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INDAGINTI SULLA DIFFUSIONE DEL VIRUS DELLA VARTEGATURA INFET-
TIVA DEGLI AGRUMI

La ‘variegatura infettiva degli agrumi & una malattia
causata da un virus ILAR (CVV) d4i 24-32 nm, di cui si
conoscono ceppi differenti {GARNSEY et al., 1983), trasmessi
meccanicamente a numerosi ospiti arborei ed erbacei (DES-
JARDINS, 1975).

La malattia & frequente su limone (Citrus limon (L.}
Burm.) ma pud interessare anche altre specie di agrumi,
causando decolorazioni delle nervature, bollositd e maculature
a punta di spille sulle foglie giovani. Lo sviluppo dei
germogli & ridotto nei mesi primaverili, ma diventa ndrmale
nella vegetazione estiva. I frutti possono presentare bi-
.turzoli, corrugamenti, asimmetrie e, qualche volta, dimensioni
ridotte. Le piante infette da variegatura infettiva assumono a
volte und sviluppo ridotto. I test di immunodiffusione hanno
lasciato ritenere che questa entitd virale & sierclogicamente
correlata a quella della fogliia rugosa (CLRV) o foglia bollosa
(CCLV} (GARNSEY, 1975), ma i Sintomi indotti sui differenti
ospiti arborei ed erbacei suggeriscono di considerare i due
virus come entitd diverse (FULTON, 19B81). Recenti ricerche
hanno permesso di mettere & punto anche per questo virus un

saggio con il metodo immunoenzimatico (ELISA}, grazie alla
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preparazione di un siero anti-variegatura a titolo piit elevato
di guelli ottenuti in precedenza (DAVINO e GARNSEY, 1983).

Pur non essendc una malattia distruttiva, 1la variegatura
infettiva causa dei danni di una certa entitd su limone,

arancic dolce (C. sinensis Osbeck) e mandarinc (C. reticulata

Blanco) (CATARA et al., 1981). Abbiamo ritenuto pertanto utile
effettuare un'indagine per accértare la diffusione del virus

nelle cultivar di agrumi.

Materiali e metodi

- Le indagini sonoc state effettuate su materiale in
collezione, pressoc alcuni campi di orientamentoc varietale
dell'Istituto di Coltivazioni Arboree dell'Universitid di
Catania. Le specie prese in considerazione soneo: arancio
dolce, limone, mandarino e similari e pompelmo (C. paradisi
Macf.). In totale sono state saggiate n. 344 piante apparte—

nenti alle specie e cultivar indicate nella tab. n. 1.

Preparazione dell'antisiero. L'antisiero utilizzato era stato

ottenuto immunizzando per ben quattro volte un coniglio con un
ceppoe blando di variegatura infettiva (CVvv-2) (GARNSEY et al.,
l.c.) e presentava un titolo di 1/256, accertato mediante

doppia diffusione in gel di agar.

Saggi immunoenzimatici. Per i saggi sono state utilizzate

foglie giovani completamente espanse e/fo corteccia di giovani
germogli prelevati direttamente dalle piante in campo, durante
il periode primaverile-estivo o da lorc moltiplicazioni
allevate in serra,

Come testimoni infetti sono stati usati semenzali di

limone volkameriano (C. volkameriana Pasg.)} inoculati con

ceppi di variegatura infettiva a diversa virulenza denominati
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cvv-1 (PV196), CVV-2 [GARNSEY et al., l.c.) e FD-CVV {isolato
da piante di limone femminello Fior d'arancio} (CATARA et al.,
l.c.).

I saggi sono stati eseguiti adottando il procedimento gia
utilizzato nel nostro laboratorio per il virus della tristezza
degli agrumi ({BAR-JOSEFH et al.,. 1980). Gli estratti sono
'stéti preparati da campioni raccolti al momento del saggio o
conservati per qualche gidrno a -32°C. I tessuti sono stati
omogenati in mortai o in frantumatore cinematico in presenza
di tampone fosfato salino {(1:20) contenente Tween 20 (0,5
ml/1) (FBS-T) e polivinilpirrolidone (20 g/l) o tampone Tris
0,05 M pH 7,8. )

La K globulina & stata preparata mediante preciﬁitazione
conn ammonio sclfato e purificazione attraverso una colonna di
DEAE-cellulosa { Sephacel).

Sono state adoperate indifferentemente tre tipi di
piastre di polistirene Dynatech M 129 A a fondo piatto,
Nunclen-Delta e Greiner Labor Teknik a Ffondo rotondo.
La ¥ globulina si faceva legare alla fosfatasi alcalina
{ Sigma-type VII} mediante gluteraldeide. Le pozzette venivano
rivestite con 8 globulina alla concentrazione di 1 pg/ml in
tampone (1,59 g di Na2003? 2,93 di NaHCOB; 0,2 g di NaN3/1).
I1 coniugate & stato diluito 1/1000 in tampone PBS-T
contenente 2% di poliviniipirrolidone e 0,2% di ovalbumina. Il
substrato, costituito da p-nitrofenilfosfato (Sigma 104~ 105)
& stato usato alla concentrazione di 0,6-0,8 mg/ﬁl. Ogni
campione veniva mescolato con un egual volume di acqua
distillata al momento della lettura che veniva effettuata
mediante spettrofotometro. Tutti i.campioni che alla lunghezza
d'onda di 405 nm presentavanc un valore di 0,15 pit eievato
rispetto al controlleo soro stati considerati positivi. I saggi

sono stati sempre eseguiti in doppio.
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Saggi su piante indicatrici. Questi saggi sono stati effettua-

ti in serra su piantine di limone Femminello 5. Teresa nucel-
lare allevate in contenitori di 3-5 1 su substrato composto
per 2/3 di torba e per 1/3 di terreno vulcanico, sterilizzato
con calore umido, mettendo in atto.gli accorgimenti necessari
per favorire rapidi accrescimenti ed evitare contaminazioni .
accidentali. La temperatura variava da 22 a 25%C. Le inocula—
zioni sono state effettuate per inserzione di tessuti

corticali utilizzanto n. 4 plantine per saggio.

Risultati e discussicne

&

Circa il 70% delle piante di limone saggiate & risultato
affetto da CVV. Infezioni pill modeste si sono riscontrate su
arancio dolce, mandarino e pompelmo (Tab. n.1). Nei campioni
prelevati in campo i migliori risultati sono stati ottenuti
nel periodo primaverile in quanto durante il periodo estivo
anche piante. infette risultavano Sane. Nei testimoni allevati.
in serra, ove le temperature erano costantemente favorevoli
alla replicazione delle particelle viraii, i saggir sono
risultati sempre positivi anche quando si & operato con foglie

senza sintomdi.

Le osservazioni di campo effettuate nei mesi primaverili
ed estivi hanno pid frequentemente permesso di osservare
bollositd delle Ffoglie, pift simili a quelle causaté da CCLV
che noﬁ a CVVv, Nel caso del 1limone Femminellc Comune,
Continella e Fior d'arancioc la diagnosi sintomatica‘ di
infezioni di CVV & risultata coincidente con quella del test
immunoenzimatico, I1 1limone Femminello Incappucciato, pur
presentando sintomi feogliari che lasciavano sospettare 1la
presenza di CVV, & risultato infetto solo da foglia bollosa,

avendo indotto bollositd e decolorazione delle nervature
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Tabella n. 1 - Specia e cultivar di agrumi saggiste per il virus dells variegatura infettiva,
campi collezione e numero di piante saggiate

Trepunti

Specie o cultivar Campo colleziena Test ELISA. Pi?nte
per CYY saggiate n.
Arancio
Koro Sferro - ]
Navelina Ispica,Noto,S5Ferro, - 24
) Siracusa
Salustiana Ispica,Noto,S5ferro - 12
Thomson navel Sferro - &
Limone
Feaminello Apireno Ispica, Nota + 12
n Comune Eiarre C o+ [
" Continella Eiarre.Ispi:a.lntn,'l'r:pur!ti + 25
n Dosaco Giarre,Ispica,Noto, + 24
Trepunti
n Fior d'arancic Giarrn.lsbi:a.lutu. + 2%
Trepunti
i Incappucciato Giarre, Ispica,Note - 12
" Nessina Giarre,Ispica,loto, - 16
Trepunti
" 5. Teresa Giarre,Ispica,Noto, + 16
Trepunti
Monachello fiarra,Ispica fote - 12
Nandarino e similari
Clenentine comune Ispica,lioto,S5ferro, + 20
Trepunti
" Ronreal Trepunti - [
n di Noles Ispica,Naoto,S5ferro, - 16
Trepunti
" Oroval Ispica,Noto,5Ferro, - 16
Trepunti
L} Precoce Sferro - )
" SRA 63 Sferra - 4
Clenentine Yardivo Ispica, Noto - 8
Satsuma Owari Sferro, Trepunti - 8
n Nase S5ferre, Trepunti - 8
Pompelmo
Pink Ispica, Moto + |
Ruby Ispica,Moto,5Ferro, - 16
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sull'indicatrice mentre & risultato negativo al saggio
immunoenzimatico. Il ciementine Comune ed il pompelmo Pink pur
non mostrande sintomi sulle piante in campo sono risultati
ambedue infetti da CVV. ' _

Su tutte le piante indicatrici dopo circa 40-50 giorni
dalle inoculazioni sono state osservate vistose decolorazioni
delle nervature e bollositad pili o meno accentuate della lamina
fogliare, margine irregolare ed asimmetria. La variabilita
dell'intensité dei sihtomi osservata sulle indicatrici lascia
ritenere che anche in 8icilia esistono parecchi ceppi di
variegatura infettiva. Il ceppe pid virulento risulta quello
osservato su piante di limone Femminello Fior d'arancio.

Dai momento che 1la malattia & largamente diffusa nei
vecchi c¢loni di 1limoni, ancora prefefiti alle selezioni
nucellari a causa della lorp minore suscettibilitd al "mal
secco" ({PERROTTA e TRIBULATO, 1977), 51 rende necessaria a
breve termine un'indagine nei vival per conoscere la frequenza
delle infezioni nelle piante distribuite agli agriceltori.
Sarebbe inoltre da scoraggiare la pratica del reinnesto delle
piante di 1limone con ‘altre specie di agrumi in quanto 1le
infezioni esistenti potrebbero causare lo scadimento gualita-
tivo anche degli altri frutti. Sarebbe infine auspicabile un
pilt intenso lavoro di risanamento mediante microinnesto e/o

termoterapia al fine di ottenere materiale sano.

Riassunto

E' stata avviata 'un'indagine sistematica al fine di
accertare la diffusione del virus ‘della variegatura infettiva
degii agrumi in alcuni campi di orientamento varietale della
Sicilia orientale, mediante test dimmunoenzimatico {ELISA) .e

saggi su piante di limone. In totale sono state saggiate n.
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308 piante di varie specie e cultivar., Il virus & risultato
diffuso soprattutto nelle piante di 1imone, mentre & meno

frequente su arancio dolce, mandarino e similari e pompelmo.

Summar!

A survey for citrus variegation wvirus.

A survey for citrus variegation wvirus has been undertaken
on citrus trees groving in homologation fields in Sicily.
Tests were carried out by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and by graft—inoculation of lemon seedlings. '

The virus is widesprayed on lemon trees and less frequent
on sweet oranges, mandarine and mandarin-like and grapefruit

trees.
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