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RISANAMENTD DELL'ASPARAGO DALL'INFEZIONE DA VIRUS 2.

INTRODUZIONE

Il virus 2 dellfaspafago (av2) & molto diffuso nelle colture di aspara-
po ®ie in Europa che negli Stati Uniti. In Italia & stato isolato sovente in
coltivazioni in cui erano apprezzabili sintomi pifi o meno pravi di deperimen-—
to (Bertaccini & Marani, 1983). La profilassi della infezione di AVR risulta
piuttosto problematica in quanto la pianta & dioica ed il virus si trasmette
per seme e per polline (Weissenfels e Schmelzer, 1978; Bertaccini et al.,1982).
Per quante riguarda 1l'ottenimento di seme ad uso propagative si potrebbero al
léstira vivai utilizzando piantine riconosciute esenti dal virus 2. Tali vi-
vai devono essere realizzati in opportune condizioni igienico-agrenomiche che
assicurine da una parte la non reinfezione delle piante porta-seme, e dalla
altra la fecondazione delle medesime con poiline non infetto. Questa strada &
di nen facile attuazione e soprattutto non risolve il problema del risanémeg
to dei nuovi ibridi, che in futuro si affiancheranno alle cultivar attualmen—
te utilizzate (Falavigna et sl., 1983). In guesti casi, qualora i parentali
risultino infetti, & necessario ricorrere alla coltura in vitro degli apici
meristematici per ottenere materiale virus-esente. Questa tecnica & risultata
molto efficace per risanare l'asparago da altri virus (Yang e Clore, 1976;
Yang,1978b )} ed ha dato buoni risultati anche nel caso specifico del virus 2.

In riferimento a cid abbiaﬁn cercato di operare per ottenere il risana-
mento dall! AV2 mediante la coltura in vitro di apici meristematici di aspa-

rago, prelevati da materiale infetto. T risultati di tale attivitad vengono
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brevemente esposti qui di sepuito.

MATERIALI E METODI

Sono’ state utilizzate piantine di Asparapus officinalis L. cv Precoce di

Argenteuil di circa 1 anno e parentali eterozipati ("26-C".e "54-C")} di un
ibrido recentemente costituito all'Istituto Sperimentale di Orticoltura sezio
ne di Montanaso Lombardo. Il pfelievo degli apici meristematici & stato ese-
guito al microscopio ste;eoscopico é 65x% con pinze e bisturi sterilizzati a8l
la fiamma: tutte le operazioni di prelievo e quelle successive di trapianto
in substrati di moltiplicazione e radicazione sono state eseguite sotto cap—
pa sterile a flusso verticale. I germogli, guando ritenuto necessario, sono
stati sterilizzati con ipoclorito di sodio al E%Iper 5-6 minuti e poi lavati
ripetutamente con acqua sterile. Gli apici meristematici di 0,1 om, col primo
abbozzo fogliare {Fig. 1) sono stati posti in provette contenenti 5 ml di sub
strato di coltura agafiézatn (7 /1 di agar), portate a pH 5,7 e sterilizzato
in autoclave. 7

I substrati sperimentati per la crescita degli espianti meristematici e-
1la radicazione dei germopli si compongono dei macroelementi, microelementi,
sostanze organiche e vitamine indicate da Murashige e Skoog (1962), cui =ono
state aggiunte diverse concentrazioni di Kinetina ed acido of -naftalenace—
tico (NAA) (Tabella I). Il trasferimento dei germopli in substrato fresco & -
stato eseguito 'dopo 30-40 piorni dal prelievo degli apici meristematici. Buc
cessivamente si & mantenuta una periodicita di cirea 60 giorni nei trasferi-
menti nei substrati di meoltiplicazione. Per la radicazione gli ormoni utiliz
zati sono stati l'acide indolbutirrico {IBA} alla concentrazione di 1 mg/ 1 e la
Kinetina 1 mg/l: questo substrato & stato utilizzato sia.senza carbone atti—
vo sia con aggiunta di 5 p/l di tale sostanza. In questa fase le piantine sgr
no state trasferite in provettoni contenepti 20 ml di substrato di colturs.

Parallelamente ai substrati di crescita e radicazione descritti ne sono
stati sperimentati altri aventi la stessa composizione ormonale ma addizio
nati con differenti cmhcentraéioni di amantadina: 50 mg/l; 100 mg/l; 150 mg/l.

Tut%e le coituré sono state mantenute in ambiente termocondizionato:
25 £ 100, illuminazione artificiale (4000 lux), fotoperiodo di 16h.

Quando le piantine presentavano un apparato radicale secondario sufficiente-—
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mente sviluppato (Fig. 4) venivano trasferite in vasi contenenti terrenc sﬁg
rilizzato composto da terriccio e sabbia in parti ugusli e mantenute poi in
serra a 22-24°C, umidita 80% ed illuminazioné artificiale per 16h.

I saggi per asccertare 1'avvenuto risanamento da AV2 somo stati gseguiti
inoculando parte della vegetazione delle piantine provenienti da meristema,
previo schiacciamento in mortaio sterile in presenza di tampone foéféto 0,1M

pH 7, su Nicotiana tabacum cv White Burley e su Chencpodium amaranticelor.

Sono stati effettuati tre saggl successivi a vari stadi di sviluppo e ciocé a

questi intervalli di tempo:

— piantine,radicate o meno, in provettoni con numerosi germogli ben svilup-
pati cioé dopo un mese dal trapiantc in substrato di radicazione;r

— piantine radicate in terra da 3 mesi;

- piantine radicate in terra da 6-8 mesi.

RISULTATI

La gopravvivenza dell'espianto del meristema apicele di asparago € avve-
nuta in molti dei substrati sperimentati (Tabella I). In aleuni casi qqali{
ad esempio quelli contenenti alte concentrazioni di NaA (0,50 mg/l), si & a-
vuta scarsa crescita della vegetazione e produzione di abbondante-callo e di
germogli malformati. Nei substrati contenenti invece basse concentrazioni -di
NAA e Kinetina (0,00-0,01 mg/l) la crescita degli espiénti é risultata ridoi
ta e si sono riscontrate clorosi e necrési nel giro di breve tempo. Alle con
centrazioni di 0,01 mp/l di NAA e d,OS—O,lO mg/l di Kinetina la cresc;ta é ri
sultata notevole ma solamente a livello di vegetazione, scarsé.era ipvece in-
un secondo tempo l'emissione di radici. Il substrato che é& risultato ﬁiﬁ adé}
ﬁo alla crescita dell'apice meristematico & che ha.permeséo anche una buona.
moltiplicazione (Figg. 2-3) del germoglio & risultato quello contenente 0,10
mg/1 di NAA e 0,10 mg/l di Kinetina.

La presenza dell'amantadina ncn ha fatto riscontrare differenze od ano-
malie di sﬁiluppn magpiori di quanto si sia osservato negli espianti'presciu—
ti nei substrati nei quali essa noﬁ era presente.

Per quante concerne la radicaéione occnrre_distinguere fra la‘cv-Precdce_
d'Argenteuil ed i pafenfali B4 e "26-C". Nel‘Precbce d'Argenteuil'se la

piantina messa in radicazione presentava un sufficiente sviluppo {4-5 germogli
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Tabella I — Percentuali di sopravvivenza degli apici meristematici nei substra

ti sperimentati.

Kinetina
mg/1)

0,00 0,01 0,05 0,10
NAA (mg/1)
©,C0 30 6 A4 as
0,01 6 21 16 22
0,05 o} 0 & 12
0,10 7 B 11 44
0,50 0 6 11 0

Taballa II - Radicazione del "54-C" e del "26-C" nei vari terreni usati.

MS + IBA  (mg/1) TAA (mg/1)
Kinetina O,1 mg/l1 T > 5 T S 0
"2e-cn - - - ++ +++ +
"E4-OH ++ + - - + -

MS IaA (mg/l) NAA {mg/1)
1 5 10 0,05 0,1 a,5
"z2g-cn ++ +++ ++ - - +
"54-C" - - - - + -

* base MS modificata in alcuni micrpelementi

- non & avvenuta radicazione

+ radicazione scarsa

++ radicazione discreta

+++ radicazione buona
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di 7-10 cm di altezza) la coﬁparsa delle radici avveniva mel 50% degli esem—
plari dopo 15-30 giorni dal trapianto,

'Si sono incontrate invece notevoli difficolta nella radicazione di "54-
C" e "26-C". Sono stati sperimentati numerosi ormoni a diverse concentrazio-
ni (Tabella II}; le percentuali di radicazione sono state molto basse, al mas
simp 51 & riscontrato il 20% nél N26-C" in substrati cpﬁtenenti acido indola-
cetico (IAA); per i1 "54-C" le difficoltd incontrate in questm fase sono sta—
te ancora maggiori. L'apgiunta del carbone attivo non ha influito sui risulta
ti né per i1“Precoce d'Argenteuil né per i parentali.

Il trapiante in serra, se veniva effettuato quando le piantine erano proyv
viste di numerose radici secondarie (Fig. 4), non ha presentato difficolta e
81 sono riscontrate percentua;i di sopravvivenza del 70-80%.

Per gquanto concerne'il risanamento, i risultati dei saggi delle piantine
in provetta sono stati cunfermati da quelli effettuati sulle piantine radica-
te a distanza-di 3 e 6-8 mesi dalla messa a dimora in terra {(nei casi in cui'
tale verifica & stata possibile). Nella cv Precoce d{Argenteuil-ai & riscontﬁg
ta una bassa percentuale di risanamento (4%); l'aggiunta al substrato di aman

fino al30%
tadina ha permesso di elevare tale percentumle/.La concentrazione di guesta
sostanza non si & rivelata determinante ai fini del risanamento, come & illu-

strato nella sepuente tabella riassuntiva:

Amantadina o 50 100 150
{mg/1) .

% di Precoce

30 29 20
risanamento Id‘Argenteuil % . 30% % %
L

Le percentuali di risanamento del "26-C" e del "54-C" sono state ‘calco-

late su di un numerc nen molto elevato di piante, sono comunque risultate va—

riabili come Bi pud vedere dalla meguente tabelln:

Amantadina (mg/1) 0 . 50 100 " 150
% di || w5a-co 0% 30% 25% 14%
risanamento II :

:!"26-0“ 52% 7% 70% 60%

I1 "26-C" ha rivelato una notevole possibilitad di risanamento anche in




Fig. 1 - Apice meristematico di Asparagus officinalis L. (indicata dalla
freccia) si pud notare la presenza di un primo abbozzo fogliare.
Ingrandimento 550x.

Fig. 2 - Germogli di asparago in substratoe di crescita.



Fig., 3-Germogli di asparago in
fase di moltiplicazione.

Fig. 4-Piantina di asparago che
ha emesso numerxose radici. La
prasenza delle radici seconda-
rie favorisce una buona ripresa
nella delicata fase del trapian
to in terra.
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agsenza di amantadina (52%), comunqﬁe anche in questo caso come per il "54-GN

la presenza della amantadina ha elevato sempre la percentuale di risanamento.

DISCUSSIONE

Sono reperibili in letteratura moltissimi lavori sperimentali sulla pro
pagazione in vitro dell'asparago, in quanto, eseendo la pianta dioica, questo
tipo di propagazione & molto utile ber mantenere costanti i caratteri geneti
¢i-della pianta (Takatori et al., 1968; Murashige et al., 1972; Hasegawa et
g;.,'1973}. Recentemente slcuni genetisti hanpno utilizzato come strumaﬁto di
ricerca questa tecnica per il miglioramento genetico dell'asparage {Doré,1977;
Falavigna e Rossi, 1981; Falavipna et al., 1983). La piil grossa mole di lavo-
ro sotto tutti i pupti di vista sulla coltura in vitro dell'asparsgo & stata
finora effettuata negli Stati Upniti; in un primo tempo & stato sviluppato lo
aspetto della prnbagazione maseiva (Yang e Clore, 1973; 1974a; b; 1975; Yang,
1977}, pil recentemente & stato preso in considerazinﬁe 1'aspetto del risana-
mento dalle infezioni virali (Yang e Clore, 1976; Yang 1979a; h).

I nostri risultati relativi alle prove di crescita e di moltiplicazione
sono paragenabili a quelli riportati da Yang e Clare {1973} indipendentemente
dalla cultivar o dal genotipo di asparago da cui si & partiti per 1'espianta.
Fer quanto concerne invece il risanamento da AV2 abbiamo rilevato percentua—
li che non coneordano, in generale con guelle riportate in letteratura (Yang
e Clore, 1976; Yang,lg?gb); Tali percentuali sono inoltre differenti a secon-
da del materiale prelevato e cid potrebbe essere in relazione ad una differen
te virulenza dei diversi isolati di AV2 {Uyeda e Mink, 1981) che potrebbe in~
fluire sulla efficacia della tecnica usata, Si pud inoltre ipotizzare un'in-
fluenza del genotipo dell'asparago come Bi pud rilevare dai risultati ottenu-
ti per il "54-C" ed il "26-C" che sono pérentali a genotipo costante.

L'azione dell'amantadina come sostanza antivirale & nota in letteratura
per alcuni virus animali ad RNA .(Hoffman et al., 1965; Skehel et al., 1977).
Nell[ambitu de}la virologia vegetale & mtata sperimentata cen qualche succes—

.Bo~cbntro i viroidi (Horst e Cohen, 1980) ma non ci risulta sia stata utiliz-
zeta in prove di terapia antivirale. Il suc meccanismo di azione non & chiaro:

gembra inibire la diffusicne del virus da una cellula all'altra oppure bloc-
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!
care l'"uncoating" del virus una volia penetrato nella cellula {Polsinelli

et al., 1978). I risultati ﬁa noi conseguiti‘utilizzandn ltamantadina sono tut
tavia preliminari in quanto occorre sperimentarla su di un numerb.piﬁ eleva—
to di espianti. E' necessario verificarne l'azione alle cdncentrazioﬁi pin
basse ed a quelle pid alte, in quanto 1l'effetto antivirale sembra legato solo
alla presenza e non alla concentrazione della sostanza. Si dovranno infine
svolgere opportune ricerche per verificare 1'azione a lungo termine dell'a-
mantadina, verificare cio& che non si tratti soltanto di una riduzione tempo
ranea della carica virale. Non abbiamo peraltro riscontri bibliografici.rela-
tivi alla sua azione su altri virus vegetali, anche se i risultati ottenuti
con altre sostanze antivirali (Virazolo} in prove condotte sul tessuti vegetg
1i coltivati in vitro ed infetti da virus, paiono incoraggianti (Simpkins gt

al., 19B1; Pennazio e Martelli, 1983).

RIASSUNTO

E' stata utilizzata la +tecnica della coltura in vitro di apici meriste-
matici per ottenere il risanamento dell'infezione da virus 2 (AV2) dell'Aspa-
ragus officinalis L., Sono stati utilizzati apici prelevati da piantine della
cv Precoce d'Argenteuil e dai parentali eterozigati {"'26-C" e "54-C") di'un i
brido recentemente costituito. La percemtuale di risanamento & risultata veria
bile a seconda del materiale'dé cui si & partiti per 1'espianto. Le percentua
1i pifi elevate di- risanamento (50%) si sono avute nel npE-CM. Esperimenti pre
liminari suli‘effettu antivirale dell'amantadina, hanno fatto rilevare un in-
cremento della percentuale di risanamento. Sono in corso prove per approfnn;

..dire questi risultati.

SUMMARY

Asparagus plants free from Virus 2 infection.

The meristem-tip culture was used to obtain Asparggus officinalis L. plan
ts free from virus 2 (AV2), Tips taken from seedlings af cv Precoce.d‘Argen-
teuil and heterozypote stock {"26-C" and "54-C") of a recently bred hybrid.
The percentage of virus—free plants obtained uéing this teechnique varied ae—
cording to the material used. The highest percentage of healthy plants (50%)

was obtained with "26-C". Preliminary experiments on the anti-viral effect of
amantadine revealed an increased percentage of healthy plants.
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These results are being studied in depth.
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