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OGGETTO: Approvazione dello schema di convenzione annuale, anno 2010, tra la Regione
Lazio e il Consiglio per la Ricerca e Sperimentazione in Agricoltura — Centro di
Ricerca per la Patologia Vegetale per I’attuazione delle “Linee di ricerca integrative
al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv
actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”. Impegno di spesa n. 39115/2010 di
€ 200.000,00, capitolo E23501, esercizio finanziario 2010

IL DIRETTORE DEL DIPARTIMENTO ISTITUZIONALE E TERRITORIO
su proposta del Direttore Regionale Agricoltura;

VISTA la legge regionale n. 6 del 18.02.2002 e successive modificazioni, concernente: “Disciplina
del sistema organizzativo della Giunta e del Consiglio e disposizioni relative alla dirigenza e al
personale”;

VISTO il Regolamento di organizzazione degli uffici e dei servizi della Giunta regionale n. 1 del
06.09.2002 e successive modificazioni;

VISTA la Legge regionale n. 20/1996 che, tra I’altro, attribuisce le competenze in materia
fitosanitaria al Servizio Fitosanitario Regionale della Direzione Agricoltura;

VISTA la Determinazione dirigenziale n. C2396 del 18 settembre 2009 di approvazione del
progetto di ricerca triennale “Cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae):
messa a punto di strategie di difesa” finanziato per un costo totale di € 180.000,00 — triennio 2009-
2011,

VISTA la Determinazione n. C2966 del 22 ottobre 2010 di approvazione dello schema di
convenzione triennale- anno 2009-2011- tra la Regione Lazio e il Consiglio per la Ricerca e
Sperimentazione in Agricoltura-Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale (CRA-PAV)- rep n.
12224 del 17 novembre 2009- al fine di assicurare lo svolgimento delle attivita di studio e ricerca
nell’ambito del Progetto approvato con la suddetta Determinazione n. C2396/2009;

VISTA la Determinazione dirigenziale n. A5744 del 5.11.2010 con la quale:

e sono state approvate le “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico
dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”;

e ¢ stata affidata al CRA-PAV [I’attuazione delle suddette attivita, al fine di approfondire
alcuni aspetti correlati alla malattia cancro batterico e mettere in atto strategie di difesa e
lotta piu adeguate a contenere il patogeno;

e sono stati impegnati a favore del CRA-PAV € 200.000,00;

e sono stati demandati ad un successivo atto I’approvazione dello schema di convenzione tra
la Regione Lazio ed il CRA-PAV e il programma di ricerca allegato allo schema di
convenzione.

VISTO lo schema di convenzione annuale tra la Regione Lazio e il C.R.A.-P.A.V, e il documento
“Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas
syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa. Programma scientifico”, allegato allo
schema di convenzione e che ne costituisce parte integrante e sostanziale, per una spesa
complessiva di € 200.000,00;
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RITENUTO necessario approvare lo schema di convenzione tra la Regione Lazio e il CRA-PAV
per assicurare I’attuazione delle attivita previste dal documento “Linee di ricerca integrative al
progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a
punto di strategie di difesa. Programma scientifico” , allegato allo schema di convenzione e che ne
costituisce parte integrante e sostanziale, per una spesa complessiva di € 200.000,00;

DETERMINA

per quanto in premessa,
ai sensi della Determinazione dirigenziale n. A5744/2010;

e di approvare lo schema di Convenzione annuale tra la Regione Lazio e il Consiglio per la
Ricerca e Sperimentazione in Agricoltura — Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale
(C.R.A-P.AV.), e il documento “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro
batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di
difesa. Programma scientifico”, allegato allo schema di convenzione e che ne costituisce
parte integrante e sostanziale, per una spesa complessiva di €200.000,00.

La spesa di € 200.000,00 rientra nell’impegno n. 39115/2010 ed e stato assunto con la precedente
Determinazione n. A5744 del 5 novembre 2010.
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OGGETTO:   
Approvazione dello schema di convenzione annuale, anno 2010, tra la Regione Lazio e il Consiglio per la Ricerca e Sperimentazione in Agricoltura – Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale per l’attuazione delle “Linee di ricerca integrative al  progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”. Impegno di spesa n. 39115/2010 di € 200.000,00, capitolo E23501, esercizio finanziario 2010 

IL DIRETTORE DEL DIPARTIMENTO ISTITUZIONALE E TERRITORIO

su proposta del Direttore  Regionale Agricoltura;


VISTA la legge regionale n. 6 del 18.02.2002 e successive  modificazioni, concernente: “Disciplina del sistema organizzativo della Giunta e del Consiglio e disposizioni relative alla dirigenza e al personale”;


VISTO il Regolamento di organizzazione degli uffici e dei servizi della Giunta regionale n. 1 del 06.09.2002 e successive modificazioni;


VISTA la Legge regionale n. 20/1996 che, tra l’altro, attribuisce le competenze in materia fitosanitaria al Servizio Fitosanitario Regionale della Direzione Agricoltura;


VISTA la Determinazione dirigenziale n. C2396 del 18 settembre 2009 di approvazione del progetto di ricerca triennale “Cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa” finanziato per un costo totale di € 180.000,00 – triennio 2009-2011;


VISTA la Determinazione n. C2966 del 22 ottobre 2010 di approvazione dello schema di convenzione triennale- anno 2009-2011- tra la Regione Lazio e il Consiglio per la Ricerca e Sperimentazione in Agricoltura-Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale (CRA-PAV)- rep n. 12224 del 17 novembre 2009- al fine di assicurare lo svolgimento delle attività di studio e ricerca nell’ambito del Progetto approvato con la suddetta Determinazione n. C2396/2009;

 VISTA la Determinazione dirigenziale n. A5744 del 5.11.2010 con la quale:


· sono state approvate le “Linee di ricerca integrative al  progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”;


· è stata affidata al CRA-PAV l’attuazione delle suddette attività, al fine di approfondire alcuni aspetti correlati alla malattia cancro batterico e mettere in atto strategie di difesa e lotta più adeguate a contenere il patogeno;


· sono stati impegnati a favore del CRA-PAV € 200.000,00;

· sono stati demandati ad un successivo atto l’approvazione dello schema di convenzione tra la Regione Lazio ed il CRA-PAV e il programma di ricerca allegato allo schema di convenzione. 

VISTO lo schema di convenzione annuale tra la Regione Lazio e il C.R.A.-P.A.V, e il documento “Linee di ricerca integrative al  progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa. Programma scientifico”, allegato allo schema di convenzione e  che ne costituisce parte integrante e sostanziale, per una spesa complessiva di € 200.000,00;


RITENUTO necessario approvare lo schema di convenzione tra la Regione Lazio e il CRA-PAV per assicurare l’attuazione delle attività previste dal documento “Linee di ricerca integrative al  progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa. Programma scientifico” , allegato allo schema di convenzione e che ne costituisce parte integrante e sostanziale, per una spesa complessiva di € 200.000,00;

DETERMINA


per quanto in premessa, 

ai sensi della Determinazione dirigenziale n. A5744/2010;

· di approvare lo schema di Convenzione annuale  tra la Regione Lazio e il Consiglio per la Ricerca e Sperimentazione in Agricoltura – Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale (C.R.A.-P.A.V.), e il documento “Linee di ricerca integrative al  progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa. Programma scientifico”, allegato allo schema di convenzione e  che ne costituisce parte integrante e sostanziale, per una spesa complessiva di €200.000,00.

La spesa di € 200.000,00 rientra nell’impegno n. 39115/2010 ed è stato assunto con la precedente Determinazione n. A5744 del 5 novembre 2010.
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Il Direttore del Dipartimento


    Dr Luca Fegatelli
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REPUBBLICA  ITALIANA



REGIONE LAZIO - ROMA



CONVENZIONE  per l’attuazione delle “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”


Tra



la Regione Lazio, codice fiscale 80143490581, con sede in Roma, Via Rosa Raimondi Garibaldi n. 7, Dipartimento Istituzionale e Territorio, rappresentata dal Dott. ………………..nato a …………… il …………….., in qualità di Direttore del Dipartimento, nomina conferita con DGR n. ………. del ………….., e domiciliato per la carica negli Uffici della Regione in Via Cristoforo Colombo n. 212 - Roma,



E



il Consiglio di Ricerca per la Sperimentazione in Agricoltura - Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale, di seguito denominato CRA-PAV, con sede legale in Via Nazionale n. 82, 00184 Roma, codice fiscale 97231970589 e sede operativa in Roma, Via C.G. Bertero n.22, rappresentato dal Presidente …………in qualità di rappresentante legale,


PREMESSO CHE



· La Legge Regionale 11 giugno 1996 n. 20 disciplina e attribuisce le competenze al Servizio Fitosanitario Regionale del Dipartimento Economico ed Occupazionale, di seguito denominato SFR, e in particolare l’art. 3, comma 2, lett. a), prevede che il SFR effettui attività di studio e sperimentazione nel campo delle malattie delle piante determinate da parassiti e vegetali, virus, micoplasmi, nonché dei mezzi e metodi per controllarne la diffusione;



· Il Decreto legislativo n. 214 del 19 agosto 2005 e successive modifiche ed integrazioni prevede che i Servizi Fitosanitari Regionali adottino misure contro l’introduzione e la diffusione nel territorio della Repubblica Italiana di organismi nocivi ai vegetali e ai prodotti vegetali; 



· L’attuazione delle suddette norme fitosanitarie prevede controlli sui vegetali alla produzione in azienda, alla circolazione, nei mercati e centri di raccolta; 



· Il SFR ha la necessità di avvalersi, per le attività di consulenza, di studio, per la esecuzione delle determinazioni altamente specialistiche e per le attività di supporto tecnico, ai sensi del D.Lgs. n. 214/2005, art. 53, comma 8, della collaborazione degli Istituti appartenenti al Consiglio per la Ricerca in Agricoltura (C.R.A.), istituito con decreto legislativo 29.10.1999 n. 454 e di ogni altra istituzione scientifica impegnata nel campo della protezione fitosanitaria;



· La Regione Lazio  ha stipulato la convenzione Reg. Cron. N. 12224 del 17.12.2009 con il CRA – PAV per l’attuazione del progetto triennale  di ricerca “Cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”,  annualità 2009-2011, con un finanziamento complessivo di € 180.000,00, IVA inclusa;


· il CRA-PAV è una struttura  del C.R.A (Consiglio per la Ricerca e sperimentazione in Agricoltura), Ente nazionale di ricerca e sperimentazione agraria di diritto pubblico, istituito con D.Lgs. 454/1999;



· l’art.2, comma 5, dello statuto prevede che il C.R.A, per il perseguimento delle proprie finalità istituzionali, possa fornire servizi a terzi in ragione di diritto privato;



· il CRA-PAV ha le competenze e le conoscenze necessarie per prestare i servizi richiesti ed è interessato a sperimentare ed applicare i risultati fin qui ottenuti collaborando con Enti ed aziende che operano direttamente nel settore scientifico;


· Il Direttore del Dipartimento Istituzionale e Territorio con Determinazione n. A5744 del 5.11.2010 ha approvato le “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”, ed ha impegnato la somma di € 200.000,00 a favore del CRA-PAV  al fine di ampliare ed approfondire le ricerche in atto per contenere il patogeno, la cui diffusione ha raggiunto caratteristiche epidemiche interessando, oltre la provincia di Latina, anche le province di Roma e Viterbo;


· Il Direttore del Dipartimento Istituzionale e Territorio con Determinazione n….. del…….. ha approvato lo schema di convenzione con il CRA-PAV per l’attuazione delle “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”;


tutto ciò premesso si conviene e stipula quanto segue:



ART.1



(premesse)



Le premesse costituiscono parte integrante e sostanziale della presente convenzione.



ART.2



(oggetto)



Il Dipartimento Istituzionale e Territorio della Regione Lazio e il CRA-PAV, sulla base delle esigenze del SFR, e della Determinazione dirigenziale n. A5744 del 5.11.2010, concordano di svolgere congiuntamente le attività necessarie al raggiungimento degli obiettivi  previsti dal documento “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesA. Programma scientifico.” allegato alla presente convenzione e di cui costituisce parte integrante (Allegato A).



Il presente accordo prevede che la Regione Lazio finanzi le attività connesse all’attuazione del progetto e che il CRA-PAV svolga tutte le attività di studio e ricerca necessario al raggiungimento degli obiettivi prefissati nelle Linee integrative, avvalendosi a sua volta della collaborazione del Consiglio per la Ricerca e Sperimentazione in Agricoltura (CRA-FRU) e del Dipartimento di Protezione delle Piante (DIPROP)  dell’Università della Tuscia di Viterbo. 


ART.3



(durata)



La presente convenzione ha durata annuale  ed è impegnativa per il CRA-PAV e per la Regione Lazio dalla data della sua stipula. Eventuali proroghe dovranno essere opportunamente giustificate e concordate, preventivamente, tra le parti.



ART.4



(Modalità operative )



Tutte le attività afferenti la presente convenzione sono descritte nel documento “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesA. Programma scientifico.” allegato alla presente convenzione, di cui costituisce parte integrante (Allegato A),  concordato dalle parti.


Le attività saranno svolte presso le strutture del CRA-PAV, del CRA-FRU e del DIPROP dell’Università della Tuscia di Viterbo. 


Il CRA-PAV, nell’esecuzione delle attività previste dalla presente convenzione, dovrà agire in collegamento con il SFR, onde garantire la massima rispondenza della propria attività alle esigenze dell’amministrazione regionale.




Il CRA-PAV potrà proporre modifiche alle attività previste dal documento “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesA. Programma scientifico.” allegato alla presente convenzione, di cui costituisce parte integrante (Allegato A), che dovranno essere autorizzate preventivamente.



ART.5



(relazione sull’attività svolta e le spese sostenute)



Il CRA-PAV redigerà, alla scadenza dell’anno di attività, una relazione finale sull’attività svolta e sui costi sostenuti intesi come organizzazione ed impiego delle risorse umane e tecnico-strumentali.



ART.6



(finanziamento e modalità di erogazione)



La Regione Lazio, sulla base delle attività effettivamente svolte e previste dal documento “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesA. Programma scientifico”, allegato alla presente convenzione e di questa facente parte integrante, corrisponderà al CRA-PAV la somma  complessiva di € 200.000,00, comprensiva di IVA.


La somma di  € 200.000,00  IVA inclusa, sarà erogata, su richiesta del CRA-PAV e dietro presentazione di regolare fattura e della relazione sullo stato di avanzamento delle attività e dei risultati ottenuti, con le seguenti modalità:



· il 30%, IVA inclusa, dopo i primi 3 mesi di attività;


· il 40%, IVA inclusa, dopo i primi sette mesi di attività;



· il 30% IVA inclusa come saldo finale, a conclusione dell’annualità.


Gli importi dovranno essere versati sul conto presso la Banca Nazionale del Lavoro CC 218660 ABI 1005 CAB 3382 IBAN IT19S0100503382000000218660 bonifico ORDINARIO (o sul conto Tesoreria n. 79347) indicando nella causale la sigla della struttura a favore del quale lo stesso viene effettuato, e il numero di fattura, oltre la descrizione che deve essere al massimo 10 caratteri. 


ART.7



(riservatezza)



Il CRA-PAV si impegna a garantire alla Regione Lazio il completo riserbo da parte propria e dei collaboratori al progetto su tutti i risultati, le informazioni, i prodotti e quant’altro deriverà dalle attività oggetto della presente convenzione e a non divulgare le citate informazioni a terzi, se non dietro esplicita autorizzazione scritta della Regione Lazio e ad utilizzarle esclusivamente nell’ambito delle ricerche oggetto della presente convenzione.



ART.8


(dati e pubblicazione dei risultati)



I risultati dell’attività di monitoraggio si intendono di esclusiva proprietà della Regione Lazio, e la loro pubblicazione da parte del CRA-PAV e dei collaboratori al progetto potrà avere luogo per esclusivi fini di divulgazione scientifica, citando sempre la presente convenzione, e previa autorizzazione del SFR. 



ART.9


(risoluzione)


Per le inadempienze gravi inerenti l’attuazione della presente convenzione, con particolare riferimento alle attività previste dal documento “Linee di ricerca integrative al progetto triennale cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesA. Programma scientifico”, allegato alla presente convenzione e di cui costituisce parte integrante, comunicate tempestivamente al CRA-PAV con lettera A/R dal SFR, la Regione Lazio si riserva la facoltà di risolvere la convenzione e di  non erogare la somma che residua dal conteggio delle spese effettivamente già sostenute dal  CRA-PAV.



ART.10


(esenzione di responsabilità)



Il CRA-PAV tiene indenne la Regione Lazio da qualsiasi danno e responsabilità che, a qualunque titolo, possano derivare a persone o cose dall’esecuzione delle attività previste nella presente convenzione.




I rapporti intrapresi tra CRA-PAV e terzi nell’espletamento delle attività previste dalla presente convenzione non generano rapporti con la Regione Lazio.



ART.11


(modifiche alle Linee di ricerca integrative)



Nessuna modifica alle attività oggetto della presente Convenzione potrà essere apportata dal CRA-PAV senza il preventivo consenso del S.F.R.



ART.12


(trattamento dei dati personali)



Ai sensi e per gli effetti del D.Lgs. 196/2003, le parti dichiarano congiuntamente di essersi reciprocamente informate e di acconsentire che i dati personali, raccolti per la predisposizione della presente Convenzione, siano oggetto di trattamento finalizzato a tale scopo.



ART.13


(controversie)



Le parti concordano di definire amichevolmente qualsiasi controversia che possa nascere dalla presente convenzione. Per ogni controversia che dovesse sorgere tra le parti relativamente alla validità, interpretazione od esecuzione della presente convenzione sarà competente il Foro di Roma.



ART.14


(registrazione)



Le parti convengono che la presente convenzione, redatta in triplice copia, è soggetta a registrazione solo in caso d’uso, ai sensi dell’art. 4 – “atti non aventi prestazioni e contenuti patrimoniali” – della tabella parte II del D.P.R. 26 aprile 1986 n. 131. Le spese di registrazione, nonché ogni altro onere inerente o conseguente la presente convenzione, sono a carico della parte richiedente.



La presente convenzione, in base alla normativa vigente, è soggetta ad IVA.



Letto, confermato e sottoscritto, addì __________________



Per il  CRA-PAV


      Il Presidente 


                                                                                 Per la REGIONE LAZIO



                                                                               Il Direttore del Dipartimento



                                                                                 Istituzionale e Territorio


Ai sensi e per gli effetti dell'art. 1341 2° comma del c.c. il sottoscritto dichiara di approvare specificatamente gli artt. 9, 10, 13 e  14 di cui alla presente Convenzione.



Letto, confermato e sottoscritto, addì __________________



Per il  CRA-PAV


 Il Presidente 





   


          Per la REGIONE LAZIO



                                                                                 Il Direttore del Dipartimento



                                                                                 Istituzionale e Territorio


Allegato A


Linee di ricerca integrative al progetto triennale “Cancro batterico dell’actinidia (pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”. Programma scientifico.


Premessa



A partire dal 2007,  nel Lazio, e in particolare in provincia di Latina, la coltura del kiwi è stata severamente colpita dalla malattia nota come cancro batterico, il cui agente causale è Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) (Balestra et al., 2008; Ferrante e Scortichini, 2009).  Nel 1992, sempre in provincia di Latina, erano stati rinvenuti casi sporadici di cancro batterico su Actinidia deliciosa, cv. Hayward (Scortichini, 1994). Il batterio è stato rinvenuto, sempre negli stessi anni, anche in Giappone (Serizawa et al., 1989; Takikawa et al., 1989) e in Korea (Koh et al., 1994) dove, invece, ha manifestato un andamento aggressivo e causato notevoli danni alle colture locali. 



Il recente scoppio epidemico ha inizialmente interessato il kiwi giallo, cvs. Hort16A e Jin Tao, (Balestra et al., 2008; Ferrante e Scortichini, 2009) tuttavia nell’arco della stagione vegetativa 2010 anche il kiwi verde, cv. Hayward in primis, è stato severamente colpito dalla malattia (Balestra et al., 2009). Inoltre, il patogeno è stato individuato in Emilia Romagna, Veneto e Piemonte, sebbene con un incidenza, ad oggi, molto inferiore rispetto a quella presente nel Lazio.




La malattia si manifesta, tipicamente, all’inizio della ripresa vegetativa con  la produzione di un essudato rosso-ruggine fuoriuscente dai tagli di potatura, dalle cicatrici fogliari e dalle gemme. I rami colpiti presentano la corteccia rossastra, umida al tatto, mentre i tessuti sottostanti mostrano decolorazioni rossastre e imbrunimenti; tronco e rami possono presentare delle fessurazioni della corteccia e formazione di cancri; i fiori e le gemme fiorali risultano imbruniti e vanno incontro ad avvizzimento e cascola; su foglia inizialmente si osservano piccole maculature idropiche a contorno poligonale che evolvono in macchie necrotiche circondate da alone clorotico; in taluni casi la foglia avvizzisce completamente; i frutti collassano e nei casi più gravi l’intera pianta muore nel corso di una stagione vegetativa. In generale la batteriosi compromette gravemente tutti gli organi vegetativi della pianta, determinando gravi ripercussioni economiche a carico dei produttori del settore. Fattori predisponenti la malattia sono un optimum di temperatura intorno 15 °C (Serizawa and Ichikawa, 1993), pioggia, vento ed elevata umidità ambientale (Serizawa et al., 1989).



Nell’ambito del progetto di ricerca triennale già in corso sul cancro batterico dell’actinidia per la  messa a punto di strategie di difesa, finanziato dalla Regione Lazio, sono stati ottenuti diversi risultati ma sono anche emerse nuove aree da indagare.



Da una recente indagine molecolare, basata su studi di struttura di popolazioni (rep-PCR, MLST analysis, amplificazione di geni effettori) è emerso che i ceppi di Psa isolati fra il 2008-2009 differiscono dai ceppi coreani, giapponesi e dai ceppi italiani oggetto delle precedenti segnalazioni (Ferrante e Scortichini, 2010). Queste evidenze sperimentali sembrano indicare che la recente epidemia dell’Italia centrale a carico dell’actinidia sia stata causata da una popolazione di Psa differente da quelle individuate precedentemente (Ferrante e Scortichini, 2010).  Inoltre,  ceppi  isolati da specie e cultivars diverse di actinidia, anche coltivate in aree geografiche lontane tra loro (Latina-Roma e Ravenna), sono risultati molto simili tra di loro, cosa che farebbe propendere per  una probabile origine unica dell'epidemia (Ferrante e Scortichini, 2010). Pertanto questa popolazione di ceppi è da considerarsi recente e probabilmente non correlata con le precedenti  segnalazioni del patogeno nella stessa area. Accanto ai danni ingenti che sta causando la batteriosi alla kiwi-coltura locale, di notevole preoccupazione sono inoltre le ripercussioni che alcuni aspetti epidemiologici hanno da un punto di vista economico. Primo fra tutti è l’eventuale presenza del patogeno  su materiale asintomatico come i frutti e il polline, entrambi soggetti a scambi commerciali con l’estero e quindi importanti da un punto di vista commerciale, così come l’eventuale presenza del patogeno su  materiale di propagazione asintomatico. Al fine di far luce su queste problematiche è importante disporre di metodi idonei per il rilevamento e l’identificazione del patogeno. Attualmente la diagnosi del patogeno è basata sull’isolamento e l’applicazione di rep-PCR o il sequenziamento 16S rDNA  per l’identificazione delle colonie sospette. I metodi di amplificazione molecolare specifica (PCR) disponibili (Kou and Nou, 2002; Rees-George et al., 2010) producono falsi positivi con alcune specie o pathovar correlate a Psa (P. s. pv. theae, P. avellanae, P. s. pv. tomato, alcuni ceppi di P. s. pv. syringae). Recentemente, è stato messo a punto un metodo di duplex-PCR, tuttora in fase di sperimentazione, per il rilevamento specifico di Psa (Gallelli and Loreti, 2010). Il metodo è in grado di discriminare Psa da P. s. pv. theae , P. avellanae, P. s. pv. tomato e  P. s. pv. syringae, permettendo l’identificazione specifica del batterio. 


Ciò non di meno appare di fondamentale importanza approfondire studi sulla risposta di resistenza atti ad individuare genotipi tolleranti/resistenti di interesse. Se, infatti, oltre ad A. deliciosa ed A. chinensis sono risultate suscettibili al batterio anche le specie A. arguta e A. kolomikta (Ushiyama et al., 1992), studi effettuati in Cina su Actinidia chinensis, per l’identificazione di resistenze alla malattia, hanno rilevato la presenza di cultivar resistenti alla malattia (cultivars Jinkui, Zhonghua Soft and Meiwei Hard) (Li Miao et al., 2004). 



Le piante hanno evoluto meccanismi in grado di percepire la presenza del patogeno e di attivare una trasduzione del segnale in grado di attivare una risposta di resistenza che rallenta o arresta la malattia. Importante è la resistenza di tipo basale e ad ampio spettro governata da recettori chinasici trans-membrana che percepiscono strutture molecolari conservate del batterio (PAMP, es. flagellina o lipopolisaccaridi, etc.). Tuttavia in alcuni casi i batteri hanno superato in parte o del tutto tale sistema di difesa sviluppando un sistema di secrezione (tipo III) attraverso il quale iniettano all’interno delle cellule dell’ospite proteine effettori (es. di virulenza) che alterano la normale fisiologia della pianta e promuovono l’insorgenza e il progresso della malattia (Pedley and Martin, 2003; Abramovitch and Martin, 2004). Le piante, a loro volta, hanno evoluto proteine di resistenza (R) intracellulari che possono percepire gli effettori batterici, dando seguito ad una trasduzione del segnale in grado di attivare una risposta di resistenza complessa che sovente include la morte cellulare programmata (HR). Un modello di studio di questi meccanismi d’interazione è rappresentato da Pseudomonas syringae pv. tomato (agente del ‘bacterial speck’ del pomodoro) ed arabidopsis. E’ stato osservato che le proteine effettori, AvrPTO e AvrPTOB di P. s. pv. tomato, annullano la funzionalità del sistema di percezione mediato dai recettori PAMP, attraverso il legame con il dominio chinasico dei recettori, cosa che impedisce la corretta trasduzione del segnale (Shan et al. 2008; Xiang et al. 2008; Gimenez-Ibanez et al. 2009). Tuttavia, quando presente, la proteina R PTO di pomodoro funziona da recettore di tali effettori potendo elicitare, in seguito all’evento di percezione, una efficace risposta di resistenza.



Il complemento di recettori chinasici e di proteine R (nonché dei componenti della trasduzione del segnale da essi governata), è risultato un patrimonio comune di briofite, gimnosperme e angiosperme. Ciò è stato ampiamente verificato sia in analisi genome wide in specie con genoma sequenziato (Kohler et al., 2008, Lehti-Shiu et al. 2009) sia mediante approcci di geni candidati in specie non-modello (Pilotti et al., 2007; Pilotti et al., 2010). 



Le resistenze sistemiche acquisite rappresentano un ulteriore aspetto della immunità innata delle piante e sono risultate attive ed utili nel conferire resistenza a batteri fitopatogeni (Durrant and Dong, 2004). In particolare è stato dimostrato che il gene NPR1 e paralogi sono cruciali per l’instaurarsi delle resistenze sistemiche acquisite (Dong, 2004), ha un ruolo consistente nel conferire resistenza ad aggressivi batteri fitopatogeni, come ad esempio Erwinia amylovora (melo), Xantomonas oryzae pv oryzae (riso), Ralstonia solanacearum (tabacco) ed altri (Malnoy at al., 2007; Chern et al., 2005;  Zhang et al., 2010).  



Appare dunque opportuno indagare su alcuni tratti cruciali che intervengono nel determinare l’esito dell’interazione fra pianta e patogeno prendendo spunto da modelli già ampiamente indagati, al fine di comprendere le modalità di interazione fra Psa e l’actinidia.



Programma scientifico



A) Soggetti coinvolti



Il presente programma sarà attuato in collaborazione tra i seguenti soggetti:


1. Regione Lazio, Dipartimento istituzionale e Territorio, Direzione Regionale Agricoltura, Area Servizi Tecnici e Scientifici,  Servizio Fitosanitario Regionale, Via R.R. Garibaldi, 7, 00145 Roma, con compiti di coordinamento e verifica dell’attuazione del programma.



2. U.O. CRA-PAV Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale – Via C.G. Bertero 22- Roma, con compiti di coordinamento del programma scientifico e di attuazione delle attività di propria competenza.


Responsabili scientifici: Dr Stefania Loreti (patologia e diagnostica) , Dr Massimo Pilotti (biologia molecolare)



3. U.O. CRA-FRU Centro di Ricerca per la Frutticoltura – Via Fioranello 52 – Roma con compiti di attuazione delle attività di propria competenza.



Responsabili scientifici: Dr Marco Scortichini (batteriologia), Dr Luigi Conte (miglioramento genetico), Dr Guido Cipriani (genetica e biologia molecolare).


4. U.O. Università della Tuscia, Dipartimento di Protezione delle Piante (DIPROP), Viterbo, con compiti di attuazione delle attività di competenza.



Responsabile scientifico: Dr. Giorgio Mariano Balestra. 



B) Attività 



L’attività di ricerca prevista dal presente programma è  un ampliamento della sperimentazione già in atto prevista dal progetto di ricerca triennale 2009-2011 “Cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”.


Le attività previste dal presente programma sono di seguito indicate.


WP1 Programma per lo studio e la difesa dal patogeno (U.O. CRA-FRU - Responsabile: Dr Marco Scortichini)



Nei Paesi in cui il cancro batterico dell’Actinidia (A. deliciosa cv. Hayward) ha causato in passato la distruzione di numerosi impianti, quali il Giappone e la Corea del Sud, neanche i trattamenti a base di rame e di antibiotici hanno consentito di contenere le epidemie. Inoltre, è stato verificato che il batterio ha la capacità di acquisire resistenza genetica nei confronti di tali composti battericidi (Goto et al., 1994; Han et al., 2003). L’altrui esperienza e la constatazione della notevole virulenza di P. s. pv. actinidiae nei confronti del kiwi giallo e del kiwi verde nelle province di Latina e Roma impongono di perseguire e mettere a punto nuove strategie di prevenzione e di difesa che consentano di ridurre notevolmente la presenza dell’inoculo batterico negli impianti e di ottimizzare la ripresa vegetativa e la produttività della pianta stessa. A tale scopo ci si prefigge di seguire due criteri: la difesa integrata e quella biologica. Inoltre, i recenti andamenti climatici hanno fatto emergere la necessità di prendere in seria considerazione anche altri due batteri patogeni dell’actinidia solitamente sottovalutati: Pseudomonas syringae pv. syringae e Pseudomonas viridiflava. Per questi due batteri è molto importante sia fornire i criteri che consentano di distinguere la sintomatologia indotta in campo sia le opportune strategie di difesa.



WP1.1 Strategie di difesa integrata


1a    Ampliamento delle prove già in corso in n. 2 aziende con rameici chelati e a basso contenuto di rame ad utilizzo primaverile-estivo,  con ulteriori prove di contenimento in almeno 6 appezzamenti delle infezioni policicliche nel corso del periodo autunno-invernale a carico del tronco e dei cordoni per proteggere la pianta dall’infezione impedendo la penetrazione del batterio nelle aperture naturali o indotte dalle pratiche colturali (ferite da potatura, da gelo, da grandine), Per il raggiungimento di tali scopi si  individueranno e sperimenteranno:



·        prodotti rameici persistenti e di origine biologica ad attività antibatterica che impediscono la penetrazione del batterio in ferite naturali ed indotte. L’efficacia di tali prodotti sarà saggiata in campo mediante prove in filari di piante comprensive di testimone non trattato, e l’effettuazione di rilievi a fine inverno con il conteggio dei numeri dei rami avvizziti e il numero dei cancri sul tronco ed i cordoni nonché il numero di piante morte e relative analisi;


·        prodotti di origine naturale ad attività filamante-traspirante. L’efficacia di tali prodotti sarà saggiata in campo mediante prove in filari di piante comprensive di testimone non trattato, e l’effettuazione di rilievi a fine inverno con il conteggio dei numeri dei rami avvizziti e il numero dei cancri sul tronco ed i cordoni nonché il numero di piante morte e relative analisi.


Il costo previsto per tale attività è di euro 21.500,00 iva inclusa.


1b  Verifica della relazione tra trattamento antibrina invernale e moltiplicazione del batterio all’interno delle strutture vegetative della pianta (rami di due anni). Tale azione consentirà di stabilire eventuali relazioni causa-effetto tra questo diffuso sistema di protezione dalle gelate ed insorgenza e/o diffusione del batterio all’interno della pianta.


Le prove saranno effettuate in almeno 6 appezzamenti. Il costo previsto per tale attività è di euro 21.000,00 iva inclusa.


1c       Formazione del personale tecnico, indicato dal servizio Fitosanitario regionale, che dovrà  essere in grado di riconoscere visivamente le sintomatologie caratteristiche da infezione di actinidia determinate dai tre patogeni. Sono previste almeno n. 2 seminari.


WP1.2 Messa a punto di schede descrittive dei patogeni batterici del kiwi verde e giallo



Per P. s. pv. actinidiae (cancro batterico), P. s. pv. syringae (maculature fogliari ed avvizzimento dei rami) e P. viridiflava (marciume dei fiori) verranno predisposte opportune schede descrittive che consentano, quanto più possibile, di individuare in campo i sintomi differenziali. Ogni singola scheda conterrà immagini mostranti i sintomi caratteristici indotti dal patogeno su kiwi verde e kiwi giallo. Verranno prodotte, inoltre, informazioni sui rispettivi cicli della malattia dei batteri e le possibilità di prevenzione e controllo attualmente disponibili.



WP2 Diagnostica e caratterizzazione (U.O. CRA-PAV Responsabili: Dr.ssa Stefania Loreti, Dr Massimo Pilotti)


WP2.1 Metodi diagnostici di identificazione qualitativa e quantitativa del patogeno per identificare   l’eventuale presenza su materiale asintomatico, quale frutti e polline, e l’entità del danno agli impianti (Stefania Loreti CRA-PAV)



          L’attività si articolerà in:



· amplificazione e sequenziamento di vari geni di P.syringae pv. actinidiae e di specie correlate (P.syringae pv. theae, P.syringae pv. tomato, P. avellanae) al fine di individuare tratti genici specifici che consentano la messa a punto di una real-time PCR per l’identificazione specifica e la quantificazione di P.syringae pv. actinidiae da materiale vegetale sintomatico e asintomatico, quali frutta e polline. La quantificazione del batterio con real-time PCR è di fondamentale importanza per accertare il rischio di contaminazione da materiali in commercio importati ed esportati (es. frutti, polline).



· prove di impollinazione artificiale con polline infetto per verificare la trasmissibilità del batterio, attraverso il polline, alla pianta e ai frutti.



WP2.2 Caratterizzazione di geni coinvolti  nella risposta di resistenza di Actinidia spp. (Dr Massimo Pilotti CRA-PAV)



· isolamento e studio preliminare dell’espressione di alcuni geni di resistenza candidati (NBS-LRR e recettori chinasici) e della trasduzione del segnale (recettori chinasici, MAP chinasi, omologhi di NPR1), al fine di delineare un potenziale network molecolare per lo studio della risposta di resistenza di Actinidia spp. L’isolamento avverrà a partire da DNA genomico ed RNA e con l’utilizzo di primers degenerati. Sarà analizzata l’espressione dei geni isolati in seguito al processo infettivo e mediante Reverse Northern Blotting. La ricerca ha l’obbiettivo di individuare geni la cui induzione si associ alla risposta di resistenza, quindi di utilità per il miglioramento genetico.



WP2.3 Progetto SIMBAKI Prove di applicabilità di un sistema di telerilevamento  per la mappatura del cancro batterico (U.O. DIPROP – Responsabile Dr Balestra)


Il progetto SIMBAKI prevede di sviluppare un sistema informativo regionale dedicato alla mappatura e al monitoraggio del cancro batterico del kiwi capace di fornire dati quantitativi relativamente all’incidenza e alla localizzazione della malattia. In particolare SIMBAKI intende dotare il Servizio Fitosanitario della Regione Lazio di uno strumento tecnico di supporto alle decisioni (DSS) capace di assistere l’ente in tutte quelle operazioni di organizzazione, coordinamento e attuazione delle politiche a supporto del settore che riguardano il monitoraggio, la lotta, e gli accertamenti finalizzati all’erogazione dei contributi a sostegno delle imprese i cui actinidieti sono stati colpiti dalla batteriosi. 



Obiettivi 


L’obiettivo generale dell’attività  è quello di realizzare l’infrastruttura metodologica e il modello di approvvigionamento dati di un completo Sistema Informativo Regionale dedicato al settore Actinidia/Kiwi e in particolare al monitoraggio del cancro batterico del kiwi. Una volta a regime, tale sistema consentirebbe di rilevare in maniera continua e in tempo quasi reale le informazioni relative alla localizzazione delle aree colpite dalla malattia, all’insorgenza dei focolai di infezione, alla stima della quantificazione del danno. Queste informazioni, inserite in una più generica base dati (dati di tipo: territoriali, ambientali, socio-economici, anagrafico-catastali, etc.) consentirebbero di incrociare le informazioni e completare il quadro conoscitivo legato alla filiera kiwi dando quindi la possibilità all’ente di sviluppare nuove funzionalità di servizio.



In particolare  l’attività prevede di:


· sviluppare una metodologia efficace che consenta di discriminare le aree colpite da batteriosi a livello di singolo appezzamento con cui produrre una cartografia tematica numerica delle aree malate aggiornabile annualmente (scala di rappresentazione possibile 1:5000) e integrabile prontamente in ambiente GIS; 



· sviluppare indici multispettrali che stimino il livello di danno esprimibile come quantità di prodotto perso e rappresentabili in termini di “mappa del danno”; 



· sviluppare indici metereologici-multispettrali e tecniche di spazializzazione geospaziale correlati all’insorgenza della malattia al fine di produrre le relative mappe in un contesto di monitoraggio continuo della coltura. 



Inoltre verrà curata la fattibilità di un modello di produzione delle informazioni sopra riportate che possa essere esteso in maniera applicativa a livello regionale. Particolare attenzione in questo verrà posta nel prospettare un utilizzo di tecnologie sostenibili in termini di costo e di facilità di utilizzo; ad esempio, a regime, il modello applicabile a livello regionale dovrà consentire l’utilizzo di dati satellitari e non aerei. 


Attività



Le attività saranno concentrate in un’area test ad alta concentrazione di actinidia per un’area totale di circa 20 Km2. L’area sarà scelta in quanto rappresentativa della variabilità colturale in termini di modelli varietali e colturali, condizioni meteorologiche e più in generale, ambientali.


Le attività di seguito descritte sono state divise in varie fasi che verranno realizzate durante la stagione vegetativa dell’actinidia 



1. Rilievi a terra delle firme spettrali di blocchi campionari di piante colpite da cancro batterico e piante sane. 



I rilievi a terra verranno eseguiti con lo Spettroradiometro Fieldspec-pro con cui verranno acquisite misure di radianza nell’intervallo 400 – 2500 nm a livello di singola foglia, canopy della pianta o di più piante, secondo una logica di scala. L’obiettivo è quello di indagare le caratteristiche radiometriche distintive delle piante malate nei diversi stadi di sviluppo della patologia. I rilievi verranno effettuati secondo un protocollo di campionamento che prevede l’acquisizione delle misure di radianza da differenti angoli di vista, per diversa varietà ed eventuale forma di allevamento e tecnica colturale. Per confronto, le misure saranno effettuate anche su piante sane. Tutte le misure saranno georeferenziate tramite GPS differenziale e contestualmente saranno acquisite fotografie delle parti vegetative malate. 



I dati saranno successivamente elaborati con l’obiettivo di investigare quanto, particolari bande spettrali o indici variamente composti, siano in grado di discriminare: 



o pianta malata da pianta sana, 



o tipologia di batteriosi, 



o diversi livelli di malattia, 



o epoche migliori di misura. 



Sono previste 11 campagne di campionamento nel periodo Giugno – Ottobre a cadenza di circa 10/15 giorni. I campionamenti verranno effettuati su impianti di kiwi verde e kiwi giallo in provincia di Latina. Si valuteranno successivamente il numero dei punti da campionare in ogni azienda. 



2. Acquisizione ed elaborazione dati telerilevati 



In base ai risultati ottenuti durante i rilievi a terra verrà selezionata la configurazione spettrale dei sensori di telerilevamento montati a bordo della piattaforma aerea ASPIS. In questa fase particolare attenzione sarà rivolta alla stesura del piano di volo. In particolare verranno presi in considerazione la risoluzione geometrica dei dati (strisciate a diversa quota di volo), la geometria di acquisizione (strisciate con diversa orientazione NS, EW, l’angolo di elevazione e azimuth del sole dipendente dal momento di ripresa) da cui dipendono fenomeni di hotspot e Brdf. 



I voli consentiranno l’acquisizione delle immagini multispettrali delle aziende test. Questi voli hanno l’obiettivo di verificare se le informazioni desunte con l’analisi delle firme spettrali confermano la possibilità di mappare e a che livello le aree affette da cancro batterico. Saranno realizzati tre voli sorvoli che indicativamente saranno effettuati a: 



o Aprile, all’emissione fogliare, utile per le indicazioni di monitoraggio precoce della malattia; 



o fine Giugno, utile per dare indicazioni sulla lotta; 



o fine Settembre – inizio ottobre, per valutare i danni sulla produzione e l’impianto in una fase avanzata della malattia. 



I dati telerilevati saranno pre-processati radiometricamente e geometricamente (ortorettifica) al fine di riportare i dati in una misura fisica di radianza e correggerli da distorsioni e aberrazioni ottiche. 



L’elaborazione vera e propria dei dati ha l’obiettivo di testare indici e algoritmi specifici finalizzati al riconoscimento e all’identificazione delle piante malate. Nell’elaborazione delle immagini si seguiranno diversi approcci cercando di sfruttare tanto le informazioni di tipo geometrico e tessiturale, quanto quelle di tipo spettrale. Si utilizzeranno tecniche di classificazione sia di tipo pixel che object-oriented. In base alla valutazione del grado di accuratezza tramite matrice di confusione si definiranno il set di indici e algoritmi migliori. 



Ulteriore obiettivo è anche quello di definire l’epoca e la risoluzione geometrica dei dati ottimale, nonché la geometria di acquisizione migliore per la massimizzazione delle performance. 



Si procederà infine ad una comparazione tra informazioni desumibili da telerilevamento aereo e satellitare utile ad un up-scaling in chiave applicazione della metodologia su tutto il territorio regionale. 



Caratteristiche delle immagini ASPIS: 



o 1 immagine a colori reali (RGB) a 24 bit; 



o Data set di immagini digitali multispettrali APIS: 10 bit (2048 x 2048 pixel) a 12 bande comprese nell’intervallo radiometrico blu – vicino infrarosso; 



o 1 immagine termica (TIR) 14 bit (320 x 240 pixel) (opzionale, legata al prodotto 2). 



3. Reperimento serie storiche ed analisi dati meteorologici 


Verrà definita la rete di stazioni meteo nel comprensorio di studio e aree limitrofe da cui reperire le serie storiche di dati meteorologici. Saranno presi in considerazione dati di temperatura, precipitazione, umidità relativa, radiazione e vento, qualora disponibili. 



A seguito del pre-trattamento dei dati meteo si procederà con l’analisi delle relazioni intercorrenti tra l’andamento meteo stagionale, le variabili telerilevate e i dati di malattia ottenuti anche in base alle osservazioni già registrate (denunce). 



Si utilizzeranno tecniche multiregressive nonché modelli basati su reti neurali artificiali (ANN). A partire da modelli semplici si proveranno ad utilizzare modelli complessi più strutturati e robusti, sulla base dello studio delle performance. 


In sintesi saranno effettuati:


o campagne a terra con spettroradiometro; 



o elaborazione dati a terra e sviluppo di indici multi spettrali; 



o 3 rilievi aerei multispettrali delle aree test; 



o reperimento ed elaborazione dati meteo e modellistica; 



o realizzazione delle mappe e webgis dimostrativo di visualizzazione dati; 



o logistica realtà a terra e training site delle piante malate; 



o giornata di presentazione risultati. 



WP3 Programma di Miglioramento Genetico – Ipotesi di programma (U.O. CRA-FRU – Responsabili: Dr Guido Cipriani, Dr Luigi Conte)



Obiettivi



Obiettivo principale del programma è la costituzione di nuove varietà di actinidia (Actinidia chinensis) a polpa gialla, verde o rossa idonee per il mercato europeo, con le seguenti caratteristiche: 



(a) pezzatura dei frutti attorno ai 100 g



(b) colore della polpa diverso



(c) epoca di raccolta da precoce a tardiva, ma, in quest’ultimo caso, i frutti dovranno raggiungere i 7 ° Brix  non oltre l’ultima settimana di ottobre, facendo riferimento agli ambienti del Lazio



(d) buona conservabilità dei frutti (almeno 4 mesi di conservazione)



(e) epoca di germogliamento variabile, in modo da evitare, per quanto possibile, le gelate primaverili alla vegetazione, presupponendo che le varietà possano essere diffuse anche nelle aree del nord Italia



(f) resistenza o tolleranza alla batteriosi da Pseudomonas syringae pv. actinidiae 


Piani di incrocio



L’actinidia è una specie dioica, per cui gli incroci possono essere fatti solamente tra piante femminili (che portano frutto) e piante maschili (che non portano frutto). 



Questo aspetto della biologia riproduttiva costringe ad una valutazione preliminare delle selezioni maschili per i caratteri relativi al frutto che queste possono trasmettere alla progenie (progeny test). 



Attualmente presso il Centro di ricerca per la frutticoltura di Roma sono accolte circa 1200 accessioni di Actinidia di cui 225 di A. deliciosa e le restanti di A. chinensis. Le accessioni provengono da due diverse aree della Cina (Guilin e Sichuan), in cui sono state raccolte da piante diverse e appaiono fenotipicamente variabili. La variabilità genetica riguarda diverse caratteristiche legate al frutto e al portamento della pianta. Questo materiale sarà utilizzato per impostare il programma di miglioramento genetico seguendo le modalità di seguito  proposte.



Valutazione della resistenza alla batteriosi



Un certo numero di genotipi in numero ancora da determinare ma non inferiore al centinaio, sarà sottoposto ad inoculo artificiale con il patogeno batterico al fine di valutarne il grado di resistenza. Verranno inclusi genotipi sia femminili che maschili di origine geografica diversa e tutti i genotipi segnalati da osservazioni presso le aziende actinidicole. Gli inoculi saranno effettuati su piante replicate in doppio e per ogni genotipo saranno preservate marze per la riproduzione vegetativa di ogni soggetto sottoposto ad analisi. Gli inoculi verranno effettuati su piante di un anno allevate in vaso. Le piante che non manifesteranno sintomi saranno utilizzate quali genitori per i piani di incrocio precedentemente descritti.


C) Costi previsti 


La somma di euro 200.000,00 iva inclusa è così ripartita per l’attuazione delle attività previste dal presente programma scientifico:



			Codice attività


			Tipo attività


			CRA-FRU


			CRA-PAV


			     DIPROP


			    TOTALI





			WP1


			WP1.1 Strategie di difesa integrata



WP1.2 Messa a punto di schede descrittive dei patogeni batterici del kiwi verde e giallo


			42.500


			


			


			42.500





			WP2


			WP2.1 


Messa a punto diagnosi quantitativa



Prove di impollinazione artificiale



WP2.2



Geni  espressi  nella risposta di resistenza di Actinidia spp.



WP2.3


Sviluppo di un sistema di telerilevamento


			


			21.000



44.000






			50.000


			21.000



44.000



50.000





			WP3


			WP3 Miglioramento genetico


			42.500


			


			


			42.500





			TOTALE 


			


			85.000 


			65.000


			50.000


			200.000
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Allegato A




Linee di ricerca integrative al progetto triennale “Cancro batterico dell’actinidia (pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”. Programma scientifico.



Premessa




A partire dal 2007,  nel Lazio, e in particolare in provincia di Latina, la coltura del kiwi è stata severamente colpita dalla malattia nota come cancro batterico, il cui agente causale è Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) (Balestra et al., 2008; Ferrante e Scortichini, 2009).  Nel 1992, sempre in provincia di Latina, erano stati rinvenuti casi sporadici di cancro batterico su Actinidia deliciosa, cv. Hayward (Scortichini, 1994). Il batterio è stato rinvenuto, sempre negli stessi anni, anche in Giappone (Serizawa et al., 1989; Takikawa et al., 1989) e in Korea (Koh et al., 1994) dove, invece, ha manifestato un andamento aggressivo e causato notevoli danni alle colture locali. 




Il recente scoppio epidemico ha inizialmente interessato il kiwi giallo, cvs. Hort16A e Jin Tao, (Balestra et al., 2008; Ferrante e Scortichini, 2009) tuttavia nell’arco della stagione vegetativa 2010 anche il kiwi verde, cv. Hayward in primis, è stato severamente colpito dalla malattia (Balestra et al., 2009). Inoltre, il patogeno è stato individuato in Emilia Romagna, Veneto e Piemonte, sebbene con un incidenza, ad oggi, molto inferiore rispetto a quella presente nel Lazio.





La malattia si manifesta, tipicamente, all’inizio della ripresa vegetativa con  la produzione di un essudato rosso-ruggine fuoriuscente dai tagli di potatura, dalle cicatrici fogliari e dalle gemme. I rami colpiti presentano la corteccia rossastra, umida al tatto, mentre i tessuti sottostanti mostrano decolorazioni rossastre e imbrunimenti; tronco e rami possono presentare delle fessurazioni della corteccia e formazione di cancri; i fiori e le gemme fiorali risultano imbruniti e vanno incontro ad avvizzimento e cascola; su foglia inizialmente si osservano piccole maculature idropiche a contorno poligonale che evolvono in macchie necrotiche circondate da alone clorotico; in taluni casi la foglia avvizzisce completamente; i frutti collassano e nei casi più gravi l’intera pianta muore nel corso di una stagione vegetativa. In generale la batteriosi compromette gravemente tutti gli organi vegetativi della pianta, determinando gravi ripercussioni economiche a carico dei produttori del settore. Fattori predisponenti la malattia sono un optimum di temperatura intorno 15 °C (Serizawa and Ichikawa, 1993), pioggia, vento ed elevata umidità ambientale (Serizawa et al., 1989).




Nell’ambito del progetto di ricerca triennale già in corso sul cancro batterico dell’actinidia per la  messa a punto di strategie di difesa, finanziato dalla Regione Lazio, sono stati ottenuti diversi risultati ma sono anche emerse nuove aree da indagare.




Da una recente indagine molecolare, basata su studi di struttura di popolazioni (rep-PCR, MLST analysis, amplificazione di geni effettori) è emerso che i ceppi di Psa isolati fra il 2008-2009 differiscono dai ceppi coreani, giapponesi e dai ceppi italiani oggetto delle precedenti segnalazioni (Ferrante e Scortichini, 2010). Queste evidenze sperimentali sembrano indicare che la recente epidemia dell’Italia centrale a carico dell’actinidia sia stata causata da una popolazione di Psa differente da quelle individuate precedentemente (Ferrante e Scortichini, 2010).  Inoltre,  ceppi  isolati da specie e cultivars diverse di actinidia, anche coltivate in aree geografiche lontane tra loro (Latina-Roma e Ravenna), sono risultati molto simili tra di loro, cosa che farebbe propendere per  una probabile origine unica dell'epidemia (Ferrante e Scortichini, 2010). Pertanto questa popolazione di ceppi è da considerarsi recente e probabilmente non correlata con le precedenti  segnalazioni del patogeno nella stessa area. Accanto ai danni ingenti che sta causando la batteriosi alla kiwi-coltura locale, di notevole preoccupazione sono inoltre le ripercussioni che alcuni aspetti epidemiologici hanno da un punto di vista economico. Primo fra tutti è l’eventuale presenza del patogeno  su materiale asintomatico come i frutti e il polline, entrambi soggetti a scambi commerciali con l’estero e quindi importanti da un punto di vista commerciale, così come l’eventuale presenza del patogeno su  materiale di propagazione asintomatico. Al fine di far luce su queste problematiche è importante disporre di metodi idonei per il rilevamento e l’identificazione del patogeno. Attualmente la diagnosi del patogeno è basata sull’isolamento e l’applicazione di rep-PCR o il sequenziamento 16S rDNA  per l’identificazione delle colonie sospette. I metodi di amplificazione molecolare specifica (PCR) disponibili (Kou and Nou, 2002; Rees-George et al., 2010) producono falsi positivi con alcune specie o pathovar correlate a Psa (P. s. pv. theae, P. avellanae, P. s. pv. tomato, alcuni ceppi di P. s. pv. syringae). Recentemente, è stato messo a punto un metodo di duplex-PCR, tuttora in fase di sperimentazione, per il rilevamento specifico di Psa (Gallelli and Loreti, 2010). Il metodo è in grado di discriminare Psa da P. s. pv. theae , P. avellanae, P. s. pv. tomato e  P. s. pv. syringae, permettendo l’identificazione specifica del batterio. 



Ciò non di meno appare di fondamentale importanza approfondire studi sulla risposta di resistenza atti ad individuare genotipi tolleranti/resistenti di interesse. Se, infatti, oltre ad A. deliciosa ed A. chinensis sono risultate suscettibili al batterio anche le specie A. arguta e A. kolomikta (Ushiyama et al., 1992), studi effettuati in Cina su Actinidia chinensis, per l’identificazione di resistenze alla malattia, hanno rilevato la presenza di cultivar resistenti alla malattia (cultivars Jinkui, Zhonghua Soft and Meiwei Hard) (Li Miao et al., 2004). 




Le piante hanno evoluto meccanismi in grado di percepire la presenza del patogeno e di attivare una trasduzione del segnale in grado di attivare una risposta di resistenza che rallenta o arresta la malattia. Importante è la resistenza di tipo basale e ad ampio spettro governata da recettori chinasici trans-membrana che percepiscono strutture molecolari conservate del batterio (PAMP, es. flagellina o lipopolisaccaridi, etc.). Tuttavia in alcuni casi i batteri hanno superato in parte o del tutto tale sistema di difesa sviluppando un sistema di secrezione (tipo III) attraverso il quale iniettano all’interno delle cellule dell’ospite proteine effettori (es. di virulenza) che alterano la normale fisiologia della pianta e promuovono l’insorgenza e il progresso della malattia (Pedley and Martin, 2003; Abramovitch and Martin, 2004). Le piante, a loro volta, hanno evoluto proteine di resistenza (R) intracellulari che possono percepire gli effettori batterici, dando seguito ad una trasduzione del segnale in grado di attivare una risposta di resistenza complessa che sovente include la morte cellulare programmata (HR). Un modello di studio di questi meccanismi d’interazione è rappresentato da Pseudomonas syringae pv. tomato (agente del ‘bacterial speck’ del pomodoro) ed arabidopsis. E’ stato osservato che le proteine effettori, AvrPTO e AvrPTOB di P. s. pv. tomato, annullano la funzionalità del sistema di percezione mediato dai recettori PAMP, attraverso il legame con il dominio chinasico dei recettori, cosa che impedisce la corretta trasduzione del segnale (Shan et al. 2008; Xiang et al. 2008; Gimenez-Ibanez et al. 2009). Tuttavia, quando presente, la proteina R PTO di pomodoro funziona da recettore di tali effettori potendo elicitare, in seguito all’evento di percezione, una efficace risposta di resistenza.




Il complemento di recettori chinasici e di proteine R (nonché dei componenti della trasduzione del segnale da essi governata), è risultato un patrimonio comune di briofite, gimnosperme e angiosperme. Ciò è stato ampiamente verificato sia in analisi genome wide in specie con genoma sequenziato (Kohler et al., 2008, Lehti-Shiu et al. 2009) sia mediante approcci di geni candidati in specie non-modello (Pilotti et al., 2007; Pilotti et al., 2010). 




Le resistenze sistemiche acquisite rappresentano un ulteriore aspetto della immunità innata delle piante e sono risultate attive ed utili nel conferire resistenza a batteri fitopatogeni (Durrant and Dong, 2004). In particolare è stato dimostrato che il gene NPR1 e paralogi sono cruciali per l’instaurarsi delle resistenze sistemiche acquisite (Dong, 2004), ha un ruolo consistente nel conferire resistenza ad aggressivi batteri fitopatogeni, come ad esempio Erwinia amylovora (melo), Xantomonas oryzae pv oryzae (riso), Ralstonia solanacearum (tabacco) ed altri (Malnoy at al., 2007; Chern et al., 2005;  Zhang et al., 2010).  




Appare dunque opportuno indagare su alcuni tratti cruciali che intervengono nel determinare l’esito dell’interazione fra pianta e patogeno prendendo spunto da modelli già ampiamente indagati, al fine di comprendere le modalità di interazione fra Psa e l’actinidia.




Programma scientifico




A) Soggetti coinvolti




Il presente programma sarà attuato in collaborazione tra i seguenti soggetti:



1. Regione Lazio, Dipartimento istituzionale e Territorio, Direzione Regionale Agricoltura, Area Servizi Tecnici e Scientifici,  Servizio Fitosanitario Regionale, Via R.R. Garibaldi, 7, 00145 Roma, con compiti di coordinamento e verifica dell’attuazione del programma.




2. U.O. CRA-PAV Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale – Via C.G. Bertero 22- Roma, con compiti di coordinamento del programma scientifico e di attuazione delle attività di propria competenza.




Responsabili scientifici: Dr Stefania Loreti (patologia e diagnostica) , Dr Massimo Pilotti (biologia molecolare)




3. U.O. CRA-FRU Centro di Ricerca per la Frutticoltura – Via Fioranello 52 – Roma con compiti di attuazione delle attività di propria competenza.




Responsabili scientifici: Dr Marco Scortichini (batteriologia), Dr Luigi Conte (miglioramento genetico), Dr Guido Cipriani (genetica e biologia molecolare).



4. U.O. Università della Tuscia, Dipartimento di Protezione delle Piante (DIPROP), Viterbo, con compiti di attuazione delle attività di competenza.




Responsabile scientifico: Dr. Giorgio Mariano Balestra. 




B) Attività 




L’attività di ricerca prevista dal presente programma è  un ampliamento della sperimentazione già in atto prevista dal progetto di ricerca triennale 2009-2011 “Cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”.



Le attività previste dal presente programma sono di seguito indicate.



WP1 Programma per lo studio e la difesa dal patogeno (U.O. CRA-FRU - Responsabile: Dr Marco Scortichini)




Nei Paesi in cui il cancro batterico dell’Actinidia (A. deliciosa cv. Hayward) ha causato in passato la distruzione di numerosi impianti, quali il Giappone e la Corea del Sud, neanche i trattamenti a base di rame e di antibiotici hanno consentito di contenere le epidemie. Inoltre, è stato verificato che il batterio ha la capacità di acquisire resistenza genetica nei confronti di tali composti battericidi (Goto et al., 1994; Han et al., 2003). L’altrui esperienza e la constatazione della notevole virulenza di P. s. pv. actinidiae nei confronti del kiwi giallo e del kiwi verde nelle province di Latina e Roma impongono di perseguire e mettere a punto nuove strategie di prevenzione e di difesa che consentano di ridurre notevolmente la presenza dell’inoculo batterico negli impianti e di ottimizzare la ripresa vegetativa e la produttività della pianta stessa. A tale scopo ci si prefigge di seguire due criteri: la difesa integrata e quella biologica. Inoltre, i recenti andamenti climatici hanno fatto emergere la necessità di prendere in seria considerazione anche altri due batteri patogeni dell’actinidia solitamente sottovalutati: Pseudomonas syringae pv. syringae e Pseudomonas viridiflava. Per questi due batteri è molto importante sia fornire i criteri che consentano di distinguere la sintomatologia indotta in campo sia le opportune strategie di difesa.




WP1.1 Strategie di difesa integrata



1a    Ampliamento delle prove già in corso in n. 2 aziende con rameici chelati e a basso contenuto di rame ad utilizzo primaverile-estivo,  con ulteriori prove di contenimento in almeno 6 appezzamenti delle infezioni policicliche nel corso del periodo autunno-invernale a carico del tronco e dei cordoni per proteggere la pianta dall’infezione impedendo la penetrazione del batterio nelle aperture naturali o indotte dalle pratiche colturali (ferite da potatura, da gelo, da grandine), Per il raggiungimento di tali scopi si  individueranno e sperimenteranno:




·        prodotti rameici persistenti e di origine biologica ad attività antibatterica che impediscono la penetrazione del batterio in ferite naturali ed indotte. L’efficacia di tali prodotti sarà saggiata in campo mediante prove in filari di piante comprensive di testimone non trattato, e l’effettuazione di rilievi a fine inverno con il conteggio dei numeri dei rami avvizziti e il numero dei cancri sul tronco ed i cordoni nonché il numero di piante morte e relative analisi;



·        prodotti di origine naturale ad attività filamante-traspirante. L’efficacia di tali prodotti sarà saggiata in campo mediante prove in filari di piante comprensive di testimone non trattato, e l’effettuazione di rilievi a fine inverno con il conteggio dei numeri dei rami avvizziti e il numero dei cancri sul tronco ed i cordoni nonché il numero di piante morte e relative analisi.




Il costo previsto per tale attività è di euro 21.500,00 iva inclusa.



1b  Verifica della relazione tra trattamento antibrina invernale e moltiplicazione del batterio all’interno delle strutture vegetative della pianta (rami di due anni). Tale azione consentirà di stabilire eventuali relazioni causa-effetto tra questo diffuso sistema di protezione dalle gelate ed insorgenza e/o diffusione del batterio all’interno della pianta.



Le prove saranno effettuate in almeno 6 appezzamenti. Il costo previsto per tale attività è di euro 21.000,00 iva inclusa.



1c       Formazione del personale tecnico, indicato dal servizio Fitosanitario regionale, che dovrà  essere in grado di riconoscere visivamente le sintomatologie caratteristiche da infezione di actinidia determinate dai tre patogeni. Sono previste almeno n. 2 seminari.



WP1.2 Messa a punto di schede descrittive dei patogeni batterici del kiwi verde e giallo




Per P. s. pv. actinidiae (cancro batterico), P. s. pv. syringae (maculature fogliari ed avvizzimento dei rami) e P. viridiflava (marciume dei fiori) verranno predisposte opportune schede descrittive che consentano, quanto più possibile, di individuare in campo i sintomi differenziali. Ogni singola scheda conterrà immagini mostranti i sintomi caratteristici indotti dal patogeno su kiwi verde e kiwi giallo. Verranno prodotte, inoltre, informazioni sui rispettivi cicli della malattia dei batteri e le possibilità di prevenzione e controllo attualmente disponibili.




WP2 Diagnostica e caratterizzazione (U.O. CRA-PAV Responsabili: Dr.ssa Stefania Loreti, Dr Massimo Pilotti)



WP2.1 Metodi diagnostici di identificazione qualitativa e quantitativa del patogeno per identificare   l’eventuale presenza su materiale asintomatico, quale frutti e polline, e l’entità del danno agli impianti (Stefania Loreti CRA-PAV)




          L’attività si articolerà in:




· amplificazione e sequenziamento di vari geni di P.syringae pv. actinidiae e di specie correlate (P.syringae pv. theae, P.syringae pv. tomato, P. avellanae) al fine di individuare tratti genici specifici che consentano la messa a punto di una real-time PCR per l’identificazione specifica e la quantificazione di P.syringae pv. actinidiae da materiale vegetale sintomatico e asintomatico, quali frutta e polline. La quantificazione del batterio con real-time PCR è di fondamentale importanza per accertare il rischio di contaminazione da materiali in commercio importati ed esportati (es. frutti, polline).




· prove di impollinazione artificiale con polline infetto per verificare la trasmissibilità del batterio, attraverso il polline, alla pianta e ai frutti.




WP2.2 Caratterizzazione di geni coinvolti  nella risposta di resistenza di Actinidia spp. (Dr Massimo Pilotti CRA-PAV)




· isolamento e studio preliminare dell’espressione di alcuni geni di resistenza candidati (NBS-LRR e recettori chinasici) e della trasduzione del segnale (recettori chinasici, MAP chinasi, omologhi di NPR1), al fine di delineare un potenziale network molecolare per lo studio della risposta di resistenza di Actinidia spp. L’isolamento avverrà a partire da DNA genomico ed RNA e con l’utilizzo di primers degenerati. Sarà analizzata l’espressione dei geni isolati in seguito al processo infettivo e mediante Reverse Northern Blotting. La ricerca ha l’obbiettivo di individuare geni la cui induzione si associ alla risposta di resistenza, quindi di utilità per il miglioramento genetico.




WP2.3 Progetto SIMBAKI Prove di applicabilità di un sistema di telerilevamento  per la mappatura del cancro batterico (U.O. DIPROP – Responsabile Dr Balestra)



Il progetto SIMBAKI prevede di sviluppare un sistema informativo regionale dedicato alla mappatura e al monitoraggio del cancro batterico del kiwi capace di fornire dati quantitativi relativamente all’incidenza e alla localizzazione della malattia. In particolare SIMBAKI intende dotare il Servizio Fitosanitario della Regione Lazio di uno strumento tecnico di supporto alle decisioni (DSS) capace di assistere l’ente in tutte quelle operazioni di organizzazione, coordinamento e attuazione delle politiche a supporto del settore che riguardano il monitoraggio, la lotta, e gli accertamenti finalizzati all’erogazione dei contributi a sostegno delle imprese i cui actinidieti sono stati colpiti dalla batteriosi. 




Obiettivi 



L’obiettivo generale dell’attività  è quello di realizzare l’infrastruttura metodologica e il modello di approvvigionamento dati di un completo Sistema Informativo Regionale dedicato al settore Actinidia/Kiwi e in particolare al monitoraggio del cancro batterico del kiwi. Una volta a regime, tale sistema consentirebbe di rilevare in maniera continua e in tempo quasi reale le informazioni relative alla localizzazione delle aree colpite dalla malattia, all’insorgenza dei focolai di infezione, alla stima della quantificazione del danno. Queste informazioni, inserite in una più generica base dati (dati di tipo: territoriali, ambientali, socio-economici, anagrafico-catastali, etc.) consentirebbero di incrociare le informazioni e completare il quadro conoscitivo legato alla filiera kiwi dando quindi la possibilità all’ente di sviluppare nuove funzionalità di servizio.




In particolare  l’attività prevede di:



· sviluppare una metodologia efficace che consenta di discriminare le aree colpite da batteriosi a livello di singolo appezzamento con cui produrre una cartografia tematica numerica delle aree malate aggiornabile annualmente (scala di rappresentazione possibile 1:5000) e integrabile prontamente in ambiente GIS; 




· sviluppare indici multispettrali che stimino il livello di danno esprimibile come quantità di prodotto perso e rappresentabili in termini di “mappa del danno”; 




· sviluppare indici metereologici-multispettrali e tecniche di spazializzazione geospaziale correlati all’insorgenza della malattia al fine di produrre le relative mappe in un contesto di monitoraggio continuo della coltura. 




Inoltre verrà curata la fattibilità di un modello di produzione delle informazioni sopra riportate che possa essere esteso in maniera applicativa a livello regionale. Particolare attenzione in questo verrà posta nel prospettare un utilizzo di tecnologie sostenibili in termini di costo e di facilità di utilizzo; ad esempio, a regime, il modello applicabile a livello regionale dovrà consentire l’utilizzo di dati satellitari e non aerei. 



Attività




Le attività saranno concentrate in un’area test ad alta concentrazione di actinidia per un’area totale di circa 20 Km2. L’area sarà scelta in quanto rappresentativa della variabilità colturale in termini di modelli varietali e colturali, condizioni meteorologiche e più in generale, ambientali.



Le attività di seguito descritte sono state divise in varie fasi che verranno realizzate durante la stagione vegetativa dell’actinidia 




1. Rilievi a terra delle firme spettrali di blocchi campionari di piante colpite da cancro batterico e piante sane. 




I rilievi a terra verranno eseguiti con lo Spettroradiometro Fieldspec-pro con cui verranno acquisite misure di radianza nell’intervallo 400 – 2500 nm a livello di singola foglia, canopy della pianta o di più piante, secondo una logica di scala. L’obiettivo è quello di indagare le caratteristiche radiometriche distintive delle piante malate nei diversi stadi di sviluppo della patologia. I rilievi verranno effettuati secondo un protocollo di campionamento che prevede l’acquisizione delle misure di radianza da differenti angoli di vista, per diversa varietà ed eventuale forma di allevamento e tecnica colturale. Per confronto, le misure saranno effettuate anche su piante sane. Tutte le misure saranno georeferenziate tramite GPS differenziale e contestualmente saranno acquisite fotografie delle parti vegetative malate. 




I dati saranno successivamente elaborati con l’obiettivo di investigare quanto, particolari bande spettrali o indici variamente composti, siano in grado di discriminare: 




o pianta malata da pianta sana, 




o tipologia di batteriosi, 




o diversi livelli di malattia, 




o epoche migliori di misura. 




Sono previste 11 campagne di campionamento nel periodo Giugno – Ottobre a cadenza di circa 10/15 giorni. I campionamenti verranno effettuati su impianti di kiwi verde e kiwi giallo in provincia di Latina. Si valuteranno successivamente il numero dei punti da campionare in ogni azienda. 




2. Acquisizione ed elaborazione dati telerilevati 




In base ai risultati ottenuti durante i rilievi a terra verrà selezionata la configurazione spettrale dei sensori di telerilevamento montati a bordo della piattaforma aerea ASPIS. In questa fase particolare attenzione sarà rivolta alla stesura del piano di volo. In particolare verranno presi in considerazione la risoluzione geometrica dei dati (strisciate a diversa quota di volo), la geometria di acquisizione (strisciate con diversa orientazione NS, EW, l’angolo di elevazione e azimuth del sole dipendente dal momento di ripresa) da cui dipendono fenomeni di hotspot e Brdf. 




I voli consentiranno l’acquisizione delle immagini multispettrali delle aziende test. Questi voli hanno l’obiettivo di verificare se le informazioni desunte con l’analisi delle firme spettrali confermano la possibilità di mappare e a che livello le aree affette da cancro batterico. Saranno realizzati tre voli sorvoli che indicativamente saranno effettuati a: 




o Aprile, all’emissione fogliare, utile per le indicazioni di monitoraggio precoce della malattia; 




o fine Giugno, utile per dare indicazioni sulla lotta; 




o fine Settembre – inizio ottobre, per valutare i danni sulla produzione e l’impianto in una fase avanzata della malattia. 




I dati telerilevati saranno pre-processati radiometricamente e geometricamente (ortorettifica) al fine di riportare i dati in una misura fisica di radianza e correggerli da distorsioni e aberrazioni ottiche. 




L’elaborazione vera e propria dei dati ha l’obiettivo di testare indici e algoritmi specifici finalizzati al riconoscimento e all’identificazione delle piante malate. Nell’elaborazione delle immagini si seguiranno diversi approcci cercando di sfruttare tanto le informazioni di tipo geometrico e tessiturale, quanto quelle di tipo spettrale. Si utilizzeranno tecniche di classificazione sia di tipo pixel che object-oriented. In base alla valutazione del grado di accuratezza tramite matrice di confusione si definiranno il set di indici e algoritmi migliori. 




Ulteriore obiettivo è anche quello di definire l’epoca e la risoluzione geometrica dei dati ottimale, nonché la geometria di acquisizione migliore per la massimizzazione delle performance. 




Si procederà infine ad una comparazione tra informazioni desumibili da telerilevamento aereo e satellitare utile ad un up-scaling in chiave applicazione della metodologia su tutto il territorio regionale. 




Caratteristiche delle immagini ASPIS: 




o 1 immagine a colori reali (RGB) a 24 bit; 




o Data set di immagini digitali multispettrali APIS: 10 bit (2048 x 2048 pixel) a 12 bande comprese nell’intervallo radiometrico blu – vicino infrarosso; 




o 1 immagine termica (TIR) 14 bit (320 x 240 pixel) (opzionale, legata al prodotto 2). 




3. Reperimento serie storiche ed analisi dati meteorologici 



Verrà definita la rete di stazioni meteo nel comprensorio di studio e aree limitrofe da cui reperire le serie storiche di dati meteorologici. Saranno presi in considerazione dati di temperatura, precipitazione, umidità relativa, radiazione e vento, qualora disponibili. 




A seguito del pre-trattamento dei dati meteo si procederà con l’analisi delle relazioni intercorrenti tra l’andamento meteo stagionale, le variabili telerilevate e i dati di malattia ottenuti anche in base alle osservazioni già registrate (denunce). 




Si utilizzeranno tecniche multiregressive nonché modelli basati su reti neurali artificiali (ANN). A partire da modelli semplici si proveranno ad utilizzare modelli complessi più strutturati e robusti, sulla base dello studio delle performance. 



In sintesi saranno effettuati:



o campagne a terra con spettroradiometro; 




o elaborazione dati a terra e sviluppo di indici multi spettrali; 




o 3 rilievi aerei multispettrali delle aree test; 




o reperimento ed elaborazione dati meteo e modellistica; 




o realizzazione delle mappe e webgis dimostrativo di visualizzazione dati; 




o logistica realtà a terra e training site delle piante malate; 




o giornata di presentazione risultati. 




WP3 Programma di Miglioramento Genetico – Ipotesi di programma (U.O. CRA-FRU – Responsabili: Dr Guido Cipriani, Dr Luigi Conte)




Obiettivi




Obiettivo principale del programma è la costituzione di nuove varietà di actinidia (Actinidia chinensis) a polpa gialla, verde o rossa idonee per il mercato europeo, con le seguenti caratteristiche: 




(a) pezzatura dei frutti attorno ai 100 g




(b) colore della polpa diverso




(c) epoca di raccolta da precoce a tardiva, ma, in quest’ultimo caso, i frutti dovranno raggiungere i 7 ° Brix  non oltre l’ultima settimana di ottobre, facendo riferimento agli ambienti del Lazio




(d) buona conservabilità dei frutti (almeno 4 mesi di conservazione)




(e) epoca di germogliamento variabile, in modo da evitare, per quanto possibile, le gelate primaverili alla vegetazione, presupponendo che le varietà possano essere diffuse anche nelle aree del nord Italia




(f) resistenza o tolleranza alla batteriosi da Pseudomonas syringae pv. actinidiae 



Piani di incrocio




L’actinidia è una specie dioica, per cui gli incroci possono essere fatti solamente tra piante femminili (che portano frutto) e piante maschili (che non portano frutto). 




Questo aspetto della biologia riproduttiva costringe ad una valutazione preliminare delle selezioni maschili per i caratteri relativi al frutto che queste possono trasmettere alla progenie (progeny test). 




Attualmente presso il Centro di ricerca per la frutticoltura di Roma sono accolte circa 1200 accessioni di Actinidia di cui 225 di A. deliciosa e le restanti di A. chinensis. Le accessioni provengono da due diverse aree della Cina (Guilin e Sichuan), in cui sono state raccolte da piante diverse e appaiono fenotipicamente variabili. La variabilità genetica riguarda diverse caratteristiche legate al frutto e al portamento della pianta. Questo materiale sarà utilizzato per impostare il programma di miglioramento genetico seguendo le modalità di seguito  proposte.




Valutazione della resistenza alla batteriosi




Un certo numero di genotipi in numero ancora da determinare ma non inferiore al centinaio, sarà sottoposto ad inoculo artificiale con il patogeno batterico al fine di valutarne il grado di resistenza. Verranno inclusi genotipi sia femminili che maschili di origine geografica diversa e tutti i genotipi segnalati da osservazioni presso le aziende actinidicole. Gli inoculi saranno effettuati su piante replicate in doppio e per ogni genotipo saranno preservate marze per la riproduzione vegetativa di ogni soggetto sottoposto ad analisi. Gli inoculi verranno effettuati su piante di un anno allevate in vaso. Le piante che non manifesteranno sintomi saranno utilizzate quali genitori per i piani di incrocio precedentemente descritti.



C) Costi previsti 




La somma di euro 200.000,00 iva inclusa è così ripartita per l’attuazione delle attività previste dal presente programma scientifico:




				Codice attività



				Tipo attività



				CRA-FRU



				CRA-PAV



				     DIPROP



				    TOTALI







				WP1



				WP1.1 Strategie di difesa integrata




WP1.2 Messa a punto di schede descrittive dei patogeni batterici del kiwi verde e giallo



				42.500



				



				



				42.500







				WP2



				WP2.1 



Messa a punto diagnosi quantitativa




Prove di impollinazione artificiale




WP2.2




Geni  espressi  nella risposta di resistenza di Actinidia spp.




WP2.3



Sviluppo di un sistema di telerilevamento



				



				21.000




44.000








				50.000



				21.000




44.000




50.000







				WP3



				WP3 Miglioramento genetico



				42.500



				



				



				42.500







				TOTALE 



				



				85.000 



				65.000



				50.000



				200.000
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Allegato A



Linee di ricerca integrative al progetto triennale “Cancro batterico dell’actinidia (pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”. Programma scientifico.


Premessa



A partire dal 2007,  nel Lazio, e in particolare in provincia di Latina, la coltura del kiwi è stata severamente colpita dalla malattia nota come cancro batterico, il cui agente causale è Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) (Balestra et al., 2008; Ferrante e Scortichini, 2009).  Nel 1992, sempre in provincia di Latina, erano stati rinvenuti casi sporadici di cancro batterico su Actinidia deliciosa, cv. Hayward (Scortichini, 1994). Il batterio è stato rinvenuto, sempre negli stessi anni, anche in Giappone (Serizawa et al., 1989; Takikawa et al., 1989) e in Korea (Koh et al., 1994) dove, invece, ha manifestato un andamento aggressivo e causato notevoli danni alle colture locali. 



Il recente scoppio epidemico ha inizialmente interessato il kiwi giallo, cvs. Hort16A e Jin Tao, (Balestra et al., 2008; Ferrante e Scortichini, 2009) tuttavia nell’arco della stagione vegetativa 2010 anche il kiwi verde, cv. Hayward in primis, è stato severamente colpito dalla malattia (Balestra et al., 2009). Inoltre, il patogeno è stato individuato in Emilia Romagna, Veneto e Piemonte, sebbene con un incidenza, ad oggi, molto inferiore rispetto a quella presente nel Lazio.




La malattia si manifesta, tipicamente, all’inizio della ripresa vegetativa con  la produzione di un essudato rosso-ruggine fuoriuscente dai tagli di potatura, dalle cicatrici fogliari e dalle gemme. I rami colpiti presentano la corteccia rossastra, umida al tatto, mentre i tessuti sottostanti mostrano decolorazioni rossastre e imbrunimenti; tronco e rami possono presentare delle fessurazioni della corteccia e formazione di cancri; i fiori e le gemme fiorali risultano imbruniti e vanno incontro ad avvizzimento e cascola; su foglia inizialmente si osservano piccole maculature idropiche a contorno poligonale che evolvono in macchie necrotiche circondate da alone clorotico; in taluni casi la foglia avvizzisce completamente; i frutti collassano e nei casi più gravi l’intera pianta muore nel corso di una stagione vegetativa. In generale la batteriosi compromette gravemente tutti gli organi vegetativi della pianta, determinando gravi ripercussioni economiche a carico dei produttori del settore. Fattori predisponenti la malattia sono un optimum di temperatura intorno 15 °C (Serizawa and Ichikawa, 1993), pioggia, vento ed elevata umidità ambientale (Serizawa et al., 1989).



Nell’ambito del progetto di ricerca triennale già in corso sul cancro batterico dell’actinidia per la  messa a punto di strategie di difesa, finanziato dalla Regione Lazio, sono stati ottenuti diversi risultati ma sono anche emerse nuove aree da indagare.



Da una recente indagine molecolare, basata su studi di struttura di popolazioni (rep-PCR, MLST analysis, amplificazione di geni effettori) è emerso che i ceppi di Psa isolati fra il 2008-2009 differiscono dai ceppi coreani, giapponesi e dai ceppi italiani oggetto delle precedenti segnalazioni (Ferrante e Scortichini, 2010). Queste evidenze sperimentali sembrano indicare che la recente epidemia dell’Italia centrale a carico dell’actinidia sia stata causata da una popolazione di Psa differente da quelle individuate precedentemente (Ferrante e Scortichini, 2010).  Inoltre,  ceppi  isolati da specie e cultivars diverse di actinidia, anche coltivate in aree geografiche lontane tra loro (Latina-Roma e Ravenna), sono risultati molto simili tra di loro, cosa che farebbe propendere per  una probabile origine unica dell'epidemia (Ferrante e Scortichini, 2010). Pertanto questa popolazione di ceppi è da considerarsi recente e probabilmente non correlata con le precedenti  segnalazioni del patogeno nella stessa area. Accanto ai danni ingenti che sta causando la batteriosi alla kiwi-coltura locale, di notevole preoccupazione sono inoltre le ripercussioni che alcuni aspetti epidemiologici hanno da un punto di vista economico. Primo fra tutti è l’eventuale presenza del patogeno  su materiale asintomatico come i frutti e il polline, entrambi soggetti a scambi commerciali con l’estero e quindi importanti da un punto di vista commerciale, così come l’eventuale presenza del patogeno su  materiale di propagazione asintomatico. Al fine di far luce su queste problematiche è importante disporre di metodi idonei per il rilevamento e l’identificazione del patogeno. Attualmente la diagnosi del patogeno è basata sull’isolamento e l’applicazione di rep-PCR o il sequenziamento 16S rDNA  per l’identificazione delle colonie sospette. I metodi di amplificazione molecolare specifica (PCR) disponibili (Kou and Nou, 2002; Rees-George et al., 2010) producono falsi positivi con alcune specie o pathovar correlate a Psa (P. s. pv. theae, P. avellanae, P. s. pv. tomato, alcuni ceppi di P. s. pv. syringae). Recentemente, è stato messo a punto un metodo di duplex-PCR, tuttora in fase di sperimentazione, per il rilevamento specifico di Psa (Gallelli and Loreti, 2010). Il metodo è in grado di discriminare Psa da P. s. pv. theae , P. avellanae, P. s. pv. tomato e  P. s. pv. syringae, permettendo l’identificazione specifica del batterio. 


Ciò non di meno appare di fondamentale importanza approfondire studi sulla risposta di resistenza atti ad individuare genotipi tolleranti/resistenti di interesse. Se, infatti, oltre ad A. deliciosa ed A. chinensis sono risultate suscettibili al batterio anche le specie A. arguta e A. kolomikta (Ushiyama et al., 1992), studi effettuati in Cina su Actinidia chinensis, per l’identificazione di resistenze alla malattia, hanno rilevato la presenza di cultivar resistenti alla malattia (cultivars Jinkui, Zhonghua Soft and Meiwei Hard) (Li Miao et al., 2004). 



Le piante hanno evoluto meccanismi in grado di percepire la presenza del patogeno e di attivare una trasduzione del segnale in grado di attivare una risposta di resistenza che rallenta o arresta la malattia. Importante è la resistenza di tipo basale e ad ampio spettro governata da recettori chinasici trans-membrana che percepiscono strutture molecolari conservate del batterio (PAMP, es. flagellina o lipopolisaccaridi, etc.). Tuttavia in alcuni casi i batteri hanno superato in parte o del tutto tale sistema di difesa sviluppando un sistema di secrezione (tipo III) attraverso il quale iniettano all’interno delle cellule dell’ospite proteine effettori (es. di virulenza) che alterano la normale fisiologia della pianta e promuovono l’insorgenza e il progresso della malattia (Pedley and Martin, 2003; Abramovitch and Martin, 2004). Le piante, a loro volta, hanno evoluto proteine di resistenza (R) intracellulari che possono percepire gli effettori batterici, dando seguito ad una trasduzione del segnale in grado di attivare una risposta di resistenza complessa che sovente include la morte cellulare programmata (HR). Un modello di studio di questi meccanismi d’interazione è rappresentato da Pseudomonas syringae pv. tomato (agente del ‘bacterial speck’ del pomodoro) ed arabidopsis. E’ stato osservato che le proteine effettori, AvrPTO e AvrPTOB di P. s. pv. tomato, annullano la funzionalità del sistema di percezione mediato dai recettori PAMP, attraverso il legame con il dominio chinasico dei recettori, cosa che impedisce la corretta trasduzione del segnale (Shan et al. 2008; Xiang et al. 2008; Gimenez-Ibanez et al. 2009). Tuttavia, quando presente, la proteina R PTO di pomodoro funziona da recettore di tali effettori potendo elicitare, in seguito all’evento di percezione, una efficace risposta di resistenza.



Il complemento di recettori chinasici e di proteine R (nonché dei componenti della trasduzione del segnale da essi governata), è risultato un patrimonio comune di briofite, gimnosperme e angiosperme. Ciò è stato ampiamente verificato sia in analisi genome wide in specie con genoma sequenziato (Kohler et al., 2008, Lehti-Shiu et al. 2009) sia mediante approcci di geni candidati in specie non-modello (Pilotti et al., 2007; Pilotti et al., 2010). 



Le resistenze sistemiche acquisite rappresentano un ulteriore aspetto della immunità innata delle piante e sono risultate attive ed utili nel conferire resistenza a batteri fitopatogeni (Durrant and Dong, 2004). In particolare è stato dimostrato che il gene NPR1 e paralogi sono cruciali per l’instaurarsi delle resistenze sistemiche acquisite (Dong, 2004), ha un ruolo consistente nel conferire resistenza ad aggressivi batteri fitopatogeni, come ad esempio Erwinia amylovora (melo), Xantomonas oryzae pv oryzae (riso), Ralstonia solanacearum (tabacco) ed altri (Malnoy at al., 2007; Chern et al., 2005;  Zhang et al., 2010).  



Appare dunque opportuno indagare su alcuni tratti cruciali che intervengono nel determinare l’esito dell’interazione fra pianta e patogeno prendendo spunto da modelli già ampiamente indagati, al fine di comprendere le modalità di interazione fra Psa e l’actinidia.



Programma scientifico



A) Soggetti coinvolti



Il presente programma sarà attuato in collaborazione tra i seguenti soggetti:


1. Regione Lazio, Dipartimento istituzionale e Territorio, Direzione Regionale Agricoltura, Area Servizi Tecnici e Scientifici,  Servizio Fitosanitario Regionale, Via R.R. Garibaldi, 7, 00145 Roma, con compiti di coordinamento e verifica dell’attuazione del programma.



2. U.O. CRA-PAV Centro di Ricerca per la Patologia Vegetale – Via C.G. Bertero 22- Roma, con compiti di coordinamento del programma scientifico e di attuazione delle attività di propria competenza.



Responsabili scientifici: Dr Stefania Loreti (patologia e diagnostica) , Dr Massimo Pilotti (biologia molecolare)



3. U.O. CRA-FRU Centro di Ricerca per la Frutticoltura – Via Fioranello 52 – Roma con compiti di attuazione delle attività di propria competenza.



Responsabili scientifici: Dr Marco Scortichini (batteriologia), Dr Luigi Conte (miglioramento genetico), Dr Guido Cipriani (genetica e biologia molecolare).


4. U.O. Università della Tuscia, Dipartimento di Protezione delle Piante (DIPROP), Viterbo, con compiti di attuazione delle attività di competenza.



Responsabile scientifico: Dr. Giorgio Mariano Balestra. 



B) Attività 



L’attività di ricerca prevista dal presente programma è  un ampliamento della sperimentazione già in atto prevista dal progetto di ricerca triennale 2009-2011 “Cancro batterico dell’actinidia (Pseudomonas syringae pv actinidiae): messa a punto di strategie di difesa”.


Le attività previste dal presente programma sono di seguito indicate.


WP1 Programma per lo studio e la difesa dal patogeno (U.O. CRA-FRU - Responsabile: Dr Marco Scortichini)



Nei Paesi in cui il cancro batterico dell’Actinidia (A. deliciosa cv. Hayward) ha causato in passato la distruzione di numerosi impianti, quali il Giappone e la Corea del Sud, neanche i trattamenti a base di rame e di antibiotici hanno consentito di contenere le epidemie. Inoltre, è stato verificato che il batterio ha la capacità di acquisire resistenza genetica nei confronti di tali composti battericidi (Goto et al., 1994; Han et al., 2003). L’altrui esperienza e la constatazione della notevole virulenza di P. s. pv. actinidiae nei confronti del kiwi giallo e del kiwi verde nelle province di Latina e Roma impongono di perseguire e mettere a punto nuove strategie di prevenzione e di difesa che consentano di ridurre notevolmente la presenza dell’inoculo batterico negli impianti e di ottimizzare la ripresa vegetativa e la produttività della pianta stessa. A tale scopo ci si prefigge di seguire due criteri: la difesa integrata e quella biologica. Inoltre, i recenti andamenti climatici hanno fatto emergere la necessità di prendere in seria considerazione anche altri due batteri patogeni dell’actinidia solitamente sottovalutati: Pseudomonas syringae pv. syringae e Pseudomonas viridiflava. Per questi due batteri è molto importante sia fornire i criteri che consentano di distinguere la sintomatologia indotta in campo sia le opportune strategie di difesa.



WP1.1 Strategie di difesa integrata


1a    Ampliamento delle prove già in corso in n. 2 aziende con rameici chelati e a basso contenuto di rame ad utilizzo primaverile-estivo,  con ulteriori prove di contenimento in almeno 6 appezzamenti delle infezioni policicliche nel corso del periodo autunno-invernale a carico del tronco e dei cordoni per proteggere la pianta dall’infezione impedendo la penetrazione del batterio nelle aperture naturali o indotte dalle pratiche colturali (ferite da potatura, da gelo, da grandine), Per il raggiungimento di tali scopi si  individueranno e sperimenteranno:



·        prodotti rameici persistenti e di origine biologica ad attività antibatterica che impediscono la penetrazione del batterio in ferite naturali ed indotte. L’efficacia di tali prodotti sarà saggiata in campo mediante prove in filari di piante comprensive di testimone non trattato, e l’effettuazione di rilievi a fine inverno con il conteggio dei numeri dei rami avvizziti e il numero dei cancri sul tronco ed i cordoni nonché il numero di piante morte e relative analisi;


·        prodotti di origine naturale ad attività filamante-traspirante. L’efficacia di tali prodotti sarà saggiata in campo mediante prove in filari di piante comprensive di testimone non trattato, e l’effettuazione di rilievi a fine inverno con il conteggio dei numeri dei rami avvizziti e il numero dei cancri sul tronco ed i cordoni nonché il numero di piante morte e relative analisi.



Il costo previsto per tale attività è di euro 21.500,00 iva inclusa.


1b  Verifica della relazione tra trattamento antibrina invernale e moltiplicazione del batterio all’interno delle strutture vegetative della pianta (rami di due anni). Tale azione consentirà di stabilire eventuali relazioni causa-effetto tra questo diffuso sistema di protezione dalle gelate ed insorgenza e/o diffusione del batterio all’interno della pianta.


Le prove saranno effettuate in almeno 6 appezzamenti. Il costo previsto per tale attività è di euro 21.000,00 iva inclusa.


1c       Formazione del personale tecnico, indicato dal servizio Fitosanitario regionale, che dovrà  essere in grado di riconoscere visivamente le sintomatologie caratteristiche da infezione di actinidia determinate dai tre patogeni. Sono previste almeno n. 2 seminari.


WP1.2 Messa a punto di schede descrittive dei patogeni batterici del kiwi verde e giallo



Per P. s. pv. actinidiae (cancro batterico), P. s. pv. syringae (maculature fogliari ed avvizzimento dei rami) e P. viridiflava (marciume dei fiori) verranno predisposte opportune schede descrittive che consentano, quanto più possibile, di individuare in campo i sintomi differenziali. Ogni singola scheda conterrà immagini mostranti i sintomi caratteristici indotti dal patogeno su kiwi verde e kiwi giallo. Verranno prodotte, inoltre, informazioni sui rispettivi cicli della malattia dei batteri e le possibilità di prevenzione e controllo attualmente disponibili.



WP2 Diagnostica e caratterizzazione (U.O. CRA-PAV Responsabili: Dr.ssa Stefania Loreti, Dr Massimo Pilotti)


WP2.1 Metodi diagnostici di identificazione qualitativa e quantitativa del patogeno per identificare   l’eventuale presenza su materiale asintomatico, quale frutti e polline, e l’entità del danno agli impianti (Stefania Loreti CRA-PAV)



          L’attività si articolerà in:



· amplificazione e sequenziamento di vari geni di P.syringae pv. actinidiae e di specie correlate (P.syringae pv. theae, P.syringae pv. tomato, P. avellanae) al fine di individuare tratti genici specifici che consentano la messa a punto di una real-time PCR per l’identificazione specifica e la quantificazione di P.syringae pv. actinidiae da materiale vegetale sintomatico e asintomatico, quali frutta e polline. La quantificazione del batterio con real-time PCR è di fondamentale importanza per accertare il rischio di contaminazione da materiali in commercio importati ed esportati (es. frutti, polline).



· prove di impollinazione artificiale con polline infetto per verificare la trasmissibilità del batterio, attraverso il polline, alla pianta e ai frutti.



WP2.2 Caratterizzazione di geni coinvolti  nella risposta di resistenza di Actinidia spp. (Dr Massimo Pilotti CRA-PAV)



· isolamento e studio preliminare dell’espressione di alcuni geni di resistenza candidati (NBS-LRR e recettori chinasici) e della trasduzione del segnale (recettori chinasici, MAP chinasi, omologhi di NPR1), al fine di delineare un potenziale network molecolare per lo studio della risposta di resistenza di Actinidia spp. L’isolamento avverrà a partire da DNA genomico ed RNA e con l’utilizzo di primers degenerati. Sarà analizzata l’espressione dei geni isolati in seguito al processo infettivo e mediante Reverse Northern Blotting. La ricerca ha l’obbiettivo di individuare geni la cui induzione si associ alla risposta di resistenza, quindi di utilità per il miglioramento genetico.



WP2.3 Progetto SIMBAKI Prove di applicabilità di un sistema di telerilevamento  per la mappatura del cancro batterico (U.O. DIPROP – Responsabile Dr Balestra)


Il progetto SIMBAKI prevede di sviluppare un sistema informativo regionale dedicato alla mappatura e al monitoraggio del cancro batterico del kiwi capace di fornire dati quantitativi relativamente all’incidenza e alla localizzazione della malattia. In particolare SIMBAKI intende dotare il Servizio Fitosanitario della Regione Lazio di uno strumento tecnico di supporto alle decisioni (DSS) capace di assistere l’ente in tutte quelle operazioni di organizzazione, coordinamento e attuazione delle politiche a supporto del settore che riguardano il monitoraggio, la lotta, e gli accertamenti finalizzati all’erogazione dei contributi a sostegno delle imprese i cui actinidieti sono stati colpiti dalla batteriosi. 



Obiettivi 


L’obiettivo generale dell’attività  è quello di realizzare l’infrastruttura metodologica e il modello di approvvigionamento dati di un completo Sistema Informativo Regionale dedicato al settore Actinidia/Kiwi e in particolare al monitoraggio del cancro batterico del kiwi. Una volta a regime, tale sistema consentirebbe di rilevare in maniera continua e in tempo quasi reale le informazioni relative alla localizzazione delle aree colpite dalla malattia, all’insorgenza dei focolai di infezione, alla stima della quantificazione del danno. Queste informazioni, inserite in una più generica base dati (dati di tipo: territoriali, ambientali, socio-economici, anagrafico-catastali, etc.) consentirebbero di incrociare le informazioni e completare il quadro conoscitivo legato alla filiera kiwi dando quindi la possibilità all’ente di sviluppare nuove funzionalità di servizio.



In particolare  l’attività prevede di:


· sviluppare una metodologia efficace che consenta di discriminare le aree colpite da batteriosi a livello di singolo appezzamento con cui produrre una cartografia tematica numerica delle aree malate aggiornabile annualmente (scala di rappresentazione possibile 1:5000) e integrabile prontamente in ambiente GIS; 



· sviluppare indici multispettrali che stimino il livello di danno esprimibile come quantità di prodotto perso e rappresentabili in termini di “mappa del danno”; 



· sviluppare indici metereologici-multispettrali e tecniche di spazializzazione geospaziale correlati all’insorgenza della malattia al fine di produrre le relative mappe in un contesto di monitoraggio continuo della coltura. 



Inoltre verrà curata la fattibilità di un modello di produzione delle informazioni sopra riportate che possa essere esteso in maniera applicativa a livello regionale. Particolare attenzione in questo verrà posta nel prospettare un utilizzo di tecnologie sostenibili in termini di costo e di facilità di utilizzo; ad esempio, a regime, il modello applicabile a livello regionale dovrà consentire l’utilizzo di dati satellitari e non aerei. 


Attività



Le attività saranno concentrate in un’area test ad alta concentrazione di actinidia per un’area totale di circa 20 Km2. L’area sarà scelta in quanto rappresentativa della variabilità colturale in termini di modelli varietali e colturali, condizioni meteorologiche e più in generale, ambientali.


Le attività di seguito descritte sono state divise in varie fasi che verranno realizzate durante la stagione vegetativa dell’actinidia 



1. Rilievi a terra delle firme spettrali di blocchi campionari di piante colpite da cancro batterico e piante sane. 



I rilievi a terra verranno eseguiti con lo Spettroradiometro Fieldspec-pro con cui verranno acquisite misure di radianza nell’intervallo 400 – 2500 nm a livello di singola foglia, canopy della pianta o di più piante, secondo una logica di scala. L’obiettivo è quello di indagare le caratteristiche radiometriche distintive delle piante malate nei diversi stadi di sviluppo della patologia. I rilievi verranno effettuati secondo un protocollo di campionamento che prevede l’acquisizione delle misure di radianza da differenti angoli di vista, per diversa varietà ed eventuale forma di allevamento e tecnica colturale. Per confronto, le misure saranno effettuate anche su piante sane. Tutte le misure saranno georeferenziate tramite GPS differenziale e contestualmente saranno acquisite fotografie delle parti vegetative malate. 



I dati saranno successivamente elaborati con l’obiettivo di investigare quanto, particolari bande spettrali o indici variamente composti, siano in grado di discriminare: 



o pianta malata da pianta sana, 



o tipologia di batteriosi, 



o diversi livelli di malattia, 



o epoche migliori di misura. 



Sono previste 5 campagne di campionamento nel periodo Giugno – Ottobre a cadenza di circa 10/15 giorni. I campionamenti verranno effettuati su impianti di kiwi verde e kiwi giallo in provincia di Latina. Si valuteranno successivamente il numero dei punti da campionare in ogni azienda. 



2. Acquisizione ed elaborazione dati telerilevati 



In base ai risultati ottenuti durante i rilievi a terra verrà selezionata la configurazione spettrale dei sensori di telerilevamento montati a bordo della piattaforma aerea ASPIS. In questa fase particolare attenzione sarà rivolta alla stesura del piano di volo. In particolare verranno presi in considerazione la risoluzione geometrica dei dati (strisciate a diversa quota di volo), la geometria di acquisizione (strisciate con diversa orientazione NS, EW, l’angolo di elevazione e azimuth del sole dipendente dal momento di ripresa) da cui dipendono fenomeni di hotspot e Brdf. 



I voli consentiranno l’acquisizione delle immagini multispettrali delle aziende test. Questi voli hanno l’obiettivo di verificare se le informazioni desunte con l’analisi delle firme spettrali confermano la possibilità di mappare e a che livello le aree affette da cancro batterico. Saranno realizzati 2 voli che potenzialmente, nello specifico possono risultare utili per uno o più dei seguenti obiettivi: i) monitoraggio precoce della malattia; ii) indicazioni sulla lotta; iii) valutazione perdite produzione/danni agli impianti. 



I dati telerilevati saranno pre-processati radiometricamente e geometricamente (ortorettifica) al fine di riportare i dati in una misura fisica di radianza e correggerli da distorsioni e aberrazioni ottiche. 



L’elaborazione vera e propria dei dati ha l’obiettivo di testare indici e algoritmi specifici finalizzati al riconoscimento e all’identificazione delle piante malate. Nell’elaborazione delle immagini si seguiranno diversi approcci cercando di sfruttare tanto le informazioni di tipo geometrico e tessiturale, quanto quelle di tipo spettrale. Si utilizzeranno tecniche di classificazione sia di tipo pixel che object-oriented. In base alla valutazione del grado di accuratezza tramite matrice di confusione si definiranno il set di indici e algoritmi migliori. 



Ulteriore obiettivo è anche quello di definire l’epoca e la risoluzione geometrica dei dati ottimale, nonché la geometria di acquisizione migliore per la massimizzazione delle performance. 



Si procederà infine ad una comparazione tra informazioni desumibili da telerilevamento aereo e satellitare utile ad un up-scaling in chiave applicazione della metodologia su tutto il territorio regionale. 



Caratteristiche delle immagini ASPIS: 



o 1 immagine a colori reali (RGB) a 24 bit; 



o Data set di immagini digitali multispettrali APIS: 10 bit (2048 x 2048 pixel) a 12 bande comprese nell’intervallo radiometrico blu – vicino infrarosso; 



o 1 immagine termica (TIR) 14 bit (320 x 240 pixel) (opzionale, legata al prodotto 2). 



3. Reperimento serie storiche ed analisi dati meteorologici 


Verrà definita la rete di stazioni meteo nel comprensorio di studio e aree limitrofe da cui reperire le serie storiche di dati meteorologici. Saranno presi in considerazione dati di temperatura, precipitazione, umidità relativa, radiazione e vento, qualora disponibili. 



A seguito del pre-trattamento dei dati meteo si procederà con l’analisi delle relazioni intercorrenti tra l’andamento meteo stagionale, le variabili telerilevate e i dati di malattia ottenuti anche in base alle osservazioni già registrate (denunce). 



Si utilizzeranno tecniche multiregressive nonché modelli basati su reti neurali artificiali (ANN). A partire da modelli semplici si proveranno ad utilizzare modelli complessi più strutturati e robusti, sulla base dello studio delle performance. 


In sintesi saranno effettuati:


o campagne a terra con spettroradiometro; 



o elaborazione dati a terra e sviluppo di indici multi spettrali; 



o 2 rilievi aerei multispettrali delle aree test; 



o reperimento ed elaborazione dati meteo e modellistica; 



o realizzazione delle mappe e webgis dimostrativo di visualizzazione dati; 



o logistica realtà a terra e training site delle piante malate; 



o giornata di presentazione risultati. 



WP3 Programma di Miglioramento Genetico – Ipotesi di programma (U.O. CRA-FRU – Responsabili: Dr Guido Cipriani, Dr Luigi Conte)



Obiettivi



Obiettivo principale del programma è la costituzione di nuove varietà di actinidia (Actinidia chinensis) a polpa gialla, verde o rossa idonee per il mercato europeo, con le seguenti caratteristiche: 



(a) pezzatura dei frutti attorno ai 100 g



(b) colore della polpa diverso



(c) epoca di raccolta da precoce a tardiva, ma, in quest’ultimo caso, i frutti dovranno raggiungere i 7 ° Brix  non oltre l’ultima settimana di ottobre, facendo riferimento agli ambienti del Lazio



(d) buona conservabilità dei frutti (almeno 4 mesi di conservazione)



(e) epoca di germogliamento variabile, in modo da evitare, per quanto possibile, le gelate primaverili alla vegetazione, presupponendo che le varietà possano essere diffuse anche nelle aree del nord Italia



(f) resistenza o tolleranza alla batteriosi da Pseudomonas syringae pv. actinidiae 


Piani di incrocio



L’actinidia è una specie dioica, per cui gli incroci possono essere fatti solamente tra piante femminili (che portano frutto) e piante maschili (che non portano frutto). 



Questo aspetto della biologia riproduttiva costringe ad una valutazione preliminare delle selezioni maschili per i caratteri relativi al frutto che queste possono trasmettere alla progenie (progeny test). 



Attualmente presso il Centro di ricerca per la frutticoltura di Roma sono accolte circa 1200 accessioni di Actinidia di cui 225 di A. deliciosa e le restanti di A. chinensis. Le accessioni provengono da due diverse aree della Cina (Guilin e Sichuan), in cui sono state raccolte da piante diverse e appaiono fenotipicamente variabili. La variabilità genetica riguarda diverse caratteristiche legate al frutto e al portamento della pianta. Questo materiale sarà utilizzato per impostare il programma di miglioramento genetico seguendo le modalità di seguito  proposte.



Valutazione della resistenza alla batteriosi



Un certo numero di genotipi in numero ancora da determinare ma non inferiore al centinaio, sarà sottoposto ad inoculo artificiale con il patogeno batterico al fine di valutarne il grado di resistenza. Verranno inclusi genotipi sia femminili che maschili di origine geografica diversa e tutti i genotipi segnalati da osservazioni presso le aziende actinidicole. Gli inoculi saranno effettuati su piante replicate in doppio e per ogni genotipo saranno preservate marze per la riproduzione vegetativa di ogni soggetto sottoposto ad analisi. Gli inoculi verranno effettuati su piante di un anno allevate in vaso. Le piante che non manifesteranno sintomi saranno utilizzate quali genitori per i piani di incrocio precedentemente descritti.


C) Costi previsti 



La somma di euro 200.000,00 iva inclusa è così ripartita per l’attuazione delle attività previste dal presente programma scientifico:



			Codice attività


			Tipo attività


			CRA-FRU


			CRA-PAV


			     DIPROP


			    TOTALI





			WP1


			WP1.1 Strategie di difesa integrata



WP1.2 Messa a punto di schede descrittive dei patogeni batterici del kiwi verde e giallo


			42.500


			


			


			42.500





			WP2


			WP2.1 


Messa a punto diagnosi quantitativa



Prove di impollinazione artificiale



WP2.2



Geni  espressi  nella risposta di resistenza di Actinidia spp.



WP2.3


Sviluppo di un sistema di telerilevamento


			


			21.000



44.000






			50.000


			21.000



44.000



50.000





			WP3


			WP3 Miglioramento genetico


			42.500


			


			


			42.500





			TOTALE 


			


			85.000 


			65.000


			50.000


			200.000
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