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INTRODUZIONE

La vite europea\(itis viniferaL.) € una pianta di origine asiatica che ha trovagd
bacino del Mediterraneo le condizioni pedo-climiagidavorevoli per la propria diffusione.
Gia conosciuta e coltivata dai Fenici e dai Grediepoca dei Romani raggiunse la
massima diffusione in Europa.

Oggi, la vite rappresenta una delle piu importantiure da frutto a livello mondiale; tale
rilevanza é determinata dalla varieta dei prodizttessa derivati, primo fra tutti il vino, ma
anche la frutta fresca, i succhi, i frutti essigcabmposti organici e l'alcool. Quasi 8
milioni di ettari di terre coltivate, sono destieatlla vite, rappresentando circa il 13% di
quelle destinate globalmente alle coltivazioni agleada frutto (Orecchiet al.,2008).

Purtroppo, numerosi patogeni, compresi i virus eagenti di malattie simil-virali,
possono causare una diminuzione della produzionegyaggioramento della qualita dei
frutti, un minore vigore e una riduzione della lenga delle piante. Tali danni
determinano notevoli perdite economiche quantificabh milioni di euro ogni anno.
Prendendo in considerazione soltanto le malattietie da virus, fino ad oggi ne sono
state segnalate 53, causate da 20 generi viradirgljvspesso, purtroppo questi quadri
presenti in infezioni miste (Komat al.,2007).

Tra le malattie virali, una delle piu importantsiuramente I'Accartocciamento fogliare
(Grapevine Leafroll, GL) che e in grado di causpeedite di produzione che possono
superare anche il 40% (Tseti al.,2008). Proprio per le rilevanti perdite economiche
arreca e per la sua notevole diffusione, questaattieal desta grande interesse e
preoccupazione in tutte le aree viticole mondiélonostante l'importanza di GL, le
conoscenze dei fattori biologici ed ecologici chituenzano la diffusione e la trasmissione
della malattia, sono ancora scarse. Infatti, peitortempo, si € pensato che la diffusione
della malattia fosse determinata, unicamente, Wal’di materiale infetto ma, dalla fine
degli anni '80, é stato rilevato il ruolo svolto meetti vettori. Proprio quest’ultimo aspetto
e stato oggetto di nuove ricerche sull’argomente lkshnno portato all'identificazione di
nove specie di vettori appartenenti all’ordine Hetaia famiglia Pseudococcidae e di tre
specie appartenenti allo stesso ordine, ma allagferCoccidae, in grado di trasmettere
alcuni virus associati a GL. Nonostante il noteviakeresse, ci sono poche pubblicazioni
che hanno preso in considerazione i parametri diedamissione di GL mediante
Pseudococcidi e Coccidi. Tra questi parametri,artigolare, non sono sempre ben chiariti
i tempi di acquisizione e di trasmissione, la defone del ruolo svolto dalle differenti eta



preimaginali e dell’adulto nella diffusione dellaosi e le condizioni che ne influenzano la
trasmissione.

La complessa e non ancora completamente chiardbbga della malattia, il numero dei
vettori probabilmente destinato a crescere, le senpiu frequenti segnalazioni della
presenza di vettori nel vigneto, rendono il prokdedn primaria importanza. Questo anche
perché il controllo delle ampelopatie virali &€ wolgema di non facile gestione e, in modo
particolare per quelle trasmesse da insetti, @riwente influenzato dalla conoscenza della
biologia del vettore e, soprattutto, dei rappontus/vettore. Per questi motivi, si rendono
necessari ulteriori approfondimenti sia dal puntovidta virologico che entomologico
finalizzati all'individuazione sia degli interventpreventivi che di una strategia di

intervento per limitare la diffusione della malatin campo.



CAPITOLO 1
Il “Complesso dell’Accartocciamento fogliare” della vite
(GL)

Le prime osservazioni sul complesso dell’Accartasento fogliare della vite su piante
di vite risalgono al XIX secolo ad opera di studivancesi che lo segnalarono con il nome
di “rougeau” (Fabre, 1853) o di “brunissure” (Pastt891), denominazioni che crearono
confusione con alterazioni che inducevano sintonaicnmscopici simili, ma in realta
derivati da cause diverse come, ad esempio, fenaihpotassio-carenza.

L’origine infettiva di questa malattia fu dimosi@ada Scheu nel 1935 in Germania e poi
confermata alla fine degli anni '50, quando furesalate particelle virali allungate nel
tessuto floematico di piante infette (Vuitteregzal., 1958; Goheeet al.1959).

Le molteplici segnalazioni sulla presenza di quesimplesso in vigneti di moltissimi

paesi fa si che, oggi, questa ampelopatia siautiesma delle virosi piu diffuse nel mondo.

1.1 Eziologia

La vite (Vitis vinifera L.), una delle piu importanti colture perenni mpolitate
vegetativamente, ha accumulato molteplici patogmhicorso dei secoli di coltivazione.
Durante gli ultimi dieci anni, molti nuovi virus 80 stati isolati e caratterizzati. In
particolare, nuovi probabili virus associati a Glna delle piu importanti malattie della
vite, sono stati segnalati in diversi Paesi (Mategt al.,2008).

Proprio per le continue segnalazioni di nuovi viugli distinte varianti di virus gia
conosciuti e associati a GL, I'eziologia della nitédae decisamente articolata e non ancora
completamente definita, tanto che, ad oggi, il clesgp vede coinvolti ben nove diverse
entita virali denominateGrapevine Leafroll associated viruses9 (GLRaV-1,-9)
appartenenti alla famigli€losteroviridaecapaci, singolarmente o associazione tra loro,
di indurre i sintomi della malattia. Recentemente, stata isolata e parzialmente
caratterizzata un’altra entita virale in Franciaofi@et et al., 2003), proposta come
GLRaV-10 che potrebbe essere associata al gémepelovirusUn’ulteriore segnalazione



nel 2004, riporta lidentificazione del potenzialendicesimo virus su viti della cv.
Carnelian in California (Abou Ghanem-Sabanadzevial.,2004).

Sulla base della revisione tassonomica propost&atasev (2000), che centrava la
classificazione principalmente su caratteristich@etolari e biologiche (tipo di insetto-
vettore) e non piu sul numero di particelle di Rig&nomico (Martelliet al, 2000), la
famiglia Closteroviridaeé stata distinta in tre generi (Martedti al, 2002): Ampelovirus
(dal grecoampelos= vite) trasmessi da Pseudococcidi e Cocdilgsterovirus(il cui
nome deriva dal grecklostere significa “filo”) trasmessi da Afidi €rinivirus (dal latino
crinis = capello)trasmessi da Aleurodidi.

La specie virale tipo del genefenpeloviruse GLRaV-3 e, in questo stesso genere, sono
inclusi anche GLRaV-1, -4, -5, -6, -8 e -9.

GLRaV-2 appartiene al gene@osterovirusil cui membro tipo € iVirus del giallume
della barbabietolgBeet yellows virus BYV).

| membri del gener€rinivirus non vedono incluso alcun virus associato al Glomos
caratterizzati da un genoma bipartito, diversamelatequello monopartito dimpelo e
Closterovirus e la specie virale tipo e VMirus del giallume infettivo della lattugé.ettuce
infectious yellows virus LIYV).

GLRaV-7 non e stato ancora assegnato ad alcun eyemeche se le prime evidenze di
trasmissione hanno identificato gli aleurodidi cosnei possibili vettori (Martelli, 2002).

In Tabella 1 sono riportati i nove virus fino adgpgccertati come associati a GL, il Paese

e I'anno della loro prima segnalazione:

Genere Virus Prima segnalazione
Ampelovir GLRaV | Svizzera, (Gugerkt al.,1984)
us -1
GLRaV | Svizzera, (Rosciglione e
-3 Gugerli,1986)
GLRaV | USA, (Huet al.,1990)
-4
GLRaV | Francia, (Walter e Zimmermanp,
-5 1991)
GLRaV | Svizzera, (Gugerkt al.,1984)
-6




GLRaVv | USA, (Monis, 2000)

GLRaV | USA, (Alkowni et al.,2002)

Closterovir GLRaV | Francia, (Zimmermanat al.,1990)
us -2
? GLRaV | Iltalia, (Choueiriet al.,1996)

Tabella 1- Agenti di Accartocciamento fogliare della viteoed prima segnalazione (da Matrtelli,
2004 modificata).
| GLRaVs, distinguibili sierologicamente e molecol@nte, posseggono particelle

filamentose e flessuose, lunghe 1400-2000 nm cimengono un RNA monopartito a
singola elica (ssRNA) positiva, non poliadenilaid 8,5-17,9 Kb, incapsidato in uno o due
tipi di subunita proteiche il cui peso molecolarecgnpreso tra 24 e 34 KDa (Doka al.,
1994; Martelliet al.,1997; Karasev, 2000; Marte#t al, 2002; Rowhanet al.,2003).

La caratterizzazione sierologica e molecolare diusv associati a GL, é stata
notevolmente rallentata dall'impossibilita di trastterli meccanicamente su ospiti erbacei,
ad eccezione di GLRaV-2 che e stato trasmessdlisatiana benthamiangDomin)
(Castellanoet al., 1995). Ulteriori difficolta di purificazione conngs con la bassa
concentrazione delle particelle virali, la loro dilda e la elevata concentrazione di
composti fenolici nei tessuti vegetali, hanno rasoora piu complesse le indagini.

L'uso di tecniche molecolari ha permesso la deteazione delle sequenze e
dell'organizzazione genomica di GLRaV-1, GLRaV-2 @LRaV-3 evidenziando,
rispettivamente, 10, 9 e 13 griglie di lettura (@pgeeading Frames, ORF). L'analisi delle
sequenze dei virus associati a GL ha identificate drossi blocchi genici, altamente
conservati, costituenti la tipica organizzazione dolare proposta per la famiglia
Closteroviridae(Dolja et al.,1994) che vede all’estremita 5’ il “modulo dellgplieazione”
seguito da quello del “movimento cellula-cellul&uintuple Gene Block, QGB).

L’estremita 5’ del genoma contiene il dominio peaproteinasi papaina-simile (L-Pro) a
cui seguono i domini della metiltransferasi (ME&)casi (HEL) e della RNA-polimerasi
RNA-dipendente (POL).

La differente posizione genomica di L-Pro @osterovirus a monte di quella di MET

anziché a valle, ed alcune evidenze sperimenairtate da Peng e Dolja, (2000) hanno



individuato un meccanismo di rilascio autocatatitah questa poliproteina con un ruolo
preminente nel processo di amplificazione del gemuwirale (Doljaet al.,2006).

Recenti indagini volte ad una piu approfondita cmemza di questa porzione
nucleotidica hanno individuato, in alcuAmpelovirustra cui GLRaV-3, un dominio
indicato con AlkB, localizzato tra quelli della MEe della HEL la cui funzione nel
processo infettivo rimane al momento sconosciuta ugualmente ritenuta assai
significativa (Doljaet al.,2006).

Procedendo verso l'estremita 3’ del genoma, sirgasd QGB con: una proteina
idrofobica a basso peso molecolare (di circa 6 kBahdicata come proteina 6 (p6),
annessa al reticolo endoplasmatico e direttamempéicata nel movimento cellula-cellula
e non coinvolta nella replicazione ed assemblaggade.

Proseguendo in direzione 3’'seguono i geni dellegpme simili al’heat shock protein 70
(Hsp 70) e una proteina di circa 60 kDa (p60) dhsieme, cooperano nel processo di
assemblaggio del virione insieme alle proteine ichgise.

A completare il QGB si trovano le due proteine cigbside: CP e la sua forma “minore”
(CPm). L'ordine con cui sono disposti i geni CP &n€ distingue i due generi: i
Closterovirussono caratterizzati dalla posizione di CPm a vdilguella della CP, negli
Ampeloviruse Crinivirus 'ordine e invertito (v. Fig. 1).

La CP e responsabile della formazione di viriolarfientosi e flessuosi che racchiudono
I'RNA per circa il 95%. La CPm partecipa alla forzi@ne di una piccola porzione
terminale che genera una corta coda del virionan(@&t al, 1999). Come gia ricordato,
I'assemblaggio prevede la cooperazione delle pretdel QGB ad eccezione della p6.

Ulteriori indagini volte ad una piu approfonditancscenza della composizione genomica
dei dosterovirushanno evidenziato la presenza di una terza conmp@maicleotidica in
posizione 3’, connessa con la funzione di soppress@li del silenziamento di RNA
operato dalla pianta. | soppressori virali, sona piccola famiglia di proteine che non
hanno alcuna analogia con proteine virali o deflitss La dimostrazione di questa
funzione e fornita dalle due proteine (rispettivateedi 20 e 21 kDa), indicate con p20 e
p21, proprie diAmpeloviruse Closterovirusche nel corso delle esperienze riportate da
Chapmaret al, (2004) hanno dimostrato agire come blocco dngilamento impedendo la
formazione del complesso di silenziamento indotto RNA (RNA Induced Silencing
Complex, RISC), analogamente a quanto verificatolpgroteina di 19 kDa (p19) del
Virus del rachitismo cespuglioso del pomod¢fomato bushy stunt virdBSV) (Silhavy
e Burgyan, 2004).



In riferimento alla proteina p20, é utile ricorddeesua duplice funzione che la vede
coinvolta anche nel meccanismo di trasmissione ameeliafidi delVirus del giallume
della barbabietolgBeet yellows viruBYV) (Dolja et al.,2006).

Il genoma di GLRaV-4 e GLRaV-9 non é stato ancanamletamente sequenziato, ma I’

organizzazione strutturale modulare € compatibde quella del generdmpelovirus
(Martelli e Boudon-Padieu, 2006).

L-Pro MET HEL p6i Hsp70h CPm  p20
po4 CP pl )
BYV
-
pé g
=%
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p39 CPm
p32 LIYV
ps E
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Figura 1- Mappe genomiche dei virus piu rappresentativi digtaiglia Closteroviridae BYV;
Citrus tristeza virus(CTV); LIYV; Sweet potato chlorotic stunt vir/SPCSV); GLRaV-3Le
uniche proteine di ogni genoma, sono indicate aomralore diverso. | generi sono riportati sulla
destra (da Dolj&t al.,2006).
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1.2 Sintomatologia

Il sintomo caratteristico del GL, consiste nelkatizione del lembo fogliare che presenta i
margini ripiegati a coppa verso il basso. L’arratoknto dei margini e la rigidita dei
tessuti fogliari che manifestano frattura vitrean® determinati da un accumulo di amido e
zuccheri nelle foglie; 'accumulo delle sostanzetedizzate nelle foglie, compresi i
pigmenti, & causato dalla degenerazione della duezdi trasporto per I'occlusione dei
tubi cribrosi e la necrosi delle cellule compagngaesnchimatiche del floema (Martelli e
Prota, 1985).

Tale sintomatologia comincia a manifestarsi in daedtate sulle foglie piu vecchie situate
alla base dei tralci per poi diffondersi, in serm&wopeto, con I'avanzare della stagione.
Sulle foglie delle varieta ad uva rossa compaionzialmente lievi arrossamenti
internervali che in seguito si accentuano, inteneds tutta la lamina fogliare, ad eccezione
delle nervature principali che mantengono il coleeede (v. Fig. 2). Nel caso di attacchi
molto forti, I'intera lamina fogliare puo diventad? colore rosso-violaceo. Alcune varieta
rosse come Cabernet Franc, Cabernet Sauvignont Rmio Mission e Barbera sono
definiti gli indicatori biologici piu efficienti nke prove di indexaggio, per la forte reazione
sintomatologica espressa all'infezione.

Nelle varieta ad uva bianca il sintomo cromatiagoneno evidente. Sulle foglie compaiono
decolorazioni internervali, senza mai presentaeraioni cromatiche di colore rosso.

| sintomi sono soggetti a variazioni in rapportia alultivar, alle condizioni climatiche, al
ceppo virale ed alle associazioni tra virus divéksartelli, 2002). Differenti espressioni
sintomatologiche sono state considerate la baselgealiscriminazione eziologica in
funzione dell’epoca della loro comparsa, della dsspone delle antocianosi sulla lamina e
della loro intensita (Martelli, 2004).
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Figura 2- Sintomi di Accartocciamento fogliare su varietdagca rossa (a sinistra) e
varieta a bacca bianca (a destra).

Pur non determinando la morte delle piante, I'aocaramento fogliare causa gravi danni
produttivi sia quantitativi che qualitativi.

Sui tralci non sono visibili sintomi di rilievo, Bbene la presenza della malattia possa
provocare ritardi durante la ripresa vegetativalemo accrescimento dei germogli, ritardi
nella fioritura e, infine, una riduzione dello sipbo della parte aerea e dell’apparato
radicale. Tutto cid comporta una diminuzione guatitia della produzione che, nei casi di
maggiore virulenza, puo superare anche il 60%. Batpelopatia puo creare problemi
nella maturazione degli acini, provocando una nanimtensita nella colorazione degli
stessi, a causa della riduzione fino al 50% dellecentrazione dei pigmenti.

Una difficile maturazione comporta una diminuziale contenuto zuccherino, che causa
un aumento dei valori di acidita fissa, un peggieato qualitativo del prodotto,
soprattutto per quei vini che gia costituzionalneetendono ad avere un’acidita elevata
(Mannini, 2003).

Indagini ultrastrutturali sulla citopatologia intlotda tutti i GLRaVs, hanno evidenziato
una specifica localizzazione dei virus nel tessfit@matico, con la formazione di
inclusioni intracellulari costituite da aggregati particelle virali associate ad una
proliferazione di vescicole derivate dalla distar@ dei mitocondri (GLRaV-1, GLRaV-3,
GLRaV-5), o dalla proliferazione delle vescicold dicolo endoplasmatico (GLRaV-2 e
GLRaV-7) (Martelli e Boudon-Padieu, 2006).

Le alterazioni cromatiche osservate macroscopicter®ono la conseguenza di profondi

cambiamenti cellulari causati dalle particelle Wistesse. Indagini anatomo-patologiche
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condotte da Bertamiret al. (2004), su viti della cv. Lagrein infette da GLR&Yhanno
evidenziato un ridotto contenuto in clorofilla era@noidi nelle foglie infette. Il
decremento dell'attivita fotosintetica, una minaenduttanza stomatica ed una riduzione
del tasso di traspirazione, sono risultati strettar®@ correlati alla presenza di particelle
virali nei tessuti, che inducono una marcata indsig dei processi fisiologici relativi alla
fissazione della C©O Oltre a cio, é stata riscontrata una riduzioriegeoteine estrinseche
(cioe le proteine posizionate sulla superficie alethembrana citoplasmatica), dei
polipeptidi contenuti nelle membrane dei tilacaeddelle proteine solubili, probabilmente
correlate alla ridotta attivita della RuBP (ributm4,5-bifosfato carbossilasi), cosi come e
risultata alterata negativamente anche lattivigllad nitrato riduttasi. Un’analisi piu
dettagliata sulla struttura dei tilacoidi ha evidieto che linfezione virale causa una
marcata inibizione dell'intero sistema di trasporegli elettroni, specialmente per
I'attivita del fotosistema Il (PSII) mentre, I'iniione dell’attivita del fotosistema | (PSI), &
soltanto marginale. La marcata perdita di atticigd PSII, nelle foglie infette, potrebbe
essere dovuta alla riduzione dei polipeptidi. Glitédri concludono che I'infezione virale
inattiva il sito donatore degli elettroni del P@lertaminiet al, 2004).

La malattia risulta essere latente nei portinnesigricani e loro ibridi che, pero, possono
ugualmente infettarsi e quindi comportarsi da “a@tunti sani”, facilitando cosi la diffusione
della malattia (Goheen, 1970; Martelli 1975; WakeLegin, 1986). Peraltro, nei tessuti
dei portinnesti americani, gli agenti virali deltaalattia mostrano una minore attivita
replicativa e, secondo studi condotti a Cipro (flw@n e Hadjinicolis, 2001), vengono
infettati in percentuali ridotte rispetto a quediela vite europea (in media il 7-8% contro il
90%). Questa differenza é stata interpretata cameffettiva resistenza del germoplasma
americano ai virus associati a GL (Martedti al., 1997), e come un substrato meno
favorevole per le cocciniglie, che si moltiplicanteno bene sui portinnesti (loannou e
Hadjinicolis, 2001).

1.3 Diagnosi

| diversi metodi diagnostici capaci di accertarevéntuale presenza degli agenti virali
responsabili del GL possono essere suddivisi ingtegpi: 1) saggi biologici; 2) saggi

sierologici; 3) saggi molecolari.
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1) Saggi biologici. L'indexaggio si basa sulla trasmissione per innestio varieta
indicatrici di V. viniferaa bacca rossa, quali Cabernet Sauvignon, CabEraet, Pinot
Noir, Merlot Mission e l'ibrido LN 33. La procedunarevede un periodo di attesa delle
manifestazioni sintomatologiche di circa 18 mesiom permette la discriminazione tra i
vari GLRaVs (Matrtelli e Boudon-Padieu, 2006).

2) Saggi sierologici. DAS-ELISA e TAS-ELISA sono le tecniche maggiorment
utilizzate nella diagnosi sierologica di GL. Antipomono- e policlonali sono stati ottenuti
per tutti i GLRaVs.

IEM (Immunoelectron microscopic) ed ISEM (Immundsamt electron microscopy) sono
stati ampiamente utilizzati per I'identificazionpesifica degli agenti eziologici del GL.
Entrambe le tecniche hanno il vantaggio di darensposta netta e definitiva (Marteéi
al., 1997), sia in infezione singola che mista. Pueeds la tecnica delll'lEM sensibile ed
affidabile, tuttavia non é indicata per la diagnasiarga scala (Het al.,1991)

3) Saggi molecolari.Entrata sulla scena alla meta degli anni’80, layniiesi molecolare
ha avuto un notevole sviluppo che, sulla baseatalplificazione genica, ha dato origine a
tecniche di analisi molecolare sempre piu detteglizhe hanno permesso un notevole
aggiornamento delle conoscenze sulla genetica ldmodei virus. Questi protocolli
hanno non solo migliorato il livello di specificid sensibilita per la identificazione di
virus, ma hanno fornito lo strumento necessaria sfloperta di nuovi isolati, nonché di
nuove varianti virali.

Il saggio mediante RT-PCR costituisce il metoddtiele di diagnosi dei virus associati a
GL per la sua affidabilita, riproducibilita e sdniita (Martelli, 2002). La conoscenza della
sequenza parziale o totale dei genomi virali, hanpsso di selezionare oligonucleotidi
specifici utilizzati nella loro diagnosi utilizzaadia acidi nucleici totali che dsRNA.

Una recente ottimizzazione di questa tecnica han@sso lo sviluppo di un protocollo
definito “spot multiplex nested PCR” idoneo all’acamento di infezioni multiple. Con
I'ausilio di oligonucleotidi degenerati, contenemibsina, consente una rapida e simultanea
diagnosi di tutti i virus associati a GL eventualtgepresenti in uno stesso ospite (Dovas e
Katis, 2003).

Il costante problema riscontrato nella esigua digplita di particelle virali da
individuare nei tessuti infetti & stato recenteraesuiperato con il perfezionamento di un
protocollo che prevede direttamente lo “spot” (d8fmodi una goccia di estratto grezzo) su
membrana di Nylon dei campioni da sottoporre a PC&e metodo permette di ridurre

notevolmente i tempi di trattamento dei campiomidece il rischio della contaminazione
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incrociata. Inoltre, si é rivelato particolarmeideneo per individuare sia 'RNA virale che
quello di batteri e fitoplasmi, nei tessuti di giaspiti legnose (Osman e Rowhani, 2006).
Nellindagine sperimentale da noi descritta, queptacedura € stata ulteriormente
modificata al fine di consentire la diagnosi vimgilka nei tessuti degli insetti vettori

garantendo affidabilita e rapidita dei risultatneeguiti (cfr. Materiali e Metodi).

1.4 Epidemiologia e lotta

Per lungo tempo si e creduto che i virus asso@atL fossero trasmessi soltanto
attraverso il materiale vegetale ma, nonostantedtattia fosse gia conosciuta dalla meta
del 1800, mancano informazioni sulla sua trasmmesim campo fino al 1973, quando
Dimitrijevic pubblico i primi risultati sulla diffsione naturale della malattia, in un vigneto
situato vicino a Belgrado (Dimitrijevic, 1973).

Tra tutti i GLRaVs, i piu frequentemente segnataino GLRaV-1 e GLRaV-3, ed in
misura appena minore GLRaV-2. Cid fa si che quéstis si possano a ben ragione
definire ubiquitari. Gli altri sono meno citati ihibliografia e potrebbero avere una
distribuzione pitl limitata. E questo il caso di GI\R7 che sembra piu presente nel sud-est
europeo e mediterraneo che altrove.

Sulla media e lunga distanza, GL viene disseminatenateriale di propagazione. In cio
I portinnesti americani, che vengono infettati &mimaticamente, hanno avuto un ruolo di
primaria importanza. Ma ruoli analoghi sono anchelts da cultivars diV. vinifera. E
emblematica al proposito, la stretta relazione ratzetra GLRaV-6 e la cv. Cardinal, per
mezzo della quale il virus si é diffuso in alcumgioni del Mezzogiorno d’ltalia e della
Grecia (Martelli, 2004).

La diffusione sulle brevi distanze avviene, inveagediante gli insetti vettori quali
Pseudococcidi e Coccidi, il cui numero & aument@omaniera considerevole in
conseguenza delle indagini svolte negli ultimi diemni, anche se restano ancora
sconosciuti i vettori di alcuni GLRaVs (Cabaleabal.,2008).

La consapevolezza della presenza di alcuni GLRa&/& nmaggior parte dei paesi a
vocazione viticola del mondo, ha messo in evidehpeoblema della sanita del materiale
di propagazione. L’esigenza di regolamentare lameruoializzazione del materiale di
propagazione, ha reso necessario lo sviluppo dmative idonee. La legislazione

comunitaria ha sancito, nella Direttiva 2005/43/Gfella Commissione Europea,
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I'esclusione di GLRaV-1 e GLRaV-3 dal materialenabltiplicazione vegetativo della vite
destinato alla commercializzazione. La legislazidakana ha recepito tale Direttiva CE
con il D.M. del 7 Luglio 2006. Ad integrazione diept’'ultimo, € stato emanato il Decreto
del 24 Giugno 2008 “Modifica del protocollo tecnidioselezione clonale della vite” (le cui
norme entreranno in vigore a partire dal 1° GenriZ009), che prevede per quanto
riguarda GL, l'esclusione di GLRaV-1, GLRaV-2 e G(A\R3 sia dai nesti che dai
portinnesti.

L'uso di materiale certificato e I'unico metodo ieffice di prevenzione e controllo
disponibile. Non si conoscono fonti di resistenzdurale inV. vinifera, né sono state
ancora messe a punto strategie per proteggereatgepsane dalle infezioni in campo
mediate dai vettori. Indagini sperimentali sulldlgypo di piante transgeniche sono in
corso, con particolare riferimento all'introduziodegeni per la resistenza a GLRaV-2 e
GLRaV-3 nei portinnesti e nelle cultivars europaeVd vinifera (Martelli e Boudon-
Padieu, 2006).

| pochi risultati di risanamento del materiale adfio infetto da GLRaVs riportati in
letteratura sono stati ottenuti con metodi convemaii, come termoterapia e coltuira
vitro di apici meristematici (Clingeleffeat al.,2002; Kimet al.,2003; Valercet al.,2003;
Panattoniet al.,2004) e con tecniche piu sofisticate come micratméCupidi e Barba,
1993), embriogenesi somatica (Krastaneval.,2000; Gribaudet al.,2003; Gambinaet
al., 2006) e chemioterapia (Panattoni e Triolo, 2003iafaniet al.,2006).
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CAPITOLO 2
| vettori di GL

| vettori svolgono un ruolo fondamentale per Idudifone dell’Accartocciamento fogliare
nel vigneto. Le conoscenze sui vettori di GL somiv'dltro che complete infatti, fino ad
0ggi, solo alcune cocciniglie appartenenti allaitdia degli Pseudococcidae, ed in misura
minore a quella dei Coccidae, sono state accectate responsabili della trasmissione di
alcuni GLRaVs.

2.1 Generalita

Gli insetti comunemente chiamati “cocciniglie” apjgagono, dal punto di vista
sistematico, all’'ordine Hemiptera, superfamigliac€adea. Tale superfamiglia comprende
28 famiglie morfologicamente ben differenziate &53pecie. Tra le famiglie sono incluse
quella dei Coccidae che comprende 1129 tra spesi¢t@specie, suddivise in 163 generi e
la famiglia degli Pseudococcidae (=mealybugs) clenprende 1989 tra specie e
sottospecie, ripartite in 271 generi.

Le cocciniglie hanno dimensioni piuttosto ridotpei( lo piu al di sotto del centimetro) e
sono caratterizzate da un dimorfismo sessuale nmHecato. | maschi, generalmente
muniti di un paio di ali, risultano minuscoli e §i&, con capo, torace e addome ben distinti
e apparato boccale atrofizzato, ridotto ad unaufasaon funzionale. Le femmine sono
attere, il loro tegumento e ricoperto da secrezpoiettive o da follicoli. La forma del
corpo e variabile (ovalare, tondeggiante, appatt#ubglobosa o globosa) e le diverse
regioni morfologiche sono spesso indistinte e furséeme. L'apparato boccale, di tipo
pungente-succhiante, & formato da un rostro brawe 4 stiletti lunghi, sottili e appuntiti
all'estremita, che servono a perforare i tessutadsanta (v. Fig. 3). Le cocciniglie sono
insetti fitomizi e come tali si nutrono di linfaoc® quelle specie, tuttavia, che presentano
una particolare conformazione della parte anterae#’intestino medio, la cosiddetta
camera filtrante, sono forti produttrici di melafBale produzione consente rapporti di
simbiosi mutualistica con le formiche, sia alle plazioni che vivono sulle parti epigee,
che a quelle che vivono su quelle ipogee (Treml&g1). Le forme giovanili (neanidi

dalla seconda eta in poi) sono simili alle femmime di dimensioni piu ridotte e solo
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quelle di prima eta assicurano la dispersione dgliie. Oltre alla riproduzione sessuale,
e frequente la partenogenesi. Le principali diffiees che caratterizzano le due famiglie,
vengono di seguito elencate.

Pseudococcidaele femmine di questa famiglia si caratterizzane pecorpo ovale,
alquanto appiattito dal tegumento poco rigido eoperto di cera farinosa, onde la
definizione di “Cocciniglie farinose o mealybugsMolte specie di Pseudococcidi
producono un ovisacco ceroso dall’aspetto fiocoosmtonoso di varia estensione, che
aumenta la copertura cerosa delle colonie di quésteiniglie, da cui anche il nome di
“Cocciniglie cotonose”. Lo sviluppo postembrional@iverso nei due sessi. La femmina é
neotenica (raggiunge cioe la maturita sessuale gpritnaver completato lo sviluppo
somatico che peraltro non raggiunge mai), presevituppo pseudoametabolico e
raggiunge quindi la forma adulta neotenica attrswdre stadi neanidali. Il maschio, al
contrario, presenta sviluppo neometabolico e cotapte sviluppo passando da due stadi
neanidali e due pupali (prepupa e pupa), quesimulafaghi e quiescenti. Gli
Pseudococcidi sono mobili in tutti gli stadi. Epsrcio si spostano sulla pianta e possono
passare anche da una pianta all’altra se questecenrigue.

Coccidae:femmine di aspetto variabile, ma caratterizzatermascudetto membranoso o
sclerificato. La deposizione delle uova avvieneegalmente sotto il corpo materno. La
femmina poi muore e lo scudetto svuotandosi preiywramente, fornisce protezione alle
neanidi neosgusciate. Lo sviluppo decorre per iclmasome negli Pseudococcidi, mentre
le femmine sono invece catametaboliche. La catdmbtao metamorfosi involutiva € un
tipo di metamorfosi nella quale si ha la regressidealle appendici (zampe, antenne) mano
a mano che si procede verso lo stadio adulto. tidba differenza degli Pseudococcidi),
una volta fissatisi sul substrato, si spostano swloccasione di migrazioni legate alla

ricerca di un sito piu favorevole alla nutrizional svernamentfTremblay, 1981).

Sono almeno 21 le specie di cocciniglie in gradotrdsmettere virus dei generi
Ampelovirus,Badnavirus(da “bacilliform DNA virus) e Vitivirus (dal latinovitis= vite)
(Cid et al.,2007).

Alcune specie di Pseudococcidi appartenenti ai yeRseudococcus, Planococcus,
Heliococcus, Phenacoccus, Saccharicoccus, Dysmisooce Coccidi dei generi
Parthenolecanium, Pulvinaria, Neopulvinarttasmettono in maniera semipersistente i
virus appartenenti al generempelovirus | virus appartenenti a questo genere sono:

GLRaV-1,-3,-5,-9; Pineapple mealybug wilt-associated virusédMWaV-1,-2; Little
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cherry virus2, LChV-2;Virus del mosaico lieve della canna da zucchi@ogarcane mild
mosaic virusSMMV) (Martelli et al.,2002) La trasmissione é aspecifica. Ne e prova il
fatto che diversi vettori, di areali geografici €igi, trasmettono efficacemente piu di una
specie virale (Martelli, 2004).

Gli Pseudococcidi trasmettono anche i seguentisvilirus del rigonfiamento dei
germogli del cacaqgCacao swollen shoot viru§SSV) (Dufour, 1988; 1991Yirus della
maculatura gialla del pepéPiper yellow mottle virusPYMV) (Lockhartet al.,1997; Bath
et al.,2003) eVirus della striatura della banana cv. Mysqiganana streak Mysore virus,
BSMysV) (Geeringet al.,2005), appartenenti al genddadnavirus

Invece, Coccidi e Pseudococcidi, sono in gradoadinhetterésrapevine virus AGVA e
Grapevine virus B5VB, che appartengono al gen&figivirus (Martelli, 2004). Di seguito

verranno presi in considerazione soltanto i vetlofsL.

Figura 3- Forma giovanile diPlanococcus citri(Risso). Preparato microscopico dal quale si
evidenzia il lungo fascio di stiletti boccali rigjati a “cappio”.
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2.2 La trasmissione di GLRaVs mediante vettori

Le prime indagini sulla trasmissione di GL risalgoalla fine degli anni '80 quando
Tanneet al.,(1987) e Rosciglione & Gugerli (1989) ottennerdrésmissione di particelle
virali associate all’Accartocciamento fogliare rirpi, mediante neanidi di prima e seconda
eta di Pseudococcus longispinu§argioni-Tozzetti)e i secondi diPlanococcus ficus
(Signoret).

Nel 1990 in Sud-Africa, vengono svolte prove dstrassione utilizzando come vettore
Planococcus ficusPseudococcide molto diffuso nei vigneti del distreli Citta del Capo.
Cosi Engelbrecht e Kasdorf (1990a), dopo aver dasagli insetti ad acquisire per 15
giorni su piante infette e, successivamente, awex$iferiti su piante sane, riuscirono ad
ottenere la trasmissione di GLRaV-3 ma non di GLRa® GLRaV-2. Inoltre, nello stesso
lavoro, vennero riscontrati sintomi della malatiievemente piu marcati nelle viti con
infezione mista (GLRaV-3+GLRaV-1+GLRaV-2), venneirgli ipotizzata un’azione
sinergica di GLRaV-1 e GLRaV-2 per la reazione@mmtologica all'infezione. Gli stessi
Autori, nello stesso anno (Engelbrecht e Kasdo#90b) hanno svolto un’ulteriore
indagine di campo per valutare la diffusione duake malattie della vite tra cui anche GL.
| risultati dellindagine evidenziarono la presenda GLRaV-3 ma non di GLRaV-1.
L’assenza di quest’ultimo virus nei vigneti di Dartville (sobborgo di Citta del Capo), é
stata messa in relazione con I'impossibilita deesgrasmesso d@lanococcus ficus.

La trasmissione di GLRaV-3 viene pero confermataPaa@rosoet al., nel 1991 in
Portogallo, utilizzandd?lanococcus citri(Risso) come vettore. Nella citata ricerca, sono
state utilizzate piante infette delle cv. Pinot dler Cabernet Sauvignon, su cui sono stati
posti gli insetti per la fase di acquisizione. &gsito, sono stati trasferiti su piante sane, su
cui sono rimasti per 1 mese.

Nel 1994 Belli et al, per la prima volta, utilizzano due specie di Gdicc
Parthenolecanium corn{Bouché) ePulvinaria vitis (L.) per prove di acquisizione e
trasmissione. Infattimpiegando un periodo di acquisizione pari a 5mied un periodo
di trasmissione di 10 giorni, dimostrano la trasiigita di GLRaV-3 mediante neanidi
del Coccidad”ulvinaria vitis

A partire dalla meta degli anni '90, c’é stato wmento dell'interesse sulla trasmissione
di GL mediante vettori, che ha portato alla creaeidi gruppi di ricerca sull’argomento in
diverse parti del mondo. Cosi nel 1995, Golino daboratori in California, hanno

utilizzato Pseudococcus affinifMaskell) e Pseudococcus longispinupger studiare la
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trasmissione di GLRaV-3 e GLRaV-2. | fitomizi sostati lasciati ad acquisire su piante
infette per 20 giorni e, poi, trasferiti su piasi@ne per la trasmissione per 14 giorni. Le
piante sono state saggiate mediante test ELISAprbee condotte hanno evidenziato un
tasso di trasmissione pari al 30%. Entrambe le ispeano in grado di trasmettere
GLRaV-3, ma non GLRaV-2.

Nello stesso anno, in ltalia, Garat al. (1995), hanno effettuato una serie di prove di
trasmissione utilizzando piante infette da GVA eBs¥d altri virus della vite, tra cui
GLRaV-3. E stata indagata la trasmissione a piambmcee del generdicotiana e
Gomphrena globosgAmaranthaceade mediante neanidi di prima e seconda eta di
Pseudococcus affinidl periodo di acquisizione era pari a 30 o 40rgjioll vettore si &
dimostrato in grado di acquisire GVA e GVB e tratterd a piante erbacee; invece non
sono stati ottenuti gli stessi risultati con gtrialirus testati.

In Spagna, nel 1997, Cabaleiro e Segura hannoatalla trasmissione di GLRaV-3 con
neanidi diPlanococcus citti Per la determinazione del periodo di acquisizioneettori
sono stati lasciati su viti infette 1ora, 1 giorogiorni e 1 settimana. Il periodo minimo
per I'acquisizione é risultato 3 giorni. Per lastrassione venivano invece lasciati sulle viti
per 15 giorni. E’ stato definito un periodo di n@one pari a 48h. La determinazione del
virus su piante infette e vettori, e stata effaiuaediante ELISA. Le piante sono risultate
infette dopo 13 mesi dall'inoculazione.

Sempre nel 1997, gli stessi Autori (Cabaleiro e uggg 1997b) hanno condotto
un’ulteriore ricerca in Spagna e, precisamente/igneti della Galizia dove sono presenti
sia GLRaV-1 che GLRaV-3, anche se solo quest’ultérampiamente diffuso. Scopo del
lavoro é stato quello di valutare la diffusioneGliRaV-3 sulla base della distribuzione
spaziale dei possibili vettori del virus. Sono steffettuate anche prove di trasmissione in
condizioni controllate, utilizzando le neanidi age su piante infette. Gruppi di 20-30
neanidi erano trasferite su piante sane per lanisggone e, dopo 1 mese, eliminate.
Planococcus citrie risultato un vettore di GLRaV-3 sia in pieno canghe in prove di
laboratorio anche se, la diffusione della malatti@ampo, non € risultata correlata con la
presenza del vettore.

Ancora nel 1997, Petersen e Charles hanno svoltodagine in Nuova Zelanda, dove
GLRaV-3 e piu diffuso di GLRaV-1 (ricorre nel 96,58¢éi vigneti infetti testati, contro il
4% circa di GLRaV-1) eseudococcus longispinus, Pseudococcus vib{Faifinis) e
Pseudococcus calceolariagMaskell). Queste specie possono essere consderat

cosmopolite e molto diffuse in Nuova Zelanda, stipteo nei vigneti delle zone
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settentrionali. Lo scopo di questo lavoro é statellQ di verificare sePseudococcus
longispinuse Pseudococcus calceolariaeano vettori di GLRaV-1 e GLRaV-3 nei vigneti
neozelandesi. Sono state prese in consideraziaredneli prima e terza eta. Per valutare
se la concentrazione virale poteva influenzareadantissione mediante vettori, le prove
sono state condotte prendendo in considerazionastddefenologici della vite: la fioritura
a cui corrisponde un basso titolo virale e la natiome quando, invece, il titolo virale é
alto. Sono stati utilizzati un periodo di acquisize e di trasmissione pari a 7 giorni in
entrambi i casi. Dalle prove che sono state corddtilta che solo le neanidi di prima eta
di entrambe le specie trasmettono GLRaV-3 ma nomR&i-1. Inoltre,Pseudococcus
longispinuse risultato essere un vettore piu efficacePdeudococcus calceolariage
conclusioni degli Autori, sono le seguenti: (a) GIMR1 & presente, ma non e trasmesso;
(b) per la prima volta viene citatéseudococcus calceolariam®me vettore di GLRaV-3;
(c) entrambe le specie sono in grado di trasmeiteveus anche durante la fioritura,
guando la sua concentrazione € bassa.

Non sono stati pero individuati, i meccanismi edigia della trasmissione di GLRaV-3
mediante i due vettori.

Un’ulteriore indagine & stata condotta sempre ®871per valutare la trasmissione di
GVA e GLRaV-1 mediante i CoccidiParthenolecanium cornie Neopulvinaria
innumerabilis(Rathvon). | risultati ottenuti hanno evidenziatgazione sinergica di GVA
per la trasmissione di GLRaV-1, infatti, quest'mt era trasmesso ddeopulvinaria
innumerabilis soltanto in presenza di GVA. Invedgarthenolecanium corre risultato un
vettore di GLRaV-1 ma non di GVA. Per la prima #lviene accertata la trasmissione di
GLRaV-1 mediante Coccidi (Fortusiet al.,1997).

| lavori pubblicati nell'ultimo decennio, riportarie informazioni piu interessanti circa la
trasmissione di GL mediante Pseudococcidi e Caoccidi

Nel 2000 Golinoet al. in California, hanno utilizzato adulti e neanidi Rseudococcus
longispinus, Pseudococcus vibur(ignoret) Pseudococcus maritimuéehrhorn) e
Planococcus citriper studiare la trasmissione di GLRaV-1, -2, 43,Rer l'acquisizione,
gli insetti sono stati lasciati sulle piante inéefier 15 giorni e, per la trasmissione, gruppi
di 10/20 insetti sono stati trasferiti su pianteesaempre per 15 giorni. Tutte e quattro le
specie sono risultate in grado di trasmettere GL-Ravha non gli altri virus testati. La
determinazione del virus su piante infette & sedtattuata mediante ELISA. Gli stessi
Autori, due anni dopo, (Golinet al.,2002), hanno eseguito ulteriori prove di trasmissio

utilizzando neanidi di prima eta appartenenti aflesse 4 specie per valutare, oltre la
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capacita di trasmissione dei virus indicati preceéeimente, anche quella di GLRaV-5. E
stato preso in considerazione il periodo di acqgiose e trasmissione in entrambi i casi
pari a 15 giorni ma, piu specificamente, € statterd@inato il periodo minimo sia di
acquisizione che di trasmissione: meno di 1 giomentrambi i casi. Viene confermata la
capacita di tutte le specie utilizzate, di traserettGLRaV-3. Inoltre, per la prima volta,
stata ottenuta la trasmissione di GLRaV-5 medigP$eudococcus longispinugon
ulteriori prove, nel 2003 gli stessi Autori, riescoad ottenere anche la trasmissione di
GLRaV-9, utilizzando semptieseudococcus longispin(Sim et al.,2003)

Sempre nel 2000, ma in Francia, Sforza e Greif bartitizzato 4 specie di vettori per le
prove di trasmissione e, precisamelRggthenolecanium corre Pulvinaria vitis(Coccidi),
Heliococcus bohemicuSuk e Phenacoccus aceriSignoret) (Pseudococcidil.le neanidi
sono state prelevate in campo su piante infettgofanmente da GLRaV-1 e GLRaV-3,
oppure allevate in laboratorio su germogli di pattfatte poi acquisire su piante infette.
Sono state eseguite prove di trasmissione ed @ \&hitato il tempo di acquisizione (7-14
giorni) e quello di trasmissione (30 giorni). Langoarsa dei sintomi si e verificata dopo 3
mesi dall'inoculoPer la prima volta e stato ottenuto un dato speriate che dimostra che
Heliococcus bohemicusun vettore di GLRaV-1.

Tre anni dopo, Sforzat al. (2003), effettuano una ricerca nel Nord-Est della Francia
(Borgogna, Alsazia e Champagne). Gli esperimerdgvano lo scopo di testare I'efficacia
di Heliococcus bohemicus, Phenacoccus acefarthenolecanium corrmtome vettori di
GLRaV-1 e GLRaV-3. Gli insetti raccolti in campan® stati allevati su germogli di
patate o su viti e poi fatti acquisire su piantetite. Parthenolecanium corré stato invece
raccolto direttamente su viti infette. Neanidi asléidnfetti, venivano lasciati sulle piante
di vite sane, per circa un mese per la trasmissi@umo stati ottenuti bassi tassi di
trasmissione con tutti e tre i vettori, anchédgdiococcus bohemicusPhenacoccus aceris
risultano in grado di trasmettere entrambi i virdeoltre, viene confermato che
Parthenolecanium corré in grado di trasmettere GLRaV-1 ma non GLRaV-3.

Sempre in lItalia, (Zorloniet al, 2003) hanno condotto un’indagine nei vigneti
dell'Oltrepo Pavese, in cui era stata frequentemeistontrata la presenzaldeliococcus
bohemicusAnche in questo caso, sono state eseguite indpgimvalutare la capacita del
vettore di trasmettere GLRaV-3. Gli insetti, rat¢cdirettamente nei vigneti, sono stati
lasciati ad acquisire (su piante della cv. Schidmmbarda), per 15 giorni. Per la
trasmissione, sono stati utilizzati gruppi di 15i886etti/pianta e lasciati sulle piante sane

per 15 giorni. | test ELISA condotti sulle viti do8, 6 e 9 mesi dalla fine del periodo di
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trasmissione, hanno confermato la capacita debnreettli trasmettere il virus. Ulteriori
indagini condotte nell’anno successivo (Zorlehial, 2004), hanno avuto invece lo scopo
di valutare la trasmissione di GLRaV-1, GLRaV-3 &/AS mediante Heliococcus
bohemicuse Planococcus ficusGli insetti sono stati lasciati ad acquisire sunfgainfette
per periodi variabili da 1 a 15 giorni. Trascoratetperiodo, sono stati trasferiti su piante
sane delle cv. Barbera e Pinot Nero per un perthdwasmissione variabile tra 3 e 21
giorni. | risultati ottenuti utilizzando il test EBA quale metodo diagnostico hanno
dimostrato, per la prima volta, chideliococcus bohemicusra in grado di trasmettere
GVA e hanno confermato la capacita di entrambttioredi trasmettere GLRaV-3.

Ancora nel 2003, GLRaV-3 e GVA sono stati oggettmdagine in Giappone. Nakarmb
al. (2003), hanno infatti utilizzato neanidi di prinreta di Pseudococcus comstocki
(Kuwana), per eseguire prove di trasmissione. b stalutato il periodo di acquisizione
(4-11 giorni) e quello di inoculazione (7 giornBer I'individuazione del virus sono stati
utilizzati ELISA e RT-PCR. Il vettore si & dimostran grado di trasmettere GLRaV-3 da
viti infette a viti sane e, GVA, da viti a piantgbacee flicotiana benthamiana

In Sud Africa, Krigeret al. (2006), hanno valutato la trasmissione di GLRaV-3
utilizzando neanidi di prima e seconda eta Rlanococcus ficuse Pseudococcus
longispinus Per la determinazione del periodo di acquisizionettori sono stati lasciati
su viti infette per 1-7 giorni, ma sono stati vieati anche periodi acquisizione inferiori
alle 24 ore. Il periodo minimo per I'acquisizioneisultato 1 ora. Per la trasmissione le
neanidi venivano invece lasciate sulle viti sanelpé giorni. La determinazione del virus
su piante infette e sui vettori, e stata effettuaaliante RT-nested-spot-PCR. La prova ha
messo in evidenza che, di entrambe le specie, amehsolo individuo, € in grado di
trasmettere il virus. Tali risultati sono stati éemmati dal lavoro di Douglas e Kruger
(2006), utilizzando gli stessi vettori e lo stesso virug oon un periodo di acquisizione
pari a 5 giorni.

Cid et al. (2006) hanno condotto una ricerca in vigneti della Galidi lavoro aveva lo
scopo di valutare l'effetto dei fattori ambientaulla dinamica della popolazione di
Planococcus citri Da tale indagine € emerso che la pioggia e ibfatambientale che
influisce maggiormente sull’entita della popolaaorsia per I'effetto diretto dell’acqua
sugli insetti e sia per la proliferazione di fungiarassiti. Nel corso della stessa ricerca,
sono state tuttavia effettuate anche prove di tisone in condizioni controllate. A tale
scopo, neanidi ed adulti sono stati allevati inolalborio, su germogli di patate e fatti

acquisire su piante della cv. Albarifio infette daRaV-3, per piu di 3 giorni. Per valutare
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la perdita di infettivita, le neanidi di prima etano state messe su piante infette fino al
raggiungimento dello stadio adulto e, poi, traséesu piante sane per periodi variabili di 3,
6, 12, 24, 48, 72 e 96 ore. La determinazione delsvsu piante e sui vettori, & stata
effettuata con IC- RT-PCR. Il lavoro ha dimostrahe la perdita dell’'infettivita avviene in
maniera graduale.

Sempre nel 2006, Zorlont al., hanno utilizzato per prove di trasmissione virpliante
di vite delle cv. Moradella, Lambrusco viadaneschiava lombarda, infette da GLRaV-1,
GLRaV-3 e GVA, in infezione singola o mista. Il tae utilizzato per le prove é stato
Heliococcus bohemicu&ono stati valutati diversi periodi di acquisizof@ giorni, 1, 2 e
3 settimane) e due periodi per I'inoculazione (2 gettimane). L'infezione delle piante e
stata valutata mediante test ELISA. Vengono corddirinrisultati ottenuti nel precedente
lavoro (Zorloni ¢ al., 2004), per quanto riguarda la trasmissione di Gl-Bae GVA
mentre, GLRaV-1, non & mai stato trasmesso. Sengr2006, gli stessi Autori, (Zorloni
et al.,, 2006) sono riusciti ad ottenere, per la primaajola trasmissione di GLRaV-3
mediante il CoccidéNeopulvinaria innumerabilisL’anno dopo, (Zorloni kal., 2007) in
una ricerca condotta per studiare I'acquisizion&diRaV-1, hanno utilizzat®lanococcus
ficuscome vettore. Sono stati valutati diversi periodacquisizione: 1, 2, 4, 6 ore e 1, 4,
7, 10, 15 e 21 giorni. Il periodo minimo per I'aésjaione é risultato 2 ore. Piante e insetti
sono stati sottoposti a DAS-ELISA, per la deterrmioae del virus. Il vettore si e
dimostrato in grado di acquisire GLRaV-1.

Di nuovo in Sud Africa, Douglas e Kruger (2008),nha nuovamente impiegato
Planococcus ficug Pseudococcus longispine®me vettori di GLRaV-3. La durata del
periodo di acquisizione era pari a 5 giorni, casine la durata della trasmissione e sono
stati adoperati gruppi di 1, 5, 10, 20 e 40 neadddlia prima alla seconda eta. Entrambe le
specie si sono dimostrate efficaci vettori di GLR&Vinoltre, viene confermato che un
singolo individuo infetto di entrambe le specién grado di trasmettere il virus.

Sempre nello stesso anno Hommayak (2008), hanno utilizzato neanidi di prima e
seconda eta diParthenolecanium cormper effettuare varie indagini di trasmissione che
prevedevano I'uso di piante infette da GVA in infe®e mista con GLRaV-1 e/o GLRaV-
3. Le neanidi di prima eta sono state lasciatecagdiaire su piante infette per 12 giorni e,
poi, trasferite su piante sane per 8 giorni. Comelanidi di seconda eta, sono stati utilizzati
gli stessi periodi di acquisizione e trasmissiore tinoculazione, € stata condotta sia su
piante sane di vite, che su pianteNitotiana benthamianantrambi gli stadi considerati,

si sono dimostrati in grado di trasmettere GVA dm vite a vite, che &licotiana
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benthamiana.lnoltre, viene confermato che il vettore € in gradlotrasmettere anche
GLRaV-1 (sia in infezione singola, che mista conAjVma non GLRaV-3. Viene anche
evidenziato che in tutti i casi di trasmissionevita a vite, GVA, era sempre associato a
GLRaV-1. Gli Autori ipotizzano, quindi, un’azionansrgica di GLRaV-1, durante la
trasmissione.

Ancora nello stesso anno, Cabaleitake (2008), hanno condotto un’indagine in quattro
vigneti della Galizia per valutare la diffusioneagfale di GL, utilizzando diversi metodi di
analisi statistica. Le piante sintomatiche sondestttoposte a test ELISA. | risultati
hanno evidenziato sia la presenza di GLRaV-1, GLRa& GLRaV-3 (quest'ultimo in
percentuali piu elevate), cheéi. citri. Gli Autori affermano che Pseudococcidi e Coccidi
sono abitualmente presenti nei vigneti indagati ¢cha vengono tenuti sotto controllo
efficacemente sia dagli antagonisti naturali cheglidasetticidi utilizzati contro altri
fitofagi. Malgrado questo, quando i vettori son@ganti, seppure in numero esiguo, la
malattia si diffonde progressivamente, con incremeal 4 al 12% ogni anno.

Infine, sempre nel 2008, in California sono stairdotte indagini che avevano lo scopo
di valutare alcuni parametri della trasmissionésiliRaV-3 mediantéPlanococcus ficus.
Per condurre i test, sono state utilizzate neahigrima eta ed adulti che sono stati lasciati
ad acquisire su piante infette per 24 ore e, @a@fériti su piante sane per la trasmissione.
Sono stati valutati diversi periodi di acquisiziandi trasmissione: 1, 2, 4, 8, 24 e 48 ore in
entrambi i casi. Inoltre, sono stati presi in cdesazione anche altri parametri come il
periodo di latenza, periodo di ritenzione ed ilgzagyio transovarico del virus nel vettore. |
risultati ottenuti mediante RT-PCR hanno indicate entrambi gli stadi considerati erano
in grado di trasmettere il virus e che [lefficienzia trasmissione aumentava, con
'aumentare del periodo di acquisizione. Viene anehidenziato che non esiste periodo di
latenza e il virus viene trasmesso in maniera sersigtente, non si e verificato il
passaggio transovarico del virus e, infine, i wétf@erdono l'infettivita dopo 4 ore dal
termine del periodo di acquisizione (Tsail.,2008).

Dalla bibliografia sopra riportata, si possonorgde seguenti conclusioni: i vettori di GL
fino ad oggi conosciuti, sono soltanto nove spdcieseudococcidi e tre specie di Coccidi
(riportati in Tabella 2). Per alcuni virus come &\R2,-4,-6,-7,-8, i vettori risultano
tuttavia ancora sconosciuti. Il virus piu indagatésLRaV-3 che presenta il numero piu
elevato di vettori. Sia le forme giovanili che gtiulti di alcune specie di Pseudococcidi e
Coccidi sono in grado di trasmettere il virus. dripdo minimo per l'acquisizione e la

trasmissione e stato individuato intorno a 1 oranehe un solo insetto infetto, & in grado
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di trasmettere il virus. Il metodo diagnostico pitilizzato € il test ELISA anche se sono
necessari alcuni mesi di attesa, dopo la trasnmssiperché I'esecuzione del test sulle
piante risulti attendibile. Negli ultimi anni, si &ndato affermando l'uso della RT-PCR

come metodo di diagnosi.

Virus Vettore
GLRaV-1 Pseudococcidi Heliococcus
bohemicus, Phenacoccus aceris.
Coccidi:Parthenolecanium corni,

Neopulvinaria innumerabilis

GLRaV-2 Sconosciuto

GLRaV-3 PseudococcidPseudococcus
longispinus, Ps. affinis(=viburni), Ps.
calceolariae,  Ps.maritimus, P
comstocki, Planococcus ficus, P

&

citri, Heliococcus bohemicus,
Phenacoccus aceris.
Coccidi:Pulvinaria vitis,
Neopulvinaria innumerabilis

GLRaV-4 Sconosciuto

GLRaV-5 PseudococcidéPs. longispinus

GLRaV-6 Sconosciuto

GLRaV-7 Sconosciuto

GLRaV-8 Sconosciuto

GLRaVv-9 PseudococcidePs. longispinus

Tabella 2- Virus associati all’Accartocciamento fogliare dellite e loro vettori (da Martelli, 2004
modificata).
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Figura 4- Femmina dPlanococcus ficugSignoret).

Figura 5- Femmina dPseudococcus longispin(Bargioni-Tozzetti).
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Figura 6- Adulti e neanidi dParthenolecanium corrBouché)

2.3 Modalita di trasmissione

Per quanto concerne il rapporto con linsetto wvetto virus vengono distinti in
persistenti, non persistenti e semipersistenticorsga della loro capacita di mantenersi
infettivi per un periodo di tempo piu 0 meno lungel corpo o sull'apparato boccale del
vettore.

| virus persistenti (VP): necessitano di tempi di acquisizione piuttostaghir(parecchi
minuti o alcune ore). Una volta acquisiti, i VP aessitano di un periodo di latenza
nell'insetto che puo essere di alcune ore o andhqudlche giorno (ossia il tempo
occorrente per il passaggio dall'intestino all'emfa, fino a raggiungere le ghiandole
salivari), prima di poter essere trasmessi. Trascdale periodo, essi possono essere
trasmessi per settimane, a volte anche per lintgia del vettore. Anche il tempo di
inoculazione é abbastanza lungo, per lo piu super@ un’ora. Tali virus rimangono
infettivi nel corpo del vettore anche dopo la mus@no indicati anche con il termine
“circolativi” e, alcuni di essi, che sono pure irado di moltiplicarsi nel corpo del vettore
ed essere trasmessi dalla femmina infetta allagmegsono denominati “propagativi’ (Ng

e Falk, 2006). Un esempio di virus persistente pgapivo € rappresentato damato
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Spotted Wilt VirugTSWYV) trasmesso dirankliniella occidentalis(Pergande) (Contite
al., 1994; Wijkamp eal., 1996).

| virus non persistenti (VNP): hanno tempi di acquisizione e di inoculazione tasmni
(di secondi o alcuni minuti), non presentano unqgakr di latenza nel vettore il quale e in
grado di trasmetterli solamente per non piu di peomuti o, al massimo, alcune ore.
Anche la muta determina la perdita di infettivita garte del vettore. | VNP sono
generalmente virus che infettano i tessuti supalficella pianta ospite (epidermide,
palizzata, parenchima). La trasmissione avvieneigralle particelle virali che restano
aderenti allapparato boccale del vettore nel calsiba nutrizione. Se tali particelle, non
giungono rapidamente all'interno di una cellulaetade suscettibile all'infezione, perdono
la loro infettivita. Ecco perché i VNP mancano éripdo di latenza e sono stati indicati
anche con il termine di “stylet-borne” (Ng e Fa2k06).

| virus semipersistenti (VSP):presentano, nei riguardi delle modalita di trasiorss,
caratteristiche intermedie fra quelle dei VP e gudéi VNP. Infatti hanno tempi ottimali
di acquisizione e di inoculazione di minuti o alewre. Non hanno periodo di latenza e la
ritenzione di infettivita dura abbastanza a lunda élcune ore a 1-2 giorni); il VSP pero,
viene perso con la muta. Tali virus sono statigatlianche con il termine “foregut-borne”
(Ng e Falk, 2006).

Il tipo di trasmissione semipersistente risulta patibile con il meccanismo di
trasmissione indicato come ingestione-rigurgitor(l4a1981). Tale meccanismo proposto
da Harris (1977) per gli Afidi, prevede che il \8rgia acquisito nel corso della nutrizione
e, successivamente inoculato su piante sane agguryito intracellulare (che si realizza
nella fase iniziale della successiva alimentaziort®) una parte del succo cellulare
contenente le entita infettive. Gli Afidi vengonost definiti “flying syringes” (=siringhe
volanti) per distinguerli dagli Afidi che trasmatim i virus in maniera non persistente e

definiti come “flying needles” (=aghi volanti).

La modalita di trasmissione di GL mediante Pseudcdd non é stata ancora
completamente chiarita. Tali insetti vengono intlicame vettori in grado di trasmettere
guesti virus in maniera semipersistente (Harris811®Belli, 1994; Cabaleiro e Segura,
1997; Nault, 1997; Lopez-Moya, 2001; Martelli, 2Q0@artelli, 2004; Andret-Link e
Fuchs, 2005; Martelli e Boudon-Padieu, 2006; Ng ak,F2006). La modalita di
trasmissione dei Coccidi viene assimilata da M&arf2004) a quella semipersistente degli

Pseudococcidi anche se, in realta, non esistonteexe sperimentali in merito.
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Per la prima volta, nel 2007, Cidt a@l., prospettano un diverso meccanismo di
trasmissione per GLRaV-3. Le indagini sono statedotte utilizzando piante delle cv.
Cabernet franc e Albarifio infette da GLRaV-3 e f@adella cv. Albarifio infette da
GLRaV-1, su cui sono state poste ad acquisire perl@ giorni, neanidi dPlanococcus
citri. Trascorso il periodo di acquisizione, gli insetine stati sezionati e sottoposti a IC-
RT-PCR. | risultati ottenuti hanno mostrato la pre=a di particelle virali di GLRaV-3,
nelle ghiandole salivari, mesentero, proctodeobe Malpighiani. Il virus non & mai stato
trovato al contrario a livello dell’apparato boaealel vettore. Tale localizzazione delle
particelle virali, fa ipotizzare agli Autori un mamismo di trasmissione di tipo circolativo
per GLRaV-3. Le stesse indagini condotte con GLRawton hanno prodotto gli stessi
risultati.

Interazioni virus-vettore. Come riportato nel Cap.1, la revisione tassonontebta
famiglia Closteroviridaeproposta da Karasev (2000), centrava la classitioazproprio
sul tipo di insetto-vettore. | GLRaVs sono virugdimatici e sono acquisiti e trasmessi dai
rispettivi vettori, soltanto quando questi ultinescono a raggiungere il floema durante la
nutrizione. Studi condotti verso la fine degli d8@j hanno fornito importanti
informazioni riguardo specifiche interazioni virusttore, le quali facilitano la
trasmissione di molti virus (persistenti, non p&esiti e semi-persistenti). In tutti i casi, le
proteine del capside o le proteine di membranajcenaplicate nella trasmissione virale
mediata da insetti e, ad esempio pétotyvirus,una seconda proteina HC-Pro (Helper
Component proteinasi), € risultata essenziale gpérasmissione. | fattori associati con il
tipo di trasmissione semi-persistente non erancoswuati, benché fosse ragionevole
credere che le proteine capsidiche avessero siemtamun ruolo. Partendo da questi
presupposti e, con lo scopo di individuare i deteamti della trasmissione semi-
persistente, Tiantel. (1999), hanno condotto un’indagine utilizzandettuce infectious
yellows virus(LIYV) ed il vettore Bemisia tabacialeurodide). | risultati hanno indicato
che le proteine minori del capside (CPm) risultaviondamentali per la trasmissione del
virus indagato. Gli Autori ipotizzano che le CPnmspano avere un’analoga funzione per
altri virus del gener€rinivirus e per iClosterovirus

Callaway ¢ al., (2001) ipotizzano che i virus trasmessi mediante inset8sano aver
adattato le loro CPs per il trasporto e per la pgagione nelle piante. Non deve quindi
sorprendere che le CPs siano fattori importantilgepecificita del rapporto virus-vettore,

per poter garantire la trasmissione da piantaatai
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E quindi ormai accertato che, nel processo di tissione di tipo semi-persistente, siano
coinvolte le proteine del capside ed i fattori dita (Helper Component HC), come
dimostrato ad esempio, penirus del mosaico del cavolfiof&€auliflower mosaic virus,
CaMV) eLettuce infectious yellows virugLIYV) (Andret-Link e Fuchs, 2005; Ng e Falk,
2006). Mancano, tuttavia indagini specifiche suiRal/s e la loro trasmissione mediante
Pseudococcidi e Coccidi, in grado di fornire indicai precise sui fattori molecolari

coinvolti nel processo di trasmissione.
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CAPITOLO 3

Planococcus citri (Risso) e GLRaV-1

Tra gli Pseudococcidi vettori di GL, la specie clsailta piu rappresentativa e diffusa e
Planococcus citri(Risso) (Tremblay, 1981); analogamente, tra i sviassociati a GL
GLRaV-1 e il virus piu diffuso dopo GLRaV-3. Di s€étp vengono riportate alcune delle

caratteristiche principali dello Pseudococdrieitri e di GLRaV-1.

3.1 Planococcus citri (Riss0)

Generalita. Il generePlanococcusFerris, come gia indicato, appartiene alla famiglia
Pseudococcidae, superfamiglia Coccoidea, ordineiptera. Gli insetti appartenenti a
questo genere presentano antenne di 8 articolpal® di raggi cerosi, assenza di dotti
tubulari ad anello (=oral rim ducts), lobi analincsclerotizzazione allungata e, setole dei
cerari, generalmente in numero di due (le pringgal Fig. 7) (Tremblay, 1981).

Planococcus citrieé sicuramente lo pseudococcide piu dannoso e golifaesente in
Italia. La prima segnalazione venne fatta da Taigimzzetti nel 1881 che lo indico come
Dactylopius brevispinugMarotta, 1990). Volgarmente viene detto “Cotonetegli
agrumi” o “Cocciniglia farinosa o cotonosa”, a caugelle formazioni cerose che ne
ricoprono il corpo. L'identificazione specifica de§seudococcidi € notoriamente molto
difficile, richiede molto tempo ed una notevole &$pnza tassonomica, non a caso, per
molti anniPl. citri &€ stato scambiato cdanococcus ficugspecie vicinissima Bl. citri e
distinguibile da esso per alcuni microcaratteri dapo e del torace) (Tremblay, 1981)
L’affinita tra le due specie € comunque confern@ddaRotundo e Tremblay (1976) che,
utilizzando metodi sierologici (immunodiffusioneimmunoelettroforesi), evidenziarono
che le differenze immunologiche tra le due specmnvolgevano pochi componenti
proteici. Nonostante la somiglianza, € comunquseipds distinguere le due specie in base
agli elementi discriminanti indicati da Ezzat e Me@ell (1956), attraverso le gia citate
differenze morfologiche microscopiche (De Lotto,7%9 Tranfaglia 1976, 1978) e, in
periodi recenti, attraverso I'uso di tecniche bidasolari (Demontiset al.,2007; Saccaggi
et al.,2008; Cavalieret al.,2007a, b; Buonocoret al.,2008).
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Caratteri morfologici. La femmina si presenta con corpo ovale (lungo 126/M8m e
largo 1-2 mm), ricoperto di cera polverulenta digigstenza granulosa ai margini che lascia
intravedere il colore giallo paglierino, rosa termgrigiastro dell’emolinfa. Sul dorso si
evidenzia, dal mesotorace all’apertura anale, umad® mediana ove la cera e quasi
assente. Lungo i margini del corpo si contano 18 gabrevi raggi cerosi, conici e uguali
tra loro mentre, quelli anali sono leggermente Ipiighi (circa 1/6 del corpo) (Marotta,
1990).

Ventralmente sono evidenti pori multiloculari ordin in file semplici o doppie
incomplete dal V al X urite, mentre sul IV, pocgsail circulus e sulla linea della coxa,
presente un gruppetto di 4 pori multiloculari dispposu un’unica fila. | lobi anali
presentano una sclerotizzazione lineare-allungaddligi, 1998). | pori triloculari sono
numerosi e distribuiti uniformemente; i dotti tuilcon collare sono di diversa misura in
relazione al loro inserimento nelle regioni del pmr Al dorso mancano i pori
multiloculari; i dotti tubulari sono piu grandi djuelli ventrali e i pori triloculari sono
distribuiti uniformemente (Cox, 1989) (v. Fig. 8).

Le neanidi di prima eta hanno forma ellissoidabsmcsricoperte da pochissima cera e non
presentano filamenti cerosi. Le neanidi di secogtdafemminile gia evidenziano i raggi e
la banda dorsale, oltre a due filamenti molto cprésenti all’estremita addominale. Le
neanidi di terza eta presentano da 4 a 8 corthélati verso I'estremita addominale, con i
due filamenti apicali circa due volte piu lunghigtiealtri. Una zona tegumentale, piu o
meno sprovvista di cera, appare lungo la linea mddrsale del corpo; essa € sempre
distinta sui primi tergiti addominali e si estentedyolta, davanti e dietro questi ultimi. Il
corpo € leggermente piu appiattito dorso-ventratmati quello della femmina adulta
(Panis, 1969) (v. Fig. 9).

Quando il numero delle Cocciniglie e limitato o,agdo le osservazioni sono fatte su
specie o organi vegetali differenti, & possibilddhtificazione dello stadio di sviluppo con
l'aiuto di caratteri macroscopici. Questi ultimpre tuttavia inutilizzabili per le neanidi
appena nate o che hanno mutato da meno di 24 anés(A.969).

Il maschio e alato con corpo sottile, piu robustdoaace che e di colore giallo ocra,
mentre 'addome e decisamente piu chiaro, le appesdno brune; distalmente vi sono
due raggi cerosi, lunghi poco meno del corpo st@€sootta, 1990).

Biologia. Nei nostri ambientiPIl. citri si moltiplica attraverso un numero variabile di
generazioni in funzione delle condizioni ambientiiglle regioni meridionali ne svolge in

genere 4-6 all’'anno, con popolazioni che raggiunglenmassima densita in autunro.
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guelle settentrionali le generazioni si riducon®-8, mentre nelle serre riscaldate la
cocciniglia si moltiplica ininterrottamente ed entemporaneamente presente con diversi
stadi di sviluppo. All'aperto e nelle zone agrunicto svernamento avviene in qualsiasi
stadio di sviluppo, con prevalenza di neanidi degonda eta annidate nei punti piu
riparati della corteccia dei rami e del troncoretaluni casi, addirittura interrate al colletto
della pianta (Pollini, 1998). Al Sud, nelle viti pieno campo, I'ovideposizione inizia in
Febbraio-Marzo, ma soltanto in primavera inoltraitdna la migrazione delle neanidi sui
tralci e, in Luglio-Settembre, sui grappoli. In cadi forti infestazioni e andamento
climatico favorevole, si ha lo sviluppo di popolaazi sulle foglie in tardo autunno (Longo
et al., 1991). Le pullulazioni sono favorite dai fattori aroclimatici (poca luce, scarsa
aerazione, elevata umidita), dalla tecnica colaufabncimazioni azotate elevate, sistema
di allevamento espanso, vegetazione lussureggiantg)che dall’azione esercitata dagli
insetticidi sulle popolazioni degli antagonistiunatli (Buonocoreet al.,2008).

La specie e anfigonica ma pu0, occasionalmentedipsi per partenogenesi telitoca. Le
femmine, al momento della ovideposizione, formanoovisacco lasso di candida cera
fioccosa entro il quale depongono fino a 600 uaveotbre giallastro. Le neanidi hascono
dopo un periodo d’incubazione di pochi giorni e Mmarad aumentare la densita delle
colonie preesistenti oppure colonizzano nuove padgetative (Pollini, 1998). In
particolare, le neanidi della linea femminile ateesano dei periodi di attivita trofica
alternati a periodi in cui l'alimentazione vienespesa per 3-4 giorni, dopo i quali
compiono la muta. Nella linea maschile, la neardileseconda eta cessa di nutrirsi e
completa il ciclo biologico all’interno di un boZpoceroso. Il maschio vive in media 1-5
giorni e puo fecondare diverse femmine (Panis, 1969

Distribuzione geografica. Questo pseudococcide, e diffuso in quasi tutte ree a
temperate e calde del pianeta, mentre in quelldrpulde si trova all'interno delle serre
riscaldate. In Italia € comunissimo nelle zone agcole, ma €& presente anche nelle
regioni settentrionali (Pollini, 1998).

Piante ospiti. La cocciniglia infesta soprattutto gli agrumi, miaaca anche la vite, il
kaki (Diospyros kakiL.) e il fico (Ficus carical.). Sovente essa vive associata a
Pseudococcus longispinug) svariate piante ornamentali (Pollini, 1998).

Parti attaccate e danni.l danni provocati daPl. citri sono distinguibili in diretti e
indiretti. | danni diretti sono legati alla suziortella linfa della pianta ospite, con
conseguente ingiallimento e disseccamento delle paree. | danni indiretti consistono

nella produzione di abbondante melata, come comsegudell’attivita trofica, sulla quale
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si insediano funghi microscopici (fumaggini) cheaeslano le funzioni fisiologiche della
pianta. Particolare importanza, tra i danni indiyeissume la trasmissione di virus come ad
esempio, GLRaV-3 (Buonocoet al.,2008).

Sugli agrumi la cocciniglia infesta le foglie degrghogli e si localizza preferibilmente
intorno al peduncolo dei frutti o sotto la rosettanché nei punti di contatto di questi con
altri organi, soprattutto nelle parti piu ombredgialella chioma. Sulle viti infesta i
germogli e soprattutto i grappoli, mentre sul ksikiocalizza sotto le brattee calicine del
frutto. Sulle piante ornamentali attacca invecdié@uaine, germogli e ramificazioni.

Sugli agrumi le colonie presenti intorno al peduacprovocano lingiallimento e la
caduta dei frutti, soprattutto quando la stagioeeodre siccitosa e intervengono venti caldi
e asciutti. Sulla vite la cocciniglia imbratta céa sue secrezioni ceroso-zuccherine i
grappoli, favorisce lo sviluppo della fumaggine stagola il processo di maturazione
dell'uva. Sulle piante ornamentali le infestazigmovocano ingiallimenti e deperimenti
vegetativi, la caduta delle foglie e, nei casi giavi, anche la morte della pianta (Pollini,
1998).

Difesa. Le infestazioni del “cotonello” possono essere adtite effettuando adeguate
potature di sfoltimento, al fine di favorire la@iazione della luce e dell’aria, e riducendo
le concimazioni azotate. Per contenere lo svilugptbe popolazioni di cocciniglia puo
essere sfruttata I'attivita dei predatori eventuaite presenti o introdotti con lanci come
accade pereptomastix dactylopiHoward (Imenottero Calcidoideo) €ryptolaemus
montrouzieriMulsant (Coleottero Coccinellide), utilizzati emtrai in programmi di lotta
biologica. Eventuali interventi con olio biancoito con dosi ridotte di fosforganici
possono essere realizzati in primavera-estate, gliona fine estate quando ha inizio il
passaggio delle cocciniglie sui frutti, avendo cdrébagnare bene la parte interna della
chioma dove sono maggiormente presenti i centnfeitazione. Quando la popolazione e
gia elevata i trattamenti sono meno efficaci poithéova e parte delle neanidi riparate
negli ovisacchi riescono a sfuggire ai trattamenta i preparati impiegabili per attivare gli
oli bianchi, sono da citare piretroidi e alcuniftoganici a bassa tossicita (Pollini, 1998).

Ruolo dell'insetto come vettorell meccanismo della trasmissione dei GLRaVs risalta
tutt’oggi non chiaro. Nonostante la mancanza ddewze sperimentali conclusive, é stato
generalmente assunto che la trasmissione di GLRaV/d altri membri del genere
Ampelovirusé di tipo semipersistente (Martelét al., 2002). Benché GLRaV-1 sia
filogeneticamente correlato con GLRaV-3 (Martadti al., 2002), ha differenti vettori.

Soltanto due pseudococcidthenacoccus acerie Heliococcus bohemicug, il coccide

37



Phartenolecanium corn{Sforza et al., 2003) e stato accertato che siano in grado di
trasmettere GLRaV-1 mentre, secondo Golieb al., (2000; 2002) il virus non

sembrerebbe trasmessoflacitri.

LATO DORSALE LATO VENTRALE

Mesotorace

Metatorace

Urite 0

Figura 7- Schema della struttura di uno Pseudococcide. tigl@s2, dotto a margine ispessito
(oral rim duct). 3, cerario. 4, pori triloculari, 8otti tubulari. 6, sclerotizzazione dorsale dadid
anale. 7, anello anale. 8, sclerotizzazione vential lobo anale. 9, vulva. 10, pori multiloculari.
11, pori traslucidi. 12, circulus. 13, unghia canticolo. 13a, digitulo. 14, unghia senza denticolo
15, poro triloculare. 16, poro quinqueloculare, fp@ro perioculare. 18, occhio. 19, antenna. 20,
stigma toracico anteriore. 21, rostro (da Trembl®g1).
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Figura 8- Planococcus citr{Risso) (da Marotta, 1990).
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Figura 9- Planococcus citr{Risso). A. Neanide di prima eta (N1), B. neanidsetonda eta
(N2), C. neanide di terza eta (N3), D. femmine apizhe.
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3.2 GLRaV-1 virus associato all’Accartocciamento fgliare della vite

Come gia indicato, GLRaV-1 appartiene alla famigl@osteroviridae genere
AmpelovirusIn particolare, il virus possiede un genoma ad Rhzapsidato in particelle
filamentose, monopartito a singola elica positissRNA) di 19,5 kb, contiene 10 griglie
di lettura (ORF) e una regione non trascritta (N@Rgstremita 3'. Il primo ORF (ORF
la) di 1196 nt codifica per una elicasi (HEL) carawnotevole similarita delle sequenze
con le HEL di altriClosterovirus.ll secondo ORF di 1580 nt (ORF 1b) perde un codone
iniziale e si sovrappone per almeno 50 nt sul’OR¥-ed il suo prodotto di traduzione e
una proteina che presenta sequenze simili alle RdlAnerasi RNA-dipendenti (POL) di
altri Closterovirus.L’'ORF 2, seguito da una larga regione non tradgtt@r) di 793 nt,
codifica per una piccola proteina idrofobica, ird&c come proteina 7 (p7). L'ORF 3,
invece, codifica per una proteina omologa alla tdmmiheat shock proteins 70 (HSP70).
L’'ORF 4, che si sovrappone allORF 3 con 1 nt, Godiper la proteina simile all’heat
shock proteins 90 (HSP90). L'ORF 5 codifica peptateina capsidica (CP) e gli ORF 6 e
7 forniscono dei prodotti di traduzione di 500 é4@minoacidi rispettivamente, la cui
sequenza aminoacidica e indicata con p56 (ORF0e(ORF 7). L'allineamento delle
sequenze rivela una similitudine con il prodottoFo&Rindividuando la duplicazione in due
forme minori (CPm1 e CPm2) della proteina del adgsinfine, gli ultimi ORF 8 e 9
codificano per proteine costituite, rispettivamenta 189 e 210 aminoacidi, la cui
funzione nella moltiplicazione virale o nella patogsi rimane ancora sconosciuta. I
genoma di GLRaV-1, contiene infine una NCR di 36&liiestremita 3’, terminante con
ATT. Analisi filogenetiche dei geni di GLRaV-1 hamrevidenziato una maggiore
correlazione tra GLRaV-1 e GLRaV-3 piuttosto chen atri Closterovirus (Fazeli e
Rezaian, 2000).

Il sequenziamento del genoma di GLRaV-1 si e rieelastremamente difficile in
rapporto alla presenza di un insolito elevato grdideariazione riscontrato nelle sequenze
a livello degli ORF 3, 6 e 7. Per altro, le var@uiosservate non alteravano in maniera
significativa la sequenza aminoacidica la cui fonalita nella replicazione virale, non
veniva compromessa (nessuna delezione o addizimmda conservazione delle proprieta
fisico-chimiche simili. Studi sulla variabilita metolare dellORF 4 (HSP70) di GLRaV-1
hanno rivelato la presenza di due gruppi di isodéili distinti, identificati come gruppo A

(americano) e gruppo E (europeo) (Komiratkal, 2005; Littleet al, 2001). Ulteriori
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indagini sulla variabilita genetica della CP di GA\R1 sono stati riportati anche da
Gugerli (2003).

Nel caso delClosteroviridag I'esistenza di infezioni miste nello stesso asgitstata piu
volte descritta (Roy e Brlansky, 2004; Ayllat al, 2001), cosi come frequentemente
osservato, piu in generale, per i virus infettaotture perenni. La propagazione vegetativa
degli ospiti fornisce nel tempo un’elevata poteliEaper l'induzione di mutazioni
genetiche dei virus la cui eterogeneita di popolazigarantisce un importante requisito
per la loro competitivita e sopravvivenza ai cami®ati ambientali. D’altra parte, le
scarse informazioni disponibili sulla presenzaetiari di GLRaV-1 hanno fatto ritenere la
propagazione vegetativa come il mezzo di diffusipiteefficace per questo virus (Littét
al., 2001) riducendo notevolmente la selezione genepesata, invece, dalla trasmissione
per insetti.

Le evidenze sperimentali sopra riportate hanno ewigg quindi, l'esistenza di
popolazioni eterogenee di GLRaV-1, probabilmensaltanti sia dalla mancanza di una
pressione selettiva sia dalla coesistenza di usaeta di ceppi virali connessa alle pratiche
viticole di propagazione vegetativa che sono stéffiettuate nel corso dei secoli (Gugerli,
2003).

Figura 10- Rappresentazione schematica del genoma di GLR&Velj é riportata la
sequenza degli ORF e la funzione dei geni (dag.,ig001).
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CAPITOLO 4

Scopi della ricerca

Nonostante siano state condotte numerose ricectigeavevano lo scopo di valutare la
possibilita di trasmissione dei GLRaVs medianteudleeoccidi e Coccidi, molti aspetti
restano ancora da chiarire. Tra questi, in padrepl risultano ancora molto scarse le
notizie sul possibile ruolo svolto ddanococcus citrnella trasmissione di GLRaV-1 che,
pur essendo il virus piu diffuso dopo GLRaV-3 eqaimento, ancora poco indagato.

E, proprio linsolita diffusione di GLRaV-1 in vigmi della cv. Sagrantino situati nella
zona di Montefalco (PG) e le ripetute segnalazawgiia presenza d?lanococcus citrin
tale zona, hanno fatto ritenere utile un’indaginegesto particolare binomio.

Quindi, I'obiettivo della presente ricerca, e statmello di valutare la capacita di ogni
singolo stadio preimaginale e della femmindinococcus citrdi acquisire e trasmettere
GLRaV-1.
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CAPITOLO 5

Materiali e metodi

5.1 Allevamento diVitisvinifera

Le indagini sono state condotte su materiale deriva piante diV. vinifera cv.
Sagrantino, individuate nel corso di indagini dleg®ne sanitaria in vigneti situati a
Montefalco (PG) e effettuate dalla Sezione di Rafial Vegetale del Dipartimento di
Coltivazione e Difesa delle Specie Legnose “G. &tazzi”.

| tralci legnosi sono stati raccolti durante il ogp vegetativo e mantenuti in cella
climatica a 4+1°C, per circa un mese. Successivemelopo aver ricavato talee di circa
20 centimetri, si & proceduto al loro trattamentm @enomyl utilizzando il prodotto
commerciale Benlate alla concentrazione di‘ggr 20 minuti e, quindi, ad immergere la
porzione basale di ciascuna talea in una soluzéhreecido 3-indol-butirrico (IBA), alla
concentrazione di 0,25 Ylper 15 secondi, al fine di promuovere un migliovéuppo
radicale. Le talee, quindi, sono state poste aaadiin perlite su appositi bancali riscaldati
all'interno di una serra. Dopo circa 40 giorni,tldee radicate sono state trapiantate in
vaso, utilizzando una miscela sterile di terriceitorba (1:1) e, quindi, collocate all'interno
di uno screen-house al fine di impedire eventuddizioni virali accidentali. Tutte le piante
cosi ottenute sono state sottoposte a saggi diatlmnsanitario mediante test ELISA, per
I'eventuale accertamento della presenzd/idus associati all’Accartocciamento fogliare
della vite (Grapevine leafroll associated viruse&LRaV-1,-2,-3,-7), Virus della
maculatura infettiva della vite (Grapevine fleck maculavirusGFkV), Virus
dell'arricciamento della vite(Grapevine fanleaf nepoviru6FLV), Virus A della vite
(Grapevine vitivirus AGVA), Virus B della vite(Grapevine vitivirus BGVB), Virus del
mosaico dell’arabigArabic mosaic nepoviru8rMV). | saggi condotti hanno permesso di
identificare i ceppi di Sagrantino infetti singafaente da GLRaV-1 e quelli esenti da tutte
le infezioni considerate. Questi materiali, allevaglle stesse condizioni ambientali in
apposito screen-house, sono stati utilizzati irstpustudio per la verifica delle possibilita
di acquisizione e trasmissione del virus trarRit@nococcus citr{Risso).
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5.2 Allestimento della coltura di vitein vitro

La collezionein vitro € stata ottenuta utilizzando il materiale di patatdelle piante
allevate in screen-houske talee legnose trattate con Benlate in ragidanggt! per 20
minuti, sono state mantenute in cella climatica =025°C, UR 100% per circa 4
settimane. Dai giovani germogli che avevano raggiwma lunghezza di circa 15-20 cm,
sono state ottenute talee uninodali di circa 1 ¢m erano sterilizzate inizialmente con
alcool assoluto al 70% per 40 secondi e, quindyna soluzione di ipoclorito di sodio al
16% a cui erano stati aggiunti 0,05 il dli Tween 20, per circa 15 minuti.

Al termine della disinfezione le talee sono statmuate 3 volte con acqua distillata
sterile, poste nei tubi da saggio contenenti 1dinslbstrato agarizzato.

Il mezzo di crescita utilizzato era quello indicata Quorin e Lepoivre (1977) (vedi
Allegato A), autoclavato alla temperatura di 120p€r 20 minuti, prima di essere
utilizzato.

Le colturein vitro sono state mantenute in una camera di crescaatethperatura di
23+0.5°C con un fotoperiodo di 16 ore, assicuradotubi fluorescenti (Philips TLD 18
W33) che mantenevano un’intensita luminosa djig@i*s* e trasferite con subculture di
40 giorni.

Dopo la fase di acclimatazione, la condizione saiaitdi ciascuna plantula e stata

controllata mediante test ELISA.

5.3 Allevamento diPlanococcus citri (Risso) (Hemiptera Pseudococcidae)

Planococcus citri(Risso), viene allevato da alcuni anni presso llofatorio di lotta
biologica della Sezione di Entomologia del Dipadinto di Coltivazione e Difesa delle
Specie Legnose “G. Scaramuzzi”. Lo Pseudococcidégte inviato ad uno specialista per
la conferma della determinazione speciffca.

Per l'allevamento di questo Pseudococcide, vengutitiazati tuberi di patataJolanum
tuberosuniL. cv. Almera). Questa specie, daberi abuccia gialla, produce getti robusti e
duraturi sui quali la cocciniglia e in grado di |fierare. Si & preferito utilizzare questo
ospite vegetale rispetto a pianteRhaseolus vulgarid. (Nakanoet al, 2003), oppure

Cucurbita moschatdDuchesne Qucurbitaceag e Alocasia macrorrhizod.. (Araceaé

! Ringrazio sentitamente il Prof. A. Tranfaglia delpBitimento di Biologia, Difesa e Biotecnologie AgrorEstali
dell'Universita degli Studi della Basilicata, perdanferma della determinazione specifica.
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(Douglas e Kriiger, 2006), per la maggiore facititén cui la patata pud essere reperita in
commercio nell'arco dell'intero anno.

Le patate da seme erano poste a germogliare im$tamo a 22+1°C e mantenute al buio.
L’interno del termostato era organizzato con ripestraibili e fondo in rete metallica, su
cui poggiavano i tuberi. Nelle condizioni sopra igade, nellarco di 30 giorni si
sviluppavano germogli eziolati di 10-15 cm di luegha idonei per la successiva
infestazione (v. Fig. 11). Periodicamente, la ge&i dell’allevamento diPl. citri
prevedeva il rinnovo del substrato di allevament@ cla sostituzione delle patate esauste
con altre neo-germogliate in un termostato analagprecedente, dove era mantenuto

I'allevamento massale della cocciniglia.

Figura 11- Allevamento diPlanococcus citrisu
germogli eziolati di patate.

5.4 Indagini sulla biologia diPlanococcus citri

Le indagini, riguardanti la biologia dell’insett®gno state suddivise in tre fasi principali:

5.4.1 Individuazione delloptimum termico

Per individuare la temperatura piu idonea a cuilgare le prove di acquisizione e
trasmissione del virus, sono stati condotti saggnici preliminari sugli stadi preimaginali
e sulle femmine dPlI. citri. Le singole neanidi di prima eta (N1) sono stateratte da

uova prelevate con I'ovisacco dall’allevamento madessal fine di evitare danni durante le
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manipolazioni e per impedirne la disidratazioné.dsisacchi sono poi stati posti in piastre
Petri e, le uova, fatte schiudere in cella clima@d una temperatura di 25x1°C, ed a una
UR > 70%. Quindi, le neanidi neo-sgusciate da 2-sého state poste in celle di Huffaker
(Huffaker, 1948) fino al raggiungimento dello sta@idulto. La cella di Huffaker (v. Fig.
12) ha dimensioni di 10 cm x 4,5 cm x 2 mm e presema struttura “a sandwich” cosi
costituita (a partire dal basso verso l'alto): ulaatra di vetro, uno strato di carta
assorbente, il supporto vegetale, un’anima centtiafdexiglass di spessore paria 1 cm e
recante un foro circolare nella zona centrale glka cana camera entro cui sono poste le
neanidi ed una lamina di vetro superiore che chiadeella. La struttura cosi formata é
mantenuta ferma da due spessi elastici laterali.chig specifico, il supporto vegetale e
costituito da una foglia di vite intera con il pigio che pesca in una provetta Eppendorf

piena di acqua, con la funzione di mantenere fristaglia.

Figura 12- Cella di Huffaker

Le indagini sono state condotte alle seguenti coowi sperimentali: 15+1°C, 20+1°C,
231£1°C e 26x1°C, fotoperiodo L:D =16:BR > 70% | dati ottenuti hanno riguardato la
valutazione della mortalita percentuale dei vaadstdi sviluppo a quattro diverse
temperature, con la finalita dell’individuazionelldeptimumtermico a cui eseguire le

prove.
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5.4.2 Determinazione della durata minima di ogni stadio gvanile

Una volta individuata la temperatura ottimale a@undurre i test e, al fine di stabilire se
un determinato stadio giovanile era in grado diugite e trasmettere il virus, risultava
determinante la definizione della durata minima tdle stadio preimaginale alla
temperatura individuata, in modo da effettuarest teel’ambito dell’intervallo temporale
individuato. A tale scopo, sono state svolte indadi laboratorio tese alla determinazione

della durata minima di tutti gli stadi preimagindél vettore.

a) Durata minima in vivo per I'acquisizione

Per lo svolgimento delle prove, sono state utiieZe stesse celle di Huffaker con il
medesimo supporto vegetale precedentemente indicatmtenute alla temperatura
individuata, fotoperiodo L:D=16:8 ed a una UR > 70%

La durata del singolo stadio e stata consideragdlajahe intercorre tra la schiusura delle
uova e la muta per le N1 e, come intervallo tra omda e la seguente, per le altre eta
(neanidi di seconda eta N2 e neanidi di terza &a Ncontrolli venivano effettuati ogni
24h. La certezza del passaggio da una eta preialagitia successiva, veniva fornita dal

ritrovamento dell’esuvia neanidale abbandonatadatilia e individuabile al microscopio.

b) Durata minima in vitro per la trasmissione

Parallelamente alle prove di durata preimagimalgvo, sono state condotte indagini che
avevano lo scopo di verificare:

a) la capacita dell'insetto di svilupparsi su espian Vvitro;

b) la compatibilita del binomi®l. citri/V. viniferain vitro;

c) la verifica della durata minima di ogni stadiov@nilein vitro.

Per I'allestimento delle provia vitro, in cabina a flusso laminare, sono state prelevate le
uova con l'ovisacco da femmine ovigere, poste asfe Petri sterili e fatte schiudere in
cella climatica a 25 +£1°C, fotoperiodo L:D 16:8 & 3 70%. Le N1 neo-sgusciate sono
state prelevate con un pennellino, precedentenstetiéizzato con raggi UV e trasferite su
espianti sani di vite.

Le plantule di circa 3 cm, erano caratterizzatald@eno due palchi di foglioline espanse
sulle quali erano appoggiate le N1 (non piu di aniéi per espianto). Le neanidi sono
state controllate ogni 24h fino al raggiungimen#dl’dta adulta registrando la durata di
ogni singolo stadio di sviluppd.e condizioni sperimentali nelle quali si sono $ede

indagini sono le medesime riportate per I'allevatoetella colturan vitro.
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5.5 Indagini di acquisizione e trasmissione

Le ricerche si sono svolte in due fasi: in una prifase e stata valutata la capacita di
acquisizione del virus da parte del vettore e,angficonda, € stata determinata I'eventuale
trasmissione dell'infezione virale da parte detmet su un ospite sano.

5.5.1 Acquisizione

Le prove sono state condotte impiegando sia gdi ggeovanili neo-mutati (neanidi di
prima, seconda e terza eta) sia femmine neo-dfdaled utilizzando un periodo di
acquisizione (Acquisition Access Period AAP) pah giorni.

Gli individui di ogni stadio considerato (N1 sgustei dall’'uovo da 0-4 h o N2 e N3 neo-
mutate da 0-4 h) sono stati trasferiti dal substdatallevamento (costituito da foglie recise
di vite sane), su quelle infette da GLRaV-1, precgemente saggiate. Su ogni foglia, in
cella di Huffaker, sono stati posti 5 esemplarinOgingola prova e stata replicata 10 volte.
Le celle di Huffaker sono state mantenute a 23 +TWD fotoperiodo L:D = 16:8 e UR >
70%. Il testimone di controllo era costituito daetti posti nelle medesime condizioni su
foglie di vite non infette.

Al termine del periodo di acquisizione, sono seftettuate analisi biomolecolafspot-

OneStep RT-PCR), per la verifica della presenzaidas nell'insetto.

5.5.2 Trasmissione

La metodologia utilizzata per le indagini inerdattrasmissione di GLRaV-1, ha previsto
I'allevamentoin vitro dell'ospite. | saggi virologici condotti sui tesswlegli espianti,
mediante Spot-OneStep RT-PCR, hanno permessocinti® immediato dei risultati
conseguiti al termine di ogni prova di inoculaziaieP!l. citri, diversamente da quanto
previsto dalle procedure condotte sulle piantevatkein vivo che prevedono periodi di
latenza molto piu lunghi (Golinet al, 2002; Nakanet al, 2003; Simet al, 2003; Sforza
et al, 2003; Zorlonket al,, 2006; Hommayt al, 2007; Douglas e Kriiger, 2008)

Le indagini hanno previsto un AAIR vivo alle medesime condizioni sperimentali sopra
riportate, con la riduzione a soli 2 giorni, poidhgeriodo di acquisizione piu quello di
trasmissione non doveva superare il periodo fispatd a 5 giorni, relativo alla durata
dello stadio preimaginale.

Dal punto di vista operativo, dopo che gli insettievano trascorso '’AARN vivo,

venivano prelevati con il pennellino e, in condididi sterilita, trasferiti su espianti sani di
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vite in vitro, sui quali rimanevano per un periodo di trasmissi¢imoculation Access
Period IAP) di 3 giorni.
Al termine di tale periodo, sia gli espianti cheliativi vettori potenzialmente infetti, sono

stati sottoposti alle analisi biomolecolari preagéenente indicate.

5.6 Indagini sulle modalita di trasmissione

Per valutare se la trasmissione di GLRaV-1 e di tipcolativo o non circolativo sono
state utilizzate N3 neo-mutate su foglie di viteesaQueste sono state poste ad acquisire su
foglie infette per AAP pari a 2 giorni e mantenatdle medesime condizioni indicate in
precedenza. Trascorso tale periodo, una parte pepalazione e stata utilizzata per la
verifica dell’avvenuta acquisizione, mentre la aes¢ parte, € stata posta su patate neo-
germogliate e mantenute nelle consuete condiziperimentali, fino al raggiungimento
dell'eta adulta. Infatti, come € noto, con la mdé&’insetto il tegumento del primo tratto
dell'apparato digerente che comprende anche lenajpeboccali viene rinnovato e le
eventuali particelle virali presenti conseguentetmeperse. Dopo l'avvenuta muta su
patata, alcuni individui sono stati quindi saggia¢ir verificare la presenza del virus, i
restanti sono stati trasferiti su espianti sanitdi per 3 giorni. Al termine di tale periodo,
sia gli insetti che gli espianti sono stati sottstp@ad analisi mediante test biomolecolare
(Spot-OneStep RT-PCR).

Dato che i virus non circolativi di tipo semi-pestginte permangono nel vettore per un
periodo compreso tra alcune ore e 1-2 giorni, daerente dai virus non persistenti che vi
rimangono solo per pochi minuti (Ng e Falk, 20@®)no state condotte indagini volte alla
verifica del mantenimento dell'infettivita da padel vettore.

A questo scopo, le N3 sono state poste ad acqugsif®glie infette ed al termine del
AAP collocate all'interno di camere umide per asgace al vettore un periodo di digiuno
di almeno 3 ore. Trascorso questo periodo, sorte stsferite su espianti sani di vite per
I'l|AP e successivamente, espianti ed insetti saath sottoposti a Spot-OneStep RT-PCR.
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5.7 Indagini diagnostiche

5.7.1 Saggio immunoenzimatico ELISA

Con lo scopo di accertare lo stato sanitario dedate in vaso, da cui sono state prelevate
le foglie da utilizzare per le prove di acquisizos degli espianti da utilizzare per le prove
di trasmissione, sono stati condotti saggi DAS-HE,ISeguendo la procedura messa a
punto da Clark e Adams (1977), utilizzando gli empi specifici per GLRaV-1 (Agritest
Bari, Italia).

La composizione dei diversi tamponi adoperatipentata nell’Allegato B.

Il saggio ELISA é stato condotto in piastre da @&zetti sensibilizzate per 3 h a 37°C
con le IgG purificate di un anticorpo policlonaleap) specifico per GLRaV-1, diluite
1:500 in tampone di sensibilizzazione, utilizzaneldrb0 pl/pozzetto. Gli anticorpi non
adsorbiti, sono stati eliminati attraverso 3 lavagtervallati da 3 minuti, con tampone di
lavaggio. Porzioni di tessuto vegetale sono stabgeneizzati in tampone di estrazione in
rapporto 1:10 (w/v). 15Ql di estratto, sono stati trasferiti nei pozze#nsibilizzati (3
pozzetti per ogni campione), ed incubati per 12 #°@. Il campione € stato rimosso
mediante 3 lavaggi intervallati da 3 minuti con pame di lavaggio. Successivamente,
sono stati aggiunti 15Qu/pozzetto di 1gG coniugate alla fosfatasi alcaliffiigma
Chemical Co., St. Louis, Mo), diluite 1:500 in taome di coniugazione e, poi, incubati per
3 h a 37°C. Al termine, le piastre sono state nowrge lavate, come indicato
precedentemente, ed incubate con il substratorpten| fosfato (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Mo) dissolto, ad una concentrazione di 1mgimtampone substrato. Le piastre
sono state incubate per circa 2 ore a temperatakaeate per lo sviluppo della reazione
colorimetrica, quantificata mediante lettura fotdnoa a 405 nm con un lettore ELISA
(Titertek Multiskan Plus).

5.7.2 Saggio molecolare

Questo test diagnostico é suddiviso in due fasrae®ne dell'acido nucleico mediante
“Spot” seqguita dall’amplificazione genica (PCR),drante la procedura Qiagen (One-Step
RT-PCR).

a) Estrazione di acidi nucleici totali con “Spot”

Per I'estrazione degli acidi nucleici totali, étetadoperato un protocollo che prevedeva
lo “spot” su membrana (Osman e Rowhani, 2006), hgbitale metodo si e rivelato
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particolarmente utile e adatto per saggiare digogiiari lasciando inalterato il restante
lembo fogliare, cosi disponibile a successive imdaginoltre, risulta un metodo
particolarmente sensibile anche con quantitatilotti di materiale (es. insetti).

Nel caso specifico, il test ha permesso di veniéda presenza dell'infezione sulla stessa
foglia su cui sono state condotte le successivegpdoacquisizione.

La composizione dei tamponi utilizzati e riportatdl’Allegato C.

Foglie di vite in vivo: sono stati prelevati due dischi di tessuto di 16 ci diametro (v.
Fig. 13) e macinati in tampone di estrazione irpaao 1:20 (w/v). 1Qul di estratto, sono
stati posti su membrane Nylon "N(Fluka BioChemika, Buchs, Switzerland),
precedentemente tagliate in quadratini delle dimo@ngli 5X5 mm. Le membrane sono
state lasciate asciugare a temperatura ambient@0p@® minuti. Per il rilascio dell’acido
nucleico, le membrane sono state poste in micratatdi,5 ml,sono stati aggiunti 1Q0di
tampone GES, lasciate a 95°C per 10 minuti, agiigiarosamente e messe in ghiaccio per
5 minuti. Successivamente, sono stati recuperd®d pul, posti in nuovi microtubi e

conservati a -20°C.

Figura 13- Foglia da cui sono stati prelevati i due dischiedisuto da utilizzare per I'estrazione.

Espianti in vitro: porzioni di espianto sono stati processati segudmdtessa procedura

sopraindicata.
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Insetti: la differente tipologia di tessuto di partenza,rkao necessario modificare |l
protocollo di estrazione del’lRNA per ottimizzageresa di acido nucleico utilizzabile per
la successiva fase di amplificazione genica.

In particolare, agli insetti posti in Eppendorf sostati aggiunti 1Qul di “tampone di
estrazione” e macinati con un omogeneizzatore terfmi(Sigma Z35.997-1EA) (Velasco
et al., 2006), dotato di micropestelli (v. Fig. 14). Quarera raggiunto un buon livello di
omogenato, sono stati aggiunti ulteriori @0di “tampone di estrazione” per recuperare |l
campione rimasto sul micropestello e centrifugati @lcuni secondi. Da ogni microtubo
sono stati prelevati 10l da porre su membrana e procedendo secondo lalitadddicata
precedentemente per il materiale vegetale (v.F5y.

Al fine di individuare la soglia minima di rilevdha del titolo virale da parte di questa
metodologia sugli insetti, sono stati costituitigpi di individui di numero variabile da 1 a

8 per ogni stadio considerato, per I'estraziondididi nucleici totali.

Figura 14— Omogeneizzatore batteria dotato di micropestello utilizzato peramare gli
insetti.
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--J..'j B

Figura 15—Spot su membrana: A. insetti; B. foglie.

b) One-Step RT-PCR

L’amplificazione genica e stata condotta utilizzarntlkit One-Step RT-PCR (Qiagen,
Hilden, Germany). La reazione di PCR e stata cdadiot un volume finale di 5@l,
contenente @l di RNA estratto da foglie (10l di RNA da insetti) e 44l di Master mix
(per il materiale vegetale o, 40di Master mix nel caso di insetti) (vedi Allegd).

Gli oligonucleotidi di innesco (primers) utilizzagono stati quelli di Nakaune e Nakano
(2006) forniti da Invitrogen Life Technologies (UpAon la seguente composizione
nucleotidica: LR1- 9727U (5TCGTAACGGCCGCTTCAGTA3e LR1- 10019D
(5’GTTCGTAACGTGCACGGAAGS’) che individuano un amgtine di 293 bp, disegnati
sulla proteina capsidica di GLRaV-1.

Il ciclo di amplificazione adottato e il seguentprevede 35 cicli di amplificazione per le

foglie e 40 cicli per gli insetti, in considerazeodella minore quantita di particelle virali:
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50T X 30" _ 95 T X 15" 94T X 30" _ 56T X 45" _ 72T X 45" 72T X7’

Denaturazione Denaturazions

Sintesi Sintesi final
Trascrizione
Inversa Ibridazione/
NG v
——
35 /40 cicli

La reazione é stata condotta in un DNA termocicka{@&enAmp PCR System 9700, PE
Applied Biosystem).

| prodotti di amplificazione sono stati analizzaimite elettroforesi caricando 16 pl di
amplificato addizionato con 4 pl di colorante p&dA) su gel di agarosio 1,2% in tampone
TBE 1X (Allegato E), colorati con bromuro di etidi® pl) ed infine fotografati su
transilluminatore ad UV (v. Fig. 16).

Marker A B C D E

293 bp

293 bp

Figura 16- Prodotti RT-PCR. Gel 1. A, B, C: campioni infefilX dopo AAP pari a 5 giorni); D:
controllo sano; E: controllo infetto. Gel 2. A-kmpioni infetti (foglie); J: campione sano (fogjia)
K: controllo infetto; L: controllo sano.
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CAPITOLO 6

Risultati

6.1 Indagini sulla biologia diPlanococcus citri

6.1.1 Individuazione delloptimum termico
Scopo di questa indagine preliminare era di indigi@ la temperatura piu idonea a cui
svolgere le prove di acquisizione e trasmissiomersgo le modalita descritte in Materiali
e Metodi (paragrafo 5.4.1).
| risultati relativi alla mortalitd percentuale etiuta alle varie temperature sperimentali,

sono riportati in Tabella 3.

Temp | Totale % % % %
°C insetti | mortalita| mortalita | mortalita | mortalita
N1 N2 N3 totale
9 100 100 - - 100
15 382 60,73 61,59 15,52 87,17
20 249 46,19 17,91 3,64 57,43
23 220 20,46 16,57 2,74 35,46
26 400 445 18,02 10,44 59,25
29 100 100 - - 100

Tabella 3- Planococcus citr{(Riss0). Sono riportate da sinistra: le temperature
sperimentali a cui sono state condotte le prove@mzione di 9°C e 29°C
dedotti dalla bibliografia (Laflin e Parrella, 2004 numero totale di insetti
sottoposti a test, le percentuali di mortalita di, NN2 e N3 ed infine, la
mortalita totale percentuale valutata sull'inteida dell'insetto.

Dallesame di Tabella 3 si puo notare che la miéadercentuale piu elevata si riscontra
per le N1, a tutte le temperature considerate, mosirazione che questo stadio e
sicuramente il piu delicato da manipolare e il gensibile agli estremi termici. Alla
temperature di 15°C, tuttavia, anche la N2 mostoatatita simile alla N1 (62%) e questo
dato lascia supporre che anche questo stadio awrgb dalle basse temperature. Lo
stadio nel quale a tutte le temperature si e alaubaortalita percentuale piu bassa € la N3
che risulta lo stadio piu resistenteomplessivamente, per tutti gli stadi di svilupje,
mortalita minoreé stata registrata a 23°C e per questo motivo guestperatura € stata
scelta per eseguire le prove di acquisizione enisssone.
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6.1.2 Determinazione della durata minima di ogni stdio giovanile
Per stabilire se un determinato stadio giovanitegrado di acquisire e trasmettere il virus,
risultava di fondamentale importanza la definiziatedla durata minima di tale stadio

preimaginale alla temperatura scelta, in modo tidtaére i test nell’ambito dell’'intervallo
temporale individuato.

a) Durata minima in vivo per I'acquisizione

Alla temperatura di 23°C ed alle condizioni di ledtorio a suo tempo riportate, e stata
quindi individuata la durata dei vari stadi preinma.

Nei grafici di Figura 17, 18 e 19 sono rispettivameerappresentate le durate della N1, N2
e N3. Dai grafici il dato importante che si evingela durata minima delle varie eta

neanidali pari rispettivamente a 7 giorni per lg Bhiorni per la N2 e 7 giorni per la N3.

25
20
e 15 1
(O]
5
= 10 -
| I
0 - ‘ ‘ . (]
7 8 9 10 11 12 13 >13
Giorni

Figura 17- Planococcus citri(Risso). Durata dello sviluppo della prima eta
neanidale a 23°C. E riportata in ascisse la dumaggorni della prima eta neanidale
e in ordinate il numero percentuale di neanidilthieno effettuato la muta
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Figura 18- Planococcus citri(Risso). Durata dello sviluppo della seconda eta

neanidale a 23°C. E riportata in ascisse la duiratgiorni della seconda eta

neanidale e in ordinate il numero percentuale dinitk che hanno effettuato la
muta
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Figura 19- Planococcus citri(Risso). Durata dello sviluppo della terza eta
neanidale a 23°C. E riportata in ascisse la dunaggorni della terza eta neanidale
e in ordinate il numero percentuale di neanidilctieno effettuato la muta
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Considerando globalmente i dati sopra riportatipigd concludere che la durata minima
registrata fra le diverse eta e pari a 6 giorn. &eere quindi la certezza di effettuare
I'acquisizione nell’ambito di ogni singolo stadi@pbiamo decurtato ulteriormente di 24 h

il AAP riducendolo a 5 giorni per i test.

b) Durata minima in vitro per la trasmissione

Lo scopo di questa indagine é stato quello di eatuta capacita di sviluppo del vettore su
espianti di vite allevatin vitro, al fine di poter verificare la trasmissibilita dérus da
parte dell’insetto in questa condizione.

Partendo quindi dalle neanidi di prima eta, si Bifmoverificare che l'insetto e in grado di
svilupparsi su espiantn vitro e completare il ciclo biologico, fino allo stadialulto di
entrambi i sessi (v. Fig. 20). Inoltre, come ripdotin Tabella 4, € stata riscontrata una
durata minima delle varie fasi neanidali analogqualla ottenuta nella prova di durata

degli stadi preimaginaln vivo.

Figura 20- Pupario del maschio éilanococcus citr{Risso) su espianto di vite.
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Durata minima di sviluppo (gg)
Stadio neanidale in vitro in vivo
N1 7 7
N2 7 6
N3 7 7

Tabella 4-Durata minima di sviluppo degli stadi preimmaginalvitro edin vivo espressa in
giorni.

Per quanto concerne le condizioni di sterilita istpodalla colturan vitro, sono stati
riscontrati solo sporadici episodi di inquinamerttel substrato di crescita insorti in
conseguenza dell'introduzione degli insetti. Piupsrticolare, I'inserimento di N1 neo-
sgusciate in un ambiente di crescita sterile noprbgocato alcun inquinamento del mezzo
colturale dell’espianto, permettendo il completduppo degli insetti fino all'eta adulta.
Diversamente, I'introduzioni vitro di femmine, ed in percentuale minore anche di 812 e
N3, ha comportato saltuariamente lo sviluppo suligerficie dell’agar di un feltro
miceliare. |1 campioni inquinati, quindi, sono stasicartati dal prosieguo della
sperimentazione.

La buona compatibilita tra lo sviluppo dell'insettda colturan vitro della vite, ha quindi
permesso di utilizzare questa tecnica, per la thseasmissione del virus mediangs.

citri.

6.2 Indagini di acquisizione e trasmissione

6.2.1 Determinazione della soglia di sensiltdidel saggio molecolare

In Tabella 5 sono riportati i risultati relativilalindagini di determinazione della soglia
minima di rilevabilita del titolo virale negli in#¢ per ogni loro fase di sviluppo, mediante
Spot-OneStep RT-PCR.

E’ stata rilevata una diversa sensibilita del sadggomolecolare nel rilevamento del virus
nei diversi casi considerati. L’analisi € sempiaain grado di rilevare l'infezione virale
nelle singole femmine infette. Diversamente, perNie infette non & stato possibile
evidenziare la presenza di GLRaV-1 dai singoliivitthi né da gruppi inferiori a 5
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individui. Per le N2 ed N3 infette e stato possihiksservare i prodotti di amplificazione

rispettivamente per gruppi di 3 e 2 individui rigp@amente.

Stadio Numero di insetti per estrazione
1 2 3 4 5 6 8
N1 - - - - + + + +
N2 - - + + + + + +
N3 - + + + + + + +
Femmine + + + + + + + +

Tabella 5- Numero di insetti utilizzati per I'estrazione degktidi nucleici totali in ogni stadio di

sviluppo.

6.2.2 Acquisizione

In Tabella 6 sono riportati i risultati relativilalindagini di acquisizione di GLRaV-1 da

parte diPl. citri. Nella prima colonna sono riportati gli stadi dilsgpo dell'insetto che
sono stati posti ad acquisire su foglie infette PAfari a 5 giorni) e nella seconda il
rapporto tra il numero dei gruppi o singoli individisultati infetti sul totale saggiato.

| risultati indicano come tutti gli stadi neanidalie femmine dPI. citri siano in grado di
acquisire GLRaV-1.

Stadio gruppi o insetti infetti/totale (xdev. St.) %
N1 6 gruppi/10 (£ 1,8) 60,0
N2 9 gruppi/16 (£ 1,2) 56,2
N3 18 gruppi/25 (£ 1,9) 72,0

femmine 32 insetti/50 (x£1,03) 64,0

Tabella 6- Risultati dei saggi biomolecolari condotti Bl citri in ogni stadio di sviluppo, dopo

AAP di 5 giorni su foglie infette, a 23°C.
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6.2.3 Trasmissione

Dopo aver rilevata la capacita di acquisizioneuitels da parte del vettore, € stata valutata
anche la sua capacita di trasmissione di GLRaV-1.

Con le stesse procedure gia descritte, dopo ungmedi AAP pari a 2 giorni trascorsi sulle
foglie infette, 30 neanidi di ciascuna eta e 30rfene diPI. citri sono stati trasferiti nei
tubi di coltura su espianti sani per un IAP paf3 giorni, per consentire la trasmissione
dell'infezione (Tabella 7). La scelta di 2 giorni AAP e 3 giorni di IAP e stata
determinata dalla necessita di eseguire le indatjiacquisizione e quelle di trasmissione
avendo la certezza di rimanere nell'intervallo temabe individuato pari a 5 giorni.

Su un numero ridotto di insetti, per ogni faseuiiuppo, € stata confermata I'acquisizione
dello stato infettivo idoneo alla successiva faseagmissione.

Numerosi espianti saggiati con Spot OneStep RT-B@® risultati infetti, evidenziando

chePl. citri & in grado di trasmettere GLRaV-1 ad espianti sani.

Stadio espianti infetti/totale (xdev. St.] %
N1 20/30 (£ 2,1) 66,7
N2 18/30 (+ 2,0) 60,0
N3 16/30 (+ 2,8) 53,3
femmine 22/30 (= 2,2) 73,3

Tabella 7- Risultati dei saggi biomolecolari condotti sugdipianti dopo IAP di 3 giorni con insetti
infetti (AAP pari a 2 giorni).

6.3 Modalita di trasmissione

Dopo aver osservato la possibilita di acquisizierteasmissione di GLRaV-1 da parte del
vettore, sono state condotte delle indagini per omgliore comprensione dei rapporti
vettore/virus, con particolare riferimento allam@nenza delle particelle virali nell'insetto.
N3 infette sono state trasferite su patata finmamento successivo alla muta. | risultati
diagnostici condotti sulle femmine cosi ottenutarta permesso di identificare soltanto

individui virus-esenti, nella totalita dei campiogaggiati. A conferma di questo dato, le
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successive indagini biomolecolari condotte sugpia#ti utilizzati per la trasmissione
virale da femmine neo-mutate, non hanno evidenziatalcun caso, prodotto di RT-PCR
nei tessuti vegetali escludendo la presenza di Rik#le anche negli espianti (Tabella 8).
Si puo affermare, quindi, che le N3 infektannoperso l'infettivita conseguentemente alla

muta e, cio fa supporre, che GLRaV-1 sia un vis circolativo.

infetti/totale %
femmine 0/30 0
espianti 0/30 0

Tabella 8 Risultati dei saggi biomolecolari condotti smfmine che hanno mutato su patata dopo
un AAP di 5 giorni.

In riferimento alla persistenza di GLRaV-1 RI. citri, & stata condotta un’ulteriore
indagine su N3 infette.

Dopo un periodo di AAP pari a 2 giorni, le N3 sostate poste in camere umide per
assicurare un periodo di digiuno di 3 ore, periddatenzione sufficiente ad escludere o
accertare la semipersistenza, alla fine del quameo sstate condotte le indagini
diagnostiche.

Tutti gli insetti saggiati sono risultati negat@i virus cosi come gli espianti su cui sono
stati successivamente posti (Tabella 9). | tegtefati hanno permesso quindi di affermare
che, la trasmissione di GLRaV-1 mediaRtecitri, € di tipo non persistente.

infetti/totale %

N3 0/30 0
Espianti 0/30 0

Tabella 9- Risultati dei saggi biomolecolari condotti su Ni@o un periodo di digiuno di 3 ore ed
un IAP di 3 giorni
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CONCLUSIONI

Nel presente studio e stata analizzata la capdicRéanococcus citrijn ogni sua fase di
sviluppo, di acquisire e trasmettere GLRaV-1.

Lo PseudococcidPlanococcus citrié stato piu volte indicato come vettore di GLRaV-3
(Pedroscet al.,1991; Cabaleiro e Segura, 1997a, 1997b; Gadinal.,2000, 2002; Cickt
al., 2006; Cabaleircet al., 2008) mentre, risultano insufficienti le notiziel saossibile
ruolo svolto dall'insettonella trasmissione di GLRaV-1. Tale virus viene gyaimente
segnalato nelle zone in cui &€ presente anche GLRaM; quest’ultimo risulta piu diffuso
(Cabaleiro e Segura, 1997; Petersen e Charles, B38zaet al.,2003; Cabaleiret al.,
2008). Anche in ltalia centrale e stata riscontiata situazione analoga a quella appena
indicata (Materazzet al., 2006), ad eccezione di quanto verificato in Umlsugla cv.
Sagrantino, nella quale e stata accertata una pettealenza di GLRaV-1 su GLRaV-3
(Materazziet al.,2004) e nei cui vigneti e stata segnalata la pesdiP|. citri.

Dai risultati ottenuti si € potuto osservare €ianococcus citrié in grado di acquisire il
virus da foglie infette e, piu precisamente, ogngslo stadio neanidale e la femmina di
Pl. citri sono stati in grado di acquisire GLRaV-1 anchengod’AAP ¢ stato ridotto a 2
giorni (periodo minimo considerato). Analogamenmter, quanto riguarda la trasmissione,
tutti gli stadi neanidali e la femmina sono statigrado di trasmettere il virus a espianti
sani. In particolare, I'uso della coltum vitro si € rivelato particolarmente utile per le
indagini di trasmissione perché ha permesso ibngo immediato dei risultati conseguiti
al termine di ogni prova di inoculaziondiversamente da quanto previsto dalle procedure
condotte su piante allevatevivo che prevedono tempi di attesa per le analisi disiiche
di alcuni mesi (Golincet al, 2002; Nakancet al, 2003; Simet al, 2003; Sforzeet al,
2003; Zorloniet al, 2006; Hommayt al, 2007; Douglas e Kruger, 200&)efficacia del
sistema sperimentale della coltimavitro adottato in questa esperiengauna conferma di
quanto indicato da Askani e Beiderbeck (1991) et@iagenret al., (2007), che hanno
utilizzato il sisteman vitro per indagini sui vettori diversi d@l. citri per il quale questa
ricerca rappresenta la prima esperienza positiasinissione diGLRaV-1.

Nelle indagini preliminari tese alla determinaziodella durata minima degli stadi
preimaginaliin vitro, I'insetto ha dimostrato di essere compatibile @onolturain vitro e
completare il proprio ciclo biologico fino al raggigimento dello stadio adulto in entrambi

I sessi con la stessa tempistica di quella osseivatvo.
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Per quanto riguarda la modalita di trasmissioneajsiltati ottenuti permettono di
affermare che l'insetto perde linfettivita conrauta nel passaggio da N3 ad adulto e che,
sempre le N3, perdono la capacita di trasmettesieus dopo 3 ore di digiuno.

Da quanto appena indicato si deduce Phecitri pud essere indicato come un nuovo
vettore di GLRaV-1 e che tale virus sembrerebb&messo in maniera non persistente. La
probabile non persistenza di GLRaV-1 é pero inrestd con quanto noto fino ad oggi,
che indica gli Pseudococcidi come vettori in grailtrasmettere i virus in maniera semi-
persistente (Harris, 1981; Belli, 1994; Cabaleir®egura, 1997; Nault, 1997; Lopez-
Moya, 2001; Martelli, 2002; Martelli, 2004; Andreinrk e Fuchs, 2005; Martelli e
Boudon-Padieu, 2006; Ng e Falk, 2006). Anche seentemente, la modalita di
trasmissione semi-persistente e stata messa insgiste, ipotizzando un meccanismo di
tipo circolativo per GLRaV-3 (Ciét al.,2007).

In conclusione, le indagini svolte hanno permesisotiénere alcune informazioni sui
vettori in grado di trasmettere GL. In particolaRd, citri, gia indicato come vettore di
GLRaV-3, GVA e GVB (Matrtelli, 2004), BSMysV (Geegret al.,2005), CSSV (Dufour,
1989; 1991) e PYMV (Lockhast al.,1997), sembrerebbe in grado di trasmettere anche
GLRaV-1. Questo conferma che la trasmissione méali@seudococcidi e Coccidi €,
purtroppo, aspecifica (Martelli, 2004) e che il rerm dei vettori in grado di trasmettere i
GLRaVs é sicuramente destinato ad aumentare. Ib rioamdamentale svolto dai vettori
nella diffusione di GL sottolinea la necessita dauempestiva e attenta verifica delle
popolazioni presenti in campo, al fine di allestimeerventi mirati ad un loro controllo ed
evitare nuovi contagi rallentando la diffusione qliesto complesso gia notoriamente
presente nelle maggiori aree viticole del mondagdrticolare, per i vivai di piante madri,
una piu approfondita conoscenza dei vettori peendtllestimento di sistemi di
protezione per poter garantire il mantenimentoadebnea condizione sanitaria di tale

importantissimo germoplasma.
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ALLEGATI

Allegato A - Composizione del substrato di coltura Quorin e epoivre (1977)

NENOs; 4,00 g/l

KN© 18,00 g/l

MgS©7 H,O 3,60 g/l

KEPO, 2,70 g/l
Ca(N§,.4H,0O 8,337 g/l

NeMoO,. 2 H0 0,25 g/l

Kl 0,083 g/l

EBO; 0,620 g/l

ZnSP7HO 0,86 g/l

MnSOH,O 2,230 g/l

CoGI6 HO 0,0025 g/l

CuS(d H,O 0,0025 g/l

FeSO7 H,O 0,278 gl

NAEDTA 0,373 g/l
6-Benzilamminopurina (BAPD8,g/I
Acido Gibberellico (GAO,01 g/l
Acida-naftalenacetico (NAA) 0,01 g/l

Inositolo 10,9/l
Tiamina ooa g/l
Glicina ,002 gl
Acido Nicotinico  0,0008 g
Piridossina @ms g/l
Zucchero @0
Agar 6 g/l

pH 57
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Allegato B- Tamponi e soluzioni per il saggio ELISA

1.

Tampone di sensibilizzazione (pH 9,6)

1,59 g/l NaCGO;
2,93 g/ NaHCQ
0,2 g/l NaN

Tampone fosfato salino 1X PBS (pH 7,4)

8,0 g/l NaCl

0,2 g/l KH,POy
11,5 g/l NaHPQ,
0,2 g/l KCI

0,2 g/l NaN;

Tampone di lavaggio PBST (pH7,4)

1,01 PBS 1X
0,5 ml Tween-20

Tampone di estrazione (pH 8,2)
60,5 g/l TRIS

8,0 g/l NaCl

20,0 g/l PVP (Polivinil pirrolidone)
10,0 g/l PEG (Polietilene glicole)
0,2 g/l NaN

0,5 ml Tween-20

Tampone di coniugazione (pH 7,4)
1,01 PBST

20,0 g/l PVP

2,0 g/l BSA (bovine serum albumin)

Tampone di substrato (pH 9,8)
97 ml Dietanol ammina
0,2 g/l NaN
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Allegato C- Tamponi usati per I'estrazione di acidi nucleici téali (Osman e

Rowhani, 2006)

1. Extraction buffer
1,59 g/l NaCGO;
2,93 g/ NaHCQ
pH 9,6
2% PVP-40
0,2% BSA
0,05% Tween-20
1% NaS,03

2. GES buffer
0,1 M Glicina
0,05 M NacCl
1 mMEDTA
0,5% TritonX-100

Allegato D- Master mix per OneStep RT-PCR

RNase-free water 24l
5X Qiagen OneStep RT-PCR Buffer ullo
dNTP Mix (containing 10 mM of each dNTP) uP
Primer A (LR 9727U) u3
Primer B (LR- 10019D) uB
Qiagen OneStep RT-PCR Enzyme mix ul 2

Allegato E- Tampone per I'elettroforesi (TBE 1X)

TRIS 890 mM
Acido Borico 890 mM
EDTA 25mM
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