

induced premeiotycally) e “quelling”. Questi meccanismi possono rappresentare delle 

strategie di difesa dell’ospite per prevenire invasioni del genoma da parte di elementi 

trasponibili (Daboussi e Capy, 2003). Reazioni di questo tipo sono state osservate anche 

in trasformazioni mediate da plasmidi (Diallinas e Scazzocchio, 1989; Tilburn et al., 

1990). Un’altra spiegazione plausibile a questo comportamento potrebbe essere legata 

alle caratteristiche strutturali del DNA che possono influenzare la scelta del sito di 

inserzione, come osservato in uno dei più attivi trasposoni Tc1/mariner nei vertebrati 

(Sleeping Beauty, Vigdal et al., 2002). Pensiamo che meccanismi di questo genere 

possano essere attivi anche in F. culmorum visto che dalle nostre analisi è emerso che 

per il 31% delle inserzioni, il trasposone si è inserito a una distanza inferiore a 500 bp a 

monte o a valle di un gene. L’analisi comparativa delle sequenze fiancheggianti il 

trasposone con il genoma di F. graminearum ha rivelato il 95,5% di omologia con la 

sola eccezione dei ceppi 7/14 (alta identità di sequenza soprattutto con il genoma di F. 

verticilliodes 7600 ma anche con il genoma di F. oxysporum 4287) e del ceppo 12A 

(nessuna omologia riscontrata con i genomi attualmente sequenziati).  

La prova dell’efficacia del sistema a doppia componente mimp1/impala deriva dal fatto 

che il gene aurO, omologo di F. graminearum (fg 2321), interrotto da mimp 1 presenta 

un alterazione della sua espressione in quanto non produce più aurofusarina ma 
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rubrofusarina (Fradsen et al., 2006; 2011), se sottoposto a differenti stress metabolici, 

come osservato dal cambiamento di colore del micelio su substrato solido. Sulla base di 

quanto osservato per il gene aurO possiamo dire che la tecnica del transposon tagging 

mediante trasposone eterologo ci ha permesso di individuare la funzione di due geni 

sconosciuti. Si tratta di due geni potenzialmente coinvolti nello stress ossidativo. Uno è 

il gene omologo di F. graminearum (fg 5107) conservato in altri funghi ma sconosciuto 

sia dal punto di vista strutturale che funzionale nei lieviti, che probabilmente esprime 

una proteina dell’endosoma o del Golgi, e l’altro è un gene codificante per una 

conserved hypothetical protein omologa alla proteina YFL061w di lievito conservata in 

tutti i funghi ma la cui funzione è sconosciuta nei funghi fitopatogeni (Jelinsky et al., 

1999; Heo et al., 2004; Fu et al., 2008). 

Tuttavia, in F. culmorum, il sistema mimp1/impala non è stato efficace nella 

individuazione di geni che codificano per fattori di patogenicità. L’analisi di 1300 

revertanti saggiati in serra non ha portato all’isolamento di mutanti ridotti nella 

virulenza e aggressività del “mal del piede” nei semenzali di frumento duro e possiamo 

perciò affermare che nessuno dei geni o promotori “etichettati”, in F. culmorum, svolge 

un ruolo chiave nella regolazione dei meccanismi di patogenicità. Sicuramente 

l’allestimento di collezioni più numerose è indispensabile per incrementare la 

probabilità che mimp1 possa inserirsi in una regione genica e che questa a sua volta sia 

coinvolta nello sviluppo della malattia del “mal del piede”. Basti pensare al recente caso 

di studio di Lopéz et al. (2009), condotto in F. oxysporum, dove, su una collezione di 

2072 revertanti solo uno, effettivamente, aveva inserito la componente impala160::gfp 

in una fase aperta di lettura implicata nella virulenza su radici di pomodoro, per capire 

che questa ipotesi potrebbe essere convalidata. 

Per potenziare e migliorare l’efficacia di questo strumento si sta valutando l’impiego di 

un promotore inducibile a doppia componente che permetta la produzione di revertanti 

stabili nel tempo grazie ad un maggiore controllo della fonte esogena di trasposasi da 

parte di un promotore costitutivo forte, visto anche gli incoraggianti risultati che sono 

stati osservati nell’uso del copper-inducible promoter in Histoplasma capsulatum 

(Gebhart et al., 2006). 

In definitiva dai nostri risultati è emerso che la tecnica del “transposon tagging”, in F. 

culmorum, oltre ad essere un efficiente metodo di marcatura casuale di geni, in quanto 
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ci ha permesso comunque di mappare geni e sequenze geniche non ancora conosciute 

nel genoma, è un ottimo sistema di mutagenesi dal momento che l’inserzione del 

trasposone annulla la funzione del gene bersaglio, dimostrandosi un potente strumento 

per l’analisi funzionale e un’ottima e valida strategia per la caratterizzazione del 

genoma di F. culmorum.  

Ulteriori studi saranno effettuati sul genoma completo, una volta che questo sia reso 

disponibile alla comunità scientifica, per comprendere il ruolo e caratterizzarne la 

funzione di alcuni dei geni taggati (bersaglio) in F. culmorum. 

In conclusione, tutti e tre i sistemi adottati se visti secondo prospettive e sfaccettature 

diverse ci hanno permesso di acquisire quante più informazioni possibili riguardo i geni 

coinvolti nelle principali funzioni che regolano il ciclo biologico del fungo ubiquitario 

del terreno F. culmorum e hanno altresì aperto numerosi spunti per studi futuri.  
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