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"CARNATION MOTITLE VIRUS" IN ITALIA: RILEVAMENTO E PREVENZIONE DELLE‘FORME

NORMALE E ATTENUATA

INTRODUZIONE

I1 virus dells meculsturas del garofanc ("éﬂrnatioﬁ mottle virus" =
CarMV) & il virus pifi diffuso nelle coltivazioni di gerofano. Esso raggiun—
e una concentrﬂzione molto elevata nella pienta, & estremamente infettivo
per inoculszione di auccd, 7on &€ ne conoscong vettori né trgsmissinne per
seme 2 1'alta percentuaie di piante infette & dovuta alla tresmissione per
contatto del virus durente le operezioni colturali e mlle moltiplicazione
pgemica tipica di queste coltura. I1 garofano & la pianta ospite‘di elezio~
ne ma sperimentalmente (arMV & riéuitato trasmissibile e une trentina di.
specie appartenenti a 15 faﬁiglie di Dicotiledoni (Holiings e.Stone, 19%0}.

De un punto di vistae fitopetologico, CearMV non causa gravi daﬁni, BO~
prattutto se in infezione Eingula: molto rara e iocerte & le pfaaenza di una
lieve maculetnrs, pill probabile una certa riduzione nel vigore vegetativb.
GQuasi certamente CarMV gioca wn ruclo importante nells presenza di anorma-—
1it# nelle fioritura (i cosiddetti "fiori grigi"). ﬁﬂta la suse grande diffﬁ~
" sione, perS, spesso & presente iﬁ associazione con altrs virus'ed_in tai ce—
g0 pud esplicare una notevele azione sinergicé, aggravando i sintomi.-

CerMV & eliminebiie con coliure di apiel meristeratici, soprattutto se
preCedute delle termoterapia. E' perd sempre necessario conbtrollere 1'assen-
za del virus sia dopo un intervento risanatorer(pér abtcertarne l;efficacia)
‘che nel corso del processc di moltipliecszione del materiele mauo per elimi— 

nere tempestivemente gli individui eventuelmente infettatisi (Lisa e Loviso-
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la, 1976).

In garofeni sobtoposti a risanamento medisnte termoterspia e coltura
di apici meristematici, venne rinvenuts in Inghilterra una "forma attenua—
ta" di CarMV (= CarMV-AF; d'orse in avanti con la sigla CarMV si indicherd
s0lo la forma normsle) carstterizzata da una bassissima infettivitd: com

inoculazioni di succo & Chenopodium smarantipclor o Ch. guinoe 5i otteneve-

no, enzich& un gran numero di lesioni loeali entro une settimena, pochissime
lesioni due o tre settimane dopo 1'inoculezione. Trasferimenti successivi su
Chenopedium spp. 41 gueste lesionl provocavano un gumento progressivo del
loro numers in due o ire passaggi, ripristinandc la forma normele (Hollings
e Stone, 1964). In seguito CerMV-AF venne reperito nel Sud dells Francie an—
che in gerofeni mei sobttoposti a terapia e fu ﬁmpiamente studisto dal pinto
ﬁvﬁﬂhhh@me&hpmﬁm(R@ﬂgggﬂwm;MWMMQEQHl%m.
- Nei due lavori soprs citeti e in Hollings et sl. {1972} si ipotizza u-
na naturele tresformazione della forma eitenusts in gquella normale, in garo-
fano. Questa trasformezione, unita alls difficoltd:di disgnosi della forma
sttenusta, costituirebbe vn grosso pericole di reinfezione nel materiale ri-
conosciuto come virus-esente: per dare un contributo alla soluziene di questo

problems. sono state svolte le indegini su CarMV-AP descritte pidi oltre.

MEZZI DIAGNOSTICI

La diegnosi di CarMV & facilitata dall'alta infettivitd del virus e dal-
1a sua elevsata coﬁcentrazioue nei tessuti; i mezzi disgnostici piti usati pel-
la pratice sono i saggl di infettivitd e 1 saggl siefologici.

Segel di infettivitad (Luisoni e Lisa, 1976): consistaono nella tr&smi;-
sione del virus per inoculezione di succo dai garofeni da saggiare ad adette
piente indicatrici, che nel nostro easo sono soprattutto i Chepopodium cita-
i piil sopre; tele saggio & stato denominato dai coltivatori "test del che-
nopodic". Le prova presenta il venteggio dell'alta sensibilitd e delle pos-
sibilitd di rilevere anche altri virus; ha perd alcuni svantaggi: necessita
inf&tti di notevole spazio in serre per le piante indieatriei, di grandi
preceuzioni nelle inoculazione onde evitars contaminezioni e conseguenti ree-~

zioni felsamente positive, di considerevole impiego di tempo sis per 1la
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effettuszions delle prove che per 1l'attesa dei risultati: tutto cid si ri-
solve in costi relativemente elevati,

Saggi sierologici (Quacquarelli, 1983): i principaii tipi di saggio u~
seti, elenecati in ordine cronologico d'impiego, somo la immmodiffusiope in
gel di agar, il saggio &l agglutinazione al letex, la immumomicroscopia e-
lettronica e la tecnica ELISA. '

e} Immunodiffusione in gel di ager (luisoni e Lisa, 1976): il metodo,
senz'altro 11 pill semplice ed economico fre tutti guelli finora impiegeti
con questo virus, richisde pochissimo spezio e d& risultati facilmente velu-
tgbiii in 24 ore. L'unico difetto & la scarsa sensibilitd, che pobrebbe im-
pedire il rilevgmento di CarMV in quelehe caso, ad esempio nei primi stadi
dell'infezione.

b) Segeio A1 mgglutinszione sl letex (Querfurth e Paul, 1979): € molto
piii gensibile ma & atmto usato raramente, forse perché pidl complicato nells
esecuzione e soprettutto nella valutezione dei risultati. Inoltre, per po-
ter essere sfrutteto & fondo, esige una cerie attrezzature {un modesto mi-
croscopio, una centrifuge a bassa velocitd, un sgitatore).

¢) Immmomicroscopie elettronica (Milne e Luisoni, 1977): sopratiutto
nelle sua versione ISEM ("ImmunoSorbent Elsctron Micrascopy" = microscopia
elebtronica con immunoassorbimento) o metodo di Derrick, eventualmeufa accom~
pagnata della "decorszione" con anticorpi, & un metodo sierolﬁgico molto sen—
sibile ¢ sicuro ed & stata usata in slcuni cesi con ottimi risulteti. I1 co-
6t0 elevatissimo ‘delle apparecchiature necessarie e le @ifficoltd nel loro
ugo limitano questo metodo alle ricerca scientifica o sl controlli necessa-
ri per la messa & punto di alire tecnicﬁe.

d) Metodo ELISA (Clark, 1981; Luisoni, 1984): ormei sbbastanza noto no-
nostante sia in usco da pochi anni, guesto metodo & paratterizzato da una Een—
sibilitd molto elevata e non esige 1'impiego di epperecchiature complesse e
costose, gquentomeno per l'esecuzione di semplici disgnosi virali: soprattut—
to con CarMV la velutazione ed occhio dei risultati & im genere molte Taci-
ie, I reagenti sono invece molito pil 1aﬁoriosi de preperare rispetto a guel-

1i necessari per gli altri metodi.
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DIAGNCBI MASSALE DI CerMV IN ITALIA

Fino al 1978 in Italia le disgnosi 4i CarMV & stata effettusta sopret—
tuﬁtn per mezzo di piante indiecatrieci e su scele molto ridotta. Nel‘giugno
di guell'annc, dopo un breve corse per la presentazione della siercdiagnosi
in ager ai dianticoltori pfesso il nostre Istituto, guesta tecnice si & dif-
fusa particnlarmente fra i moitiplicatori di talee. Wel novembre 1980 & étgr
to tenuto un secondo corso in cui somo stete illustrate anche le tecniche
sierologiche ELISA e di agglutinezione a® letex: alla trentinae di intervenu—
ti & state offeria la possibilitéi di provere entrembi i metodi, con la di-
stribuzione di kit di reagenti. In seguito = gueste prime prove, il metoedo
ELISA si & diffuso mentre il seggio di agglutinezione al latex non ha trova-
to rispondenza. |

Dal 1976 sono steti distribuiti 35 wl di siero, rendendc possibile 1'e—
same di circs 300.000 campioni con. il metodo delle immunodiffusione in gel
di mger. Del 1980 sono stati distribuniti reagenti.per il metodo ELISA suffi-
cienti per l'esame di circa 40.000 campioni; poichd & possibila.usare jiﬁ
volte guesti reagenti e poiché&-ls sensibilitd del metodo consente 1'esame di
campioni multipli, si pud ritenere che il numero ai piante controllste con
guesto sistema sia 5410 volte piil eleva£o. 7 -

Attuslmente il "test del chenopodio" per 1a &iagnﬁai massale viene an-
core usato, soprattutto perhaccertére le presenza di altre ﬁirosi.rn'immuno—
diffusione in gel di agar & usata ancora da diverse sziende Biénticoié; guel
le che impiegano lea tecnica ELISA generalmant? non ussno pill la ipmunodiffu-
sione, me sia guesie che le precedenti useno ancora le prove di infettivitET
' I saggi mopra elenceti (infettivitd, immmnodiffusione, ELISA) vengomo
-epplicati in varis percentusle sopratiutto alle plantine uttenuté da meéi—;
ateﬁa, dopo che gueste gi'sono dbbastanza svilﬁppate, e alle pianie in tésta
alla catena di produzione delle talee, Dai dati relativi ai sieri distribﬁi—
ti e de informazioni raccolte presso i disnticoltori,-fisulta che l&:quanti4
t3 di piante controllate & aumgntéta in modo evidéntissimo con,l'ﬁtilizzu
della sierodiagnosi.

E' difficile valutare 1'effetto sulle colture di tutto cid, sembra perd
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certo che dove i controlli e 1z conseguente eliminazione di CarMV somo sta-
+i particolermente intensi, =i & verificato un miglioremento nelle condizio—
ni della coltura, in particolere il problema dei "fiori grigi" si & notevol-

mente ridotta.

RILEVAMENTO E STUDIO DI CarMV-AF

Nel 1680, durznte un rilevemento di virus del garofeno effettuato in
colleborezione con 1'Istituto Regionale per la Floricoltura della Regione
Liguria (Sanremo}, furono troveti 9 casi di CarMV-AF su 34 cempioni comtrol-
lati che non erano stati sottoposil precedentemente e terapia. Successiva-
mente furono individuati altri 3 casi in piente risenate da CarMV con termo-
terapie e coltura di apici meristematici. Parte delle piante portetriei-di
CarMV-AT furono trasportate in serra per virologia: in totale si mentennero
in osservezione & cloni appertenenti a 5 cultivar diverse, tutte mediterra-
nee. Con questo materimle furomo effettuzte le seguenti prove:

a) Accertamento del perdurare della forma attenuete in garofenc: & sta-
to effettusto su B piente (6 piante originali‘di campo e 2 otienute per ta-
les dalle precedenti) su cui sono stebi eseguiti T controlli in 3 anni, con
iﬁoculazione a Chenopoﬂiuﬁ Epp. Due piante di garofano morircno in guesto
pericdo. I controlli somo stati costentemenie positivi eccetto in alcuni ca-
si in cui si & avute slternanze di reisolamenti positivi e non. Non si & co-
mnque 0sservato glcun sumento di infettivitd nel gerofeni in osservazione
per tutta la durate dells proie: 1'aumento di virulenze di CarMV-AF veniva
ottenuto solo dopo 2 + 3 passaggl su Chencpodium spp.

b) Infezione sperimentsle di gercfeno sano con CerMV-AF: 3 gruppl omo-—
genei 43 5 piaﬁte ognuno di garofsno sano, appartenenti a 3 cultiver medi-
terrenee, sono stati inoculeti 2 enni fa con succo di: i) garofeno infetto
da CarMV-AF; ii) garofeno infetto da CarMV; iil) Ch. guinca infetto da CarMv,
proveniente dae CarMV-AF reso virulento etiraverso pessaggl in Ch. giuinos. Le
5 piante di gerofano incculate con CarMV-AF sono risultate tutte infette con
i1 solo CarMV-AF e sono rimaste tali fino ad ora; gli altri 2 gruppi di ge-
rofani si sono infettati con CarMy.

¢} Superinfezione con CarMV di garofanc affeito da CarMV-AT: 8 piante
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di gerofano ottenute per talea de piante portatriei éi CarMV-AI" sonc state
infettate con CarMV, 5 mediente inoculazione di succo e 3 mediante innesto;
el controllo effetiuato un mese dope 1'infezione le piante presentaveano tut—

te la tipica forme normale.

RTLEVAMENTO STEROLOGICG DI .CarMV-AF

Oltre mlis traesmissione per succo, di cui si & detto sopra, si & tente-
to di diagnogticare CerMV-AF con la sierclogia, eseminando succo estratto da
garofeni sicuremente infetti da CarMV-AT con i 2 metodi pifl sensibili fra
gquelli descritti, ciof le immunomieroscopis elettronica e il metodo ELISA.
In nessun caso 5i sono ottenuii risuliati positivi, nonostante la sensibili-
td del metodo ELISA permettesse il rilievo @i CarMV purificato fino ells
concentrazione di 10 + 20 ng/ml oppure succo di pisnte infette fino mlla di-
Iuniziope di 10mh + 10_5; 1ls immunomicroscapia elettronice ha .sensibilitd non
inferiore {Milme é Luisoni, 1977). Pertanto succo delle stesse piante & sta-
to sottoposto a due eiell di centrifugazione differenzisle, chisrificandolo
cgni volta con cloroformio, fino a concenirarle 130 volte rispetto al peéo
iniziele delle foglie. Solo cosi & sieto possibile obtenere reazioni positi-
ve con entrembi i metodi di sierodiagnosi provati: il rilevamentc & risulta-

to certo ma sl limite delle sensibiliti per entrambi i metodi (Fig. 1).

DISCUSSTONE E CONCLUSIONT

La siercdiagnosi di CarMV con il metodo ELISA si & rivelata praticamen-
te fattibile direttemente dai gianticolteri. Hiteniamo che anche il metodo
di immunodiffusione in gel di1 eger, molto pift sempiice, posse sncore essere
utilizzeto dete lm coneentrazione normslmente elevata del virus in garofano.
Pero un vanteggio indiretto dell'lmplego del metodo ELISA, olire & guello

-della meggior sensibilité, & stato quello di aver famiglierizzato i dianti-
coltori con guesto metodo, il sole (oltre al metodo di agglutinazione al la-
tex, che perd non he incontreio favore) applicebile con successo alla siero—
disgnosi massale ¢i eltri virus del garofeno, guandc Saranno disponibili i

reagenti necessari,
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Fig. 1 - Immunomicroscopie eletironica (ISEM e "decorasione") di una prepa-
razicne concentrata da garofenc affetto da CarMV-AF e "carnstion cryptic -
virus" (Lise et al., 1980). A sinistra: particells di CarMy-AF che ha res-
gito {("decorata"} con antz'.curpi anti—CarMV, A destrs: particella di
"earnation cryptie virus" non "decorata". Bbarre = iDO Dm.

L'immuncmicroscopis elettronice & state cortesemente eseguite @zl Dr. R. G.

Milne.
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Relativemente alle prove effettuate con CarMV-AF, si ritiene che esse
gbbiano un velore solo indicaetivo, perché effettuste su un limitato numero
di pisnte. 8i & perd potuto confermare che CarMV-AF & costituiteo da parti-
celle presenti in bassissima concentrazione ﬁei fessuti di gerofeno e si &
diméstreto che esse sono morfologicemente e sierblogigamgnte indistinguinili
.de CarMV. Poupet (1976), eitato de Devergne g}_gl;, (1982}, eveve gid dimo-
strato che centrifugando in gradiente di densitd di meccarosio estratti con—
centreti di garofano infetto da CarMV-AF, pur ﬁdu rilevanﬁosi glcun picco
periicolare di- assorbimento, il potere infetiivo si loeamlizzave a una densi-
t8 corrispondente a quella di CarMV. _

Risulta inoltre che CarMV-AT non diventa "naturelmente” viralento in ga—
rofanc, almeno nelle condizioni in.cui sono stﬁte condotte le nostre prnﬁe;
che garofani suscettibiii ells forms normale quando inoguleti con CarMV-AR
si infettano con la forme attenusts e rimangono teli per slmeno 2 gnni; che
garofani portetori della forma sttenusta sono del tuitto suscettibili alle
forma normele. 8i ritiene pértanto che CerMV-AF non costituisca uns importen—
te sorgente di reinfezione delle coltivazioni che sono state liberste dalle
forma normele, snche se rimene inspiegato il perdurare del virus in concen—
trazione cosl bassa (valufabile ] 10H6 < 10—7 rispetto alle forme normaie)
in pimente di garofsno che sono purtuttavis suscettibili alls forme normele.

Per quanto riguards la diagnosi di CarMV-AF, nulla sembre sostituibile

alle pur incerta prova i infettivitd su Chenopodium spp.

RTASSUNTQ

- Dopo wna breve introduzione sui problemi reletivi a guesto virus e al-
la sua "forma éttenuata", si consideranc i principali metodi per 1a diagno-
si (infettivitd, immnodiffusione in gel di agar, sgglutinmzione al letex,
immunomicroscopia elettronica, ELISA) e si danno indipezioni sulla diffu<
sione di guelli usati in Ttalie,

Bi & confermsto che la forma attenuata & rilevabiie in succo grezzo so—

lo con prove di infettivitd; si & mccertato che essa & rilevabile sierologi~
camente nel suceo molto concentrato e che le sue caratteristiche morfologl-

che e sierologiche sono ugusli & quelle dellas forme normale. In plente di
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gerofano, pur suscettibili s una superintezione con la forma normale, la
forma attenuata & rimaste in bassa concentrazione per emni: pertanto la tra-
sformazione della forma attenuata in quella normale sembra tuttora poco pro-

bebile in garofano,

SUMMARY

Carnation mottle virus in Italy: detection and combrol of the normal

and attenuated forms.

The problems relsted to this virus and to its attenuated form are
considered, end the mein disgnostic methods {infectivity, agar gel immuno-
diffusion, letex agglutinaticn, immmmoelectron microscopy, ELISA) reviewed,
end the extent to which they are used in Italy iz indicated.

The attenusted form, detectable in crude carnation sap only by
infectivity, could be detected serologically in Eoncentrated extracts. I&s
morphological and serological properties were the same of the normal form.
In carnation plants, the attenuated form did not change into fhe normal form
when ohserved for up to three years, although these pleants were suscepbtible

to superinfection with the normel form.
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