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I principali aspetti e problemi mella chemioterapia delle malattie
da wvirus delle piante sono stati recentemente esaminati da PENNAZIO e
MARTELLY (104}. puesti autori hanno evidenziato i limiti di interventi
di gquesto tipo, nonche' le difficolta' che si incontranc nell'applicare
sostanze chimiche per la terapia delle virosi dei vegetali, limiti e
difficolta' che in larga misura giustificano gli scarsi risultati
consegquiti finora da un punte di vista pratico. Questa rassegna si
propone un ulteriore approfondimento dell'argomento. prendendo in esame,
da una parte i meccanismi biochimici e le modificazioni metaboliche
connesse c¢on 1 fenomeni di resistenza, naturals o indotta, delle piante
agli agenti virali e, ddll'altra, i progressi compiuti piu' di recente
nel settore della chemioterapia antivirale nel senso piu' classico
dell 'espressione, cioe' con la somministrazione "in vivo"™ di sostanze
capaci di interferire con la replicazione virale. Mentre, infatti, una
conoscenza  piu' approfondita dei processi biochimiei di reazione
dell'ospite e', a nostro avviso, premessa indispensabile per la messa a
punto di composti in grado di egaltare, e vario livello, I neturali
meccanismi di resistenza posseduti dalla pianta, e quindi di esplicare
attivita' antivirale, 1 piu' recenti risultati ottenuti con alcune
molecole di sintesi sembranc indicare ormai, concrete possibilita' per
interventi utili anche sul piano applicativo.

Meccanismi attivi di difesa delle pilante attraverso 1'infezione virale

Le prove principali dell'esistenza di tali meccanismi derivanc dallo
studio di due processi fondamentali: la localizzazione dell'infezione
{con lesieni necrotiche o clorotiche, o senza sintomi manifesti), e la
resistenza  sistemica acquisita, o protezione  indotta, o anche
immunizzazione (80). La resistenza sistemica acquisita si manifesta,
tipicamente, a seguito di infezioni da virus che si localizzano con
sintomi  pecrotici, senza invadere le feoglie superiori a gquelle
inoculate; gqueste ultime resistono ad una successiva inoculazione “di
sfida" alla gquale reagiscono dando lesioni piu' piccole, e meno
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numerose, rispetto ai controlli nen inoculati in  precedenza. Nelle
foglie resistenti, il mececanismo di localizzazione diverrebbe, cioce’,
operativo piu' rapidamente e/o agirebbe pig' attivamente stimplando i
processi che normalmente 1limitano 1'espandersi della lesione. Questa
forma di resistenza indotta e' aspecifica ed i meccanismi che presiedonoc
al suoc manifestarsi, cosi' come 1le modificazioni metaboliche ad essa
legate, sono le stesse che la pianta mette in atto come difesa verso i
diversi patogeni che danno luogyo ad infezieni localizzate. I1 fencmeno,
che si impose all'attenzione grazie alle ricerche dei virologi, si e!
pol rivelato diffuso anche in interazioni fra pianta ed agenti patogeni
diversi (batteri e funghi}, e non patogeni.

In relazione alle molte analogie riscontrabili £fra protezione
indotta (nelle piante}) e immunizzazione (nei vertebrati), molti Autori
si sono chiesti e si chiedono se anche per gli organismi vegetali si
possa distinguere fra Immunizzazione passiva ed immunizzazione attiva.
Nel primo caso si intenderebbe una interazione diretta, con mezzi fisici
o chimici, fra agente protettore 2 patogeno, nel secondo, si avrebberc
modificazioni fisiologiche o strufturali indotte nells pianta, tali da
renderla resistente o capace di rispondere all'aggressione con reazioni
che portano al manifestarsi di resistenza. Questa protezione attiva, sia
localizzata che sistemica, si esplica come un sistema a piu' componenti.
In guesti ultimi anni si e' riscontrato che la protezione sistemica
indotta, sia da funghi verso funghi, che da virus verso funghi, puc’
agire efficavemente anche In campo. Cio' sembra aprire nuove vie e
giustificare la speranza di possibili applicazioni pratiche nel
controllo di alcune malattie. Molte piante  hanno, infatti,
indipendentemente dal 1livello di resistenza o di suscettibilita' loro
proprio su basi genetiche, la potenziale capacita' di acguisire gquesta
resistenza non specifica che, per divenire operante, necessita di essere
attivata da mezzi biologici, biochimici =] chimici
(16,52,68,79,101,134,140,152).

ROSS e BOZARTH (115} e ROSS (113,114) hanno dimostrato 1'efficacia
della immunizzazione delle piante verso le malattie da virus in Tabacco,
Fagiolo e - Vigna usando come agenti induttori alcuni virus. Queste
prime ipndagini  furono  successivamente estese a diverse altre
combinazioni pianta-patogeno, con riferimento a funghi, batteri e in
particolare a virus come Iinduttori (60,62,64,91). Si tratta di vna
immunizzazione  sistemica che s5i manifesta gqualche tempe dopo
1'inoculazione di induzione, guando compaiono 1 sintomi provocati da
guesta. E' Interessante ricordare che, almenc in Cetriclo, il "segnale"
per la immunizzaziome e' trasmissibile per innesto e non risulta
specifico per 1la cultivar, la specie o il genere (63): cio' starebbe ad
indicare che nel sito di induzione viene prodotto un segnale chimica
che, traslocato in altri tessuti, e' in grado di condizionarli per la
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resistenza. Non sembra necessario che tale segnale venga prodotto in
continuazione, dato che il distacco della foglia induttrice non annulla
la resistenza (80}). tn'altra componente del meccanismo puo' essere
costituita de uno stimolo della lignificazicne: guesta infatti, risulta
piu' rapida e piu' intensa nelle piante di Cetriolo rese resistenti
mediante preinoculazione con virus o funghi (56). Sebbene un gualche
ruclo della lignificazione nei fenomeni di resistenza sia noto (156) - e
cio' anche in rapporto alla peossibilita' che essa possa contribuire a
limitare la diffusione del virus nella pianta (90) - occerreono,
tuttavia, maggiori prove per stabilire in via definitiva se vi sia un’
rapporto dirette di causa - effetto fra lignificazione e immunizzazione
versa le malattie virali.

Modificazioni metaboliche connesse con i meccanismi attivi di difesa verso
le infezioni virali

Le modificazioni metaboliche che si instaurano nella pianta a
seguito dell'infezione virale risultano, a differenza di gquelle indotte
da infezioni fungine e batteriche, sempre reazioni proprie dell'ospite,
connesse, in primo luogo, con il tipo e 1l'intensita' dei sintomi indotti
dal wvirus. VAN LOON (161) ritiene che 1a capacita' della pianta di
reagire in un determinato modo sia sempre presente in forma latente, e
s5i renda evidente solo a seguito dello stimolo esercitato dal virus
infettante, Inoltre, Il'attivazione di meccanismi di difesa implica
ltelaborazione  di informazioni genetiche atte ad ostacolare la
replicazione e/o la diffusione del virus: si ha per lo piu' una reazione
ipersensibile per effetto della gquale il virus rimane localizzato in una
ristretta fascia di tessuto attorno alla lesione necrotica che segna il
puntoc di penetrazione del virus. Si deve pero’' dire che, almeno
inizialmente, la diffusione del virus non e’ ostacolata dalla barriera
di fenoli ossidati che s5i forma nel tessuto in incipiente necrosi.
Puesto e' confermato da varie prove sperimentali e si puo', pertanto,
affermare che 1a necrosi non &' indispensabile per la localizzazione,
che altri meccanismi di difesa attiva possono operare in sua assenza, e
che gquello che presiede alla localizazione diviene operative in cellule
nen ancera infettate vicine a guelle in cui il virus e'! in fase di
replicazione.

La reazione Iipersensibile non e' specifica (lesioni necrotiche
sostanzialmente simili possone essere indofte da virus, da funghi o da
batteri}, e l'evoluzione delle lesioni lecali e' accompagnata da
evidenti modificazioni di npumerose attivita' enzimatiche. Tra gueste,
prevalgono gli incrementi degli enzimi ossidasici ed idrolitici cui si
accompagna un aumente della biosintesi di composti aromatici. Molte di
gueste variazioni sono analoghe a guelle che si verificanc in piante non
infette a seguito di invecchiamento artificiale (=senescenza accelerata



- 500 —

in foglie staccate} o a seguito di una ferita, ma differiscono dalle
alterazioni di attivita' enzimatiche che caratterizzano la senescenza
naturale: solo 1le AMNasi e le perossidasi (P0O) seguono un marcato
incremento gia durante la senescenza naturale che durante
1'invecchiamento  artificiale, o dopo una ferita; in particolare
1'aumento dell'attivita' PO nelle piante infette e proporzicnale alla
gravita' dei sintomi.

Per guanto riguarda le attivita' enzimatiche per le guali si e' di
volta in volta ipotizzato wn coinvolgimento nel processo di formazione
delle lesioni locali, nell'evoluzione della reazione ipersensibile e
nell'induzione  di resistenza, alla luce di numerose esperienze
({25,37,164,167} 51 ritiene di puter affermare che lo stimolo
dell'attivita' polifenolossidasica (PPO} - per altro non sempre rilevato
- &' solo un fenomenc secondario non correlate direttamente ai processi
citati, ma piuttosto alla senescenza indotta o ad una ferita. Altri
enzimi studiati in tale ambito, e la cui attivita' risulfa aumentare in
rapporto alla reazione Ipersensibile, oltre che ad uno o piu' degli
stimoli citati, e talora alla senescenza naturale, sono indicati in
Tab.l. Gli incrementi della lore attivita' - o comungue le variazieni di
guesta - sono ovviamente influenzati dai regolatori endogeni della
crescita che per Ie loro funzioni, scno direttamente coinvolti nella
reazione  ipersensibile  caratterizzata da accelerata  senesceénza:
molteplici effetti sono esercitati soprattutto dall'etilene, la cui
sintesi e' a sua volta stimolata dall'auxina. Come €' noto, i tessuti inm
attiva crescita liberano piu' etilene che non i tessuti senescenti; la
sua concentrazione aumenta Sensibilmente durante la maturazione dei
frutti o 1'abscissione delle foglie. Seppure essq promuova, se
somministraty dall'esterno, la senescenza fogliare, un suo precisa ruslo
nella regolazione di questo processo non e' stato ancora aceertato. Una
maggiore sintesi di etilene si ha, come tipica risposta ad una ferita,da
parte delle cellule sane adiacenti a gquelle lesionate: interviene a
regolare molte delle reazioni alla ferita stimolando la respirazione e
lrattivita' di numerosi enzimi coinvolti nel processe di riparazione
(Vedi Tab. 1). §i e' ipotizzato che essq non inibisca direttamente la
sintesi wvirale, ma che sia implicato nel processo necrotico a earico
delle cellule invase dal virus (99). un suo coinvolgimento nel processo
di localizzazione e' peraltro suggerito dal fatto che la sintesi di
etilene aumenta prima della comparsa delle lesioni e 5i mantiene elevata
anche dopo il completamento del processe necrotico (107); inoltre il
trattamento con etilepne di alcune foglie di piante di Tabacco riduce il
diametro delle lesioni che si formano in foglie non trattate inoculate
Successivamente (116) in apalogia con guanto si verifica a seguito di
induzione di resistenza. Si deve aggiungere che la sintesi di etilene
prende avvio piu' precocemenete nelle foglie in cui si manifesta
resistenza sistemica, che tale stimolo si ha nelle faglie direttamente
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Tab.1 - Modificazioni di attivita' enzimatiche Indotte da processi
patologici o fisiologici o influenzate dall'etilene (da VAN LOON, 19B82).

Enzimi Reazione Senescenza Senescenza Ferite  Effetto
' Ipersensibile Naturale  Indotta @ Traumi Etilene

Attivita' Respiratoria + - + + stimola

Glucosio-6-fosfato

deidrogenasi + + +

6-Fosfogluconato

deidrogenasi + ‘ + +

Biasintesi aromatica +

Fenilalanina-ammonia— i
liasi (PAL) + - + + stimola
Acido cinnamico

H-idrolasi (CAH} + stimola
Acido caffeico o

metiltransferasi +

Polifenolossgidasi (PPO) + - + + stimola
Perossidasi (PO) + + + + stimola
catalasi + + + stimola
Ribonucleasi + + + + stimola
Fosfatasi acida + = + + stimola
Proteasi o+ -+ + stimola
+: aumento; —: decremento; =: invariato.

inoculate ancora prima che le lesioni locali diventino visibili, che la
sua concentrazicne e proporzionale all'intensita' del processo
necrotico. La s5ua maggiore produzione npon sembra peraltro essere
responsabile della induziaone della risposta ipersensibile, poiche' un
incremento dello stesso ordine e con lo stesso andamento e' stato ad
esempio riscentrato anche in cotiledoni di Cetriclo mostranti lesioni
clorotiche senza localizzaezione del virus (§9}. E' certo comungue - come
precisa VAN LOON (161) - che 1'attivazione della sintesi dell'etilepe
segqna, per le molteplici dimplicazioni fisiologiche e metaboliche del
composto, un  momento cruciale del processo patogenetico, ed e
presumibile un suo coinveolgimento nell'induzione di resistenza
sistemica.

Nelle foglie che mostrano resistenza indotta, 1'inoculazione "di
sfida"  provoca un precoce e rapido decremento iniziale della
concentrazione dei composti fenolici al momento della comparsa delle
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lesioni locali. Contemporaneamente 51 ha un vistoso aumento
dell'attivita’ fenilalanina ammonia-liasi (PAL}) in una limitata zona di
tessuto attorno alla lesione in formazione, il che stimola la sintesi
dei fenoli da parte delle cellule vive che confinano con la lesione e
puo’ e@ssere  espressione del meccanismo che concorre a limitare
1l'espandersi della lesione stessa (27,48,49,143,144}. La correlazione
fra attivazione della PAL e degli altri enzimi coinvalti nella
biosintesi dei composti aromatici e 11 processo di necrogenesi e’
confermata da molti dati sperimentali: 1'avmento di attivita' e!
proporzionale al numerc delle lesioni e seque la graduale maturazione
delle lesioni (167); 1l'aumento di fluorescenza nelle lesioni in
formazione e' espressione dell'attivazione del metabolismo fenoclico, ed
indica una z2ona di cellule stimolate in tal sense e destinate a
necrotizzare (26). E', pero', anche possibile che alcuni prodotti
intermedi delle attivita' metaboliche  schematizzate sopra siano
im@licati in altro modo nel processo di localizzazione esercitando, ad
esempio, sulle cellule sane uno stimolo che promuova la sintesi di
sostanze ad attivita' antivirale. Ineltre,una deviazione del metabolismo
dei fenoli verso la sintesi della lignina, anziche' verso la ossidazione
che prelude alla necrogenesi, potrebbe dar luogo ad ur ispessimento
delle pareti delle cellule che circondano la lesione con conseguente
arresto. nella sua espressione e della diffusione del virus (26,42). Il
forte incremento della concentrazione di fenoli, associato allo stimolo
delle attivita' PO e PPO ed al contemporanec decremento dell’attivita'
catalasica possono non solo favorire la ossidazione dei composti
fenolici, ma anche stimelare la formazione di composti lignino-simili
con attivita' di barriera alla diffusione del virus. Con riferimeto a
guesta possibilita’ WESTSTEIJN (]170,171) ha suggerito che 1'attivazione
delle PO consenta la prodvzione di un non meglio definito "agente® cﬁe,
migrando verso le cellule sane prossime al centro di infezione, stimoli
in esse il meccanismo di resistenza.

E' lInteressante rilevare che la somministrazione alle piante, conm
modalita' diverse, di composti c¢he non inducono necrosi - acidi
salicilico e acetilsalicico, sodio salicilato, ecc. - ha 1'effetto di
limitare la replicazione virale, di contribuire alla localizzazione del
virus, di stimolare la sintesi di nuove proteine e di indurre resistenza
sia versao virus che verso funghi (6,95,103,105,165,172,174}). 1In
particolare I'acide salicilico induce alcune “pathogenesis-related
proteins" (PRs, vedi oltre) e resistenza in foglie di Tabacco (6), ma
non stimola produzione di etilene, ne fa aumentare l'attivita' PO; esso
inoltre non ha effetti sistemici al riguardo. Questi effetti possono
essere attribwiti alla sua analogia strutturale con un composta di
natura fenolica che, in condizioni naturzli, funziona come induttore
locale, che puo' essere indotto dall'infezicne e la cqi concentraziane
nelle foglie non infette e' troppo bassa per poter esplicare gualche
effetto nell'ambito dei processi considerati. Le differenze di effetto
fra etilene ed acido salicilico possono essere schematizzate come segue
{161) :
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ETTLENE
, ! T ]
STTMOLD BIOSIE INCREMENTO INCREMENTO INDUZIONE RESISTENZA
TESI COMPOSTI ATTIVITA' PO ALTRE ATTIVITA' DI PRs (1} INDOTTA
AROMATICI ({nuovi iscenzimi) ENZIMATICHE ?
R Ceraesrincaanrennns Ceersentrreserasnenans -

ACTIDO SALICILICO

(1) L'induzione di PRs e’ mediata dall'intervento di un intermedio del
metabolismo del fenilpropano.

L'elettroforesi in gel di poliacrilammide di estratti #i foglie
infette da wvirus permette di evidenziare modificazioni del contenuto
proteico. Si ricordano al riguardo le prime indagini di VAN LOON e VAN
KAMMEN (163) in Tabacco Samsun NN infetto da TNV (*); e di GIANINAZZII et
al. (54) in Tabacco Xanthi-nc infetto - dalleo stesso virus. Queste
proteine codificate dall'ospite, associate tipicamente con la reazione
necrotica e/o con 1a resistenza sistemica sono state chiamate
"pathogeresis  -related proteins" (PRs}, wp-proteins” o ‘"resistgnce
associated proteins” (RAPs}. Esse compaiono nelle foglie inoculate
quanda si manifesta la necrosi ed aumentanc nel tempo; il loro
incremento e' correlato al pumero delle lesioni locali, cioe'!
all'intensita' del processo necrotico (coNtr =t al., dati non
pubblicati). In Nicotiana glutinosa esse possono essere indotte dal
trattamento localizzato con CuSOyma non dal trattamento con HNOz (CONTI
et al., dati non pubblicati), mentre-in altre piante ospiti 11 dannc
meccanico © chimico, la senescenza naturale o indotta, o altri stress
nen hanno effette al riguardo. In Tabacco Xanthi-nc esse song indotte a
seguito dell’iniezione nelle foglie di acido poliacrilico (53); 1l'acido
salicilico ne provoca l1a comparsa in Tabacco Samsun-NN (6). In alcune
piante ospiti esse sono individuabili anche in foglie non inoculate in
cui si manifesta resistenza sistemica indotta, mentre in altre cio' non

5i verifica. Questi dati sperimentali e numerosi altri acquisiti negli
anni piu' recenti indicanoc che le PRs sono gpecifiche per 1'ospite:
incltre non e' stato dimostrato finora che esse concorrano a limitare
1'espandersi delle lesioni Jlocali o che riflettano modificazioni
metaboliche coinvelte nel processe di localizzazione, ne' che la loro
presenza s§ia sufficiente ad impedire 1la diffusione del virus per via
sistemica (157,158). Anche 1'etilene induce PRs ed effetto analogo he
1'acido 2-cloro-etilfosfonico o ethephon che 5i decompone con produzione
di etilene dopo essere stato assorbito; entrambi 1 composti, inoltre,

(*) Alla fine del testo viene riportato 1'elenco dei virus citati con la
indicazione della sigla e del nome in inglese ed in italiano.
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stimolano  I'attivita' PO in misyra superiore a quella dovuta
all'infezione virale necrotica, ed inducono resistenza sistemica {160).

Le varie implicazioni fisiopatclagiche legate alla comparsa di
questi componenti proteici - indotti, come si e' accennato, nen solo dal
processo di necrogenesi, ma anche da composti chimici che non provoeano
necrosi (acido poliacriliceo, avido acetilsalicilico, aleuni fitormoni) -
sono state ampliamente esaminate {si veda a riguardo Neth. J. Plant
Pathol. , 89 (6}, 1983 “workshop on Pathogenesis—Related (b) proteins
in plants"), ma il loro ruolo non e' stato ancera precisato, cosi' come
nan e! ancora accertato se l'accumulo diI b-proteine conferisca
resistenza vwerso una inoculazione successiva, anche sge sembra ormai
asgsodata una correlazione fra i due processi, in quante lo sviluppo di
resistenza sistemica indotta (espressa da una riduzione del numero e
delle dimensioni delle lesioni provocate dall'inoculo “challenge") e
associate ad un accumule di tali proteine npelle foglie che hanne
ricevuto la prima inoculazione.

Almeno din Tabacco e Vigna le PRs sono localizzate negli spazi
intercellulari, secrete presumibilmente attraverso il plasmalemma {168).
La lore natura e' ancora da precisare: alcune di quelle estratte da
Tabacco contengone forse carboidrati, altre - le "b-proteins" a peso
molecalare piu' basso - non risultano essere glicoproteine, nom sono
ossidasi, ne' idrolasi (PO, PPO, proteasi, RNA-asi, fosfatasi), che pure
sono  presenti  negli spazi intercellulari. Sebbene  esse siano
frequentemente correlate alla risposta ipersensibile o alla necrosi
sistemica indotte da patogeni diversi, la necrosi o la ferita non sono
indispensabili per la 1loro comparsa (162): alcune si Fformano nelle
piante sane alla fioritura, spontaneamente (44) o durante la senescenza
(102). Anche la plasmolisi puo' indurne la formazione (168}, e la gia’
ricordata possibilita’ di  provocarne la comparsa a seguito di
trattamento c¢on composti chimiei diversi, fa ritensere che la loro
formazione sia il risultate di uno stress: a guesto proposito si e’
ipotizzato un ruolo dell'etilene, prodotte appunto, come ef noto, in
molti tessuti vegetali come risposta generica a stress. In effetti el
stato finora riscontrato che la loro induzione e' associata con un
incremento della produzione di etilene, tranne che nel caso di
trattamenti con acido benzoico e derivati (acido salicilico, aspirina,
ecc.). Esse potrebbero avere la funzione di proteggere la pianta dai
danni generalizzati provocati dalle stress, in analogia con gquanto
prospettatgo per le proteine da shock termico.

Durante 1o  sviluppo della reazione ipersensibile, esse sono
inizialmente individuabili in un anello di tessuto che circonda il
centro  necrotico, raggiungende, poi, la massima concentrazione al
margine della lesione. Esse possono, peraltro, essere presenti - in
bassa concentrazione - anche in foglie distanti, non infette, ove si
manifesta resistenza sistemica. Cio' ha fatto penpsare ad un possibile
ruolo, delle PRs nel limitare la replicazione e/o la diffusione di
agenti patogeni nei tessuti direttamente incculati e nell'induzione di
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resistenza sistemica, ma - come si e' accennato -~ alcuni dati

speriment~li convalidano tale correlazione, altri la negano (46,52,161).

Meccanismi biochimici di resistenza delle piante, loro stimoclazione e
possibile utilizzazione nella difesa

Fattori antivirali

Molte sostanze sono state implicate nell'acquisizione di resistenza
da parte delle piante alle infezioni virali. Una distinzione comune di
tali sostanze le divideva in fattori di resistenza preinfezionale e in
fattori di origine postinfezionale {104). Mentre i primi comprendevanoc
sostanze che somministrate al momento della penetragione del virus, o
comungue subito dopo, inducevano nelle piante unu stato antivirale, 1
secondi si formavanc nelle piante 1in risposta ad infezioni virali (e
non} spesso causanti reazioni ipersensibili, e agivanc riducendo o
blocrando una successiva infezione virale.

Con le attuali conoscenze dei meccanismi biochimici di difesa delle
piante, tale ¢tipo di distinzione non sembra piu' attuale poiche’ alecuni
fattori di resistenza postinfezionale, abbastanza ben caratterizzati,
sembranc  formarsi, oltre che per inoculazione virale, anche per
trattamenti eon alcuni composti della prima categoria. I1 fattore
antivirale {(AVF} 1isolatc da piante di - Nicotiana glutinosa infette
localmente da TMV (136) o gquello isolato da Chenopodium amaranticolor
infetto localmente da TNV (38), si formavano, ad esempio, anche a
seguite di trattamenti con sostanze in grado di indurre resistenza
pre-infezionale, quali 1'acido poliacrilico {PA) o . poli (I) poli (€}
(41,50, FACCIQLI, dati non pubblicati).

Delle numerose sostanze Implicate nel fenomenc di acquisizione di
resistenza sistemica, i due  fattori antivirali sopra citati, e un
inibitore della replicazione virale (IVR) isclato ¢da LOEBESTEIN e GERA
(85), ci paiono i soli la cul azione sia stata chiaramente dimostrata.
¢i limiteremo, per tanto, ad un esame di gquesti, rimandando il lettore
alla rassegna di <PENNAZIO e MARTELLY (104} per la trattagione delle
altre sostanze 1in gualche modo coinvolte nel fenomeno dell'acguisizione
di resistenza.

Sia per gli AVF che per 1'IVR e' stato supposto, a sequitoc di prove
parziali derivate da varil esperimenti, un meccanismo di azicone simile a
guello degli interfercni prodotti da cellule animali, cio' anche perche'
la loro formazione era stimolata dagli stessi tipi di induttori. Sembra
utile guindi - prima di esaminare gquante noto sui fattori antivirali
nelle piante - ricordare alcune caratteristiche degli interferoni, del
lorc supposto modo di  formazione e di azione, anche in rapporto alle
maggiori conoscenze che si hanno in campo umano.
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G1li interferoni sano, come e' noto, glicaproteine o proteine; guelli
di origine uwmana sono distinguibili in tre tipi principali: 1§, di cui
sono conosciute diverse subspecie, prodotto dai leucocitiﬁ.ilﬁ, prodotto
da fibroplasti, di.p.m. 15000-2C0000 d, la cui formazione si ha a
seguiteo di infezione virale o trattamenti con altri induttori (es. poli
{ry(cl), e il , di p.m. 20000-25000 d, o interferone immune, perche'
prodotto dal sistema immunitario (linfociti * con 1'intervento di
macrofagi) a seguito di trattamenti econ mitogeni o antigeni vari,
{9,106).

L'informazione genetica che presiede, nella cellula, alla formazione
degli RNA messaggeri (m=-RNA) degli interferoni e' in buona parte
conoscinta: sono note guindici sequenze geniche per le varie specie did
e un gene ciascuno per% 93(9).

§i ritiene che la formazione diod e {3 avvenga per attivazione
dell'espressione genetica necessaria per la sintesi dei loro m-RNA.
L'RNA a doppia elica (ds-RNA) virale (RF o RI) o sintetico {es. poli (I)
poli (C)} rappresenta l'induttore primaric per la formazione dei due
interferoni. &i puo' ipotizzare che esgistano geni cellolari adibiti ad
un controllo negativo della sintesi degli interferoni che agirebbero, o
come repressori della trascrizione dei relativi m-RNA, o limitando la
vita media di tali RNA (9}).

Le supposte azioni che gli interferoni esercitano sulle cellule
umane o© animali sono multiple, noi desideriamo solo metterne in
evidenza alcune che possone interessare anche il meccanismo di azione
degli AVF (Fig.l1l). Innanzitutto essi inducono la sintesi di due enzimi;
uno di guesti, i1 2',5' adenilato sintetasi, polimerizza 1'ATP in
presenza di ds-RNA in una serie di 2',5' oligonucleotidi con legami
fosfodiesteri, appunte Iin  posizionre @ 2',5', il  cui componente
maggiormente rappresentato e' il trimero ppp A2'pS5'A2'p5'A o in breve
2'5' A (71}, mentre i dimeri, tetrameri, pentameri, ecc. sono presenti
in guantita’' inferiori. Questi oligonucleotidi (trimeri o pia')
attivano, a Jlere valta, un'endoribonucleasi che ha la capacita' di
idrolizzare gli m-RNA sia cellulari che virali (24,61). Sembra pere' che
agisca preferenzialmente sugli RNA legati a ds-RNA e guindi alle forme
replicative wvirali (100). Un'altra attivita' enzimatica presente e'
guella della 2',5' A fosfodiesterasi che degrada gli oligoadenilati e il
cui 1ivello, in alecuni casi, sembra non cambiare in cellule trattate con
interferone (96}, mentre in altri si (9).

Alcuni ricercatori hanno notato, poi, che i 3'-0O-analoghi metilati
del 2'-5' A avevano la capacita' di inibire specificatamente 1'enzima
virale guanina-7-metiltrasferasi impedendo cosi' la regolare formazione
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Fig. 1- Principali attivita cellulari stimolate dagli interferoni in cellule di
vertebrati.
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del “*ecappuccio" necessario all'RNA dei virus che ne sono provvisti per
legarsi ai ribosomi ed iniziare la traslazione (55); guesto meccanismo
non Iinteressa ovviamente virus che non hanno il "cappuccio": Poliovirus
e EMCV. L'altro meccanismo enzimatico stimolato dagli interferoni e' la
proteina -chinasi che, attivata da ds-RNA, attacca fosforo al fattore di
iniziazione della sintesi proteica eIF2, inibendo il legarsi del t-RNA
di inizio alla subunita' ribosomiale 40S. Anche per guesto enzima
sarebbe di recente state dimostrato un' attivazione preferenziale per
RNAs legati a ds-RNA (9).

Per guanto riguarda 1l'attivita' antivirale degli interferoni, e'
bene precisare che essi non solo sono virus - aspecifici, ma anche che
ia lore specie-specificita', sostenuta fino a pochi anni fa, e' stata
molto ridimensionata; si e' wvisto, infatti, che essi possono agire in
cellule animali diverse, anche se con livelli di efficacia dipendenti
dal tipo: ad esempic 1'oe' fortemente antivirale in celluyle bovine e
porcine, mentre 111 Io e' poco e il Ve' prive di azione (106).
L'attivita' di gueste molecols e', inoltre, variabile a seconda del tipo
di virus preso in considerazione: piu' sensibili sono vari Arho-, i
Mixo-, i Picornavirus, 11 virus vaccinico (Poxvirus) e quello della
Stomatite vescicolare (Rhabdovirus); meno sensibili sonc gli Adenovirus
e 1l virus della Malattia di Newcastle (Paramixovirus) (9). Ricerdiamo,
infine, che la sintesi di interferone viene prevenuta da trattamenti conm
AMD (83} e con vitamina A (10). ’

LfAVF di SELA e', come noto, una glicoproteina fosforata di circa
22000 4 di p.m. (97} che si forma in- piante di WN.glutinosa o
N. tabacum NN aventi il gene necrotico di resistenza al T™v (4), e la
culi formazione viene prevenuta da trattamenti con AMD (5). Si puo’
purificare trattando i tessuti  infetti con calcio fosfato e
cramatografando 1l surnatante su colonna DEAE : 1'AVF viene trattenuto
ed eluito con tampone avente 0,65 M NaCl; ulterjore purificazione si ha
usande wna colonna di Concanavalina A ed applicando 1'HPLC. Esso nen
agisce direttamente sul virus, ma all'interno dei tessuti delle piante,
ed e' specie e virus non specifico (137). SELA et al. (138) supposero
che nelle piante sane fosse presente un precursore dell'AVF (pre-avF),
la cul attivazione ad AVF avveniva in vitro attraverso un sistema
enzimatico presente solo in‘piante col gene N (necrotico) in presenza di
ATP, cAMP e cGMP e ‘poli (I) poli (C). Essi supposerc anche che
1'attivazione del  pre-AVF fosse legata alla fosforilazione delle
proteine, dipendente dai nucleotidi ciclici, che si istaurava con
Itinfezione da TMV. Solo successivamente si stabili' che in realta’,
nella fragione della pilanta sana, non era presente un pre-aVF, ma una
gintetasi, che veniva attivata o da un estratto di pianta TMv-infetta
{TMV-ds-RNA}, o da poli (I) poli (C) e nucleotidi ciclici, e
polimerizzante ATP a oligonucleotidi ad azione antivirale (135).
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ta natura chimica, dell'AvF, la sua sensibilita' a AMD, la sua
induzione da parte di poli (I) poli (C), e la sua azione antivirale
attraverso la formazione di oligoadenilati ha sempre piu' convinto
circa la sua somiglianza agli interferoni. Indagini tese a confrontare i
due tipi di prodotto in cellule vegetali hanno dimostrato che 1'AVF,
cosi' come 1'interferoned era in grado di stimolare nelle piante
{Tabacco) la formazione di oligoadenilati di tipe 2'-5' A ad attivita'
antivirale. Tale formazione avveniva per polimerizzazione di ATP
dipendente a sua volta da ds-RNA (poli (I) poli (cC}) (li0).

Il fatto che oligoadenilati di tipo 2'-5' somministrati a foglie,
dischi o protoplasti di Tabacco inibisserc la replicazione di TMV (35),
che 1'interfercone agisse nei gistemi umani attraverso la formazione di
2'-5' A (71) e che esso fosse attivo anche contro i virus nei sistemi
vegetali (111), aveva fatto pensare che 1'interferone o 1'AVF potessero
esplicare la loroe attivita' antivirale in cellule vagetali in maniera
simile a guella che 1'interferone esplicava in cellule animali (Fig.2).
Fino alla formazione di 2'-5' A cio' sembra vero, ma noteveli differenze
esistono  probabilmente nelle attivita' stimolate da gquest'ultimo,
nonche! nelle altre attivita' enzimatiche che, stimolate
dall’interferone in cellule umane, non sono state ritrovate in cellule
vegetali. - Non sono state riscontrate, ad esempio, in gqueste ultime
{infette o no da TMV}, endoribonucleasi 2'-5' A& -dipendenti o 2'-5'
fosfodiesterasi, ne', tanto meno, si e' isolata una proteina-chinasi
{22,35). In compenso, sia in estratti di cellule animali trattate con
interferone o in estratti “"crudi" di interferone, sia in
preparazioni “crude" di AVF e' stata isolata un'attivita', mediata dalla
presenze di oligoadenilati, capace di staccare in vitro 1'istidina da
TMV-RNA-istidinile o impedire la aminoacilazione di TMV-RNA e incapace
di agire su t-RNA-istidinile: pDF = “discharging factor" (34,139%). Gli
Autori avanzano 1'ipotesi che la presenza di igtidina al terminale 3'
del TMV-RNA possa glocar un ruelo nel suo attacco ai ribosomi e, gquindi,
sulla iniziazione della traslazione virale (35), ma cio’' rimané ancora
da dimostrare. E' recente, invece, la scoperta che 1'interferone puc'
inibire, oltre la sintesi proteica, 1'accumulco di TMV-RNA in protoplasti
di fTabacco (111). Vorremmo, infine, ricordare che, mentre nel sistema
cellule umane -~ interferoni e' stata chiarita l'origine genetica della
formazione di guesti a seguito di induzioni, GAT-EDELBAUM et al., (50)
considerano  preesistente nelle piante un precursore, poiche' la
formazione di AvF, indotta ad esempio da trattamenti di-poli (I) poli
() e' molto rapida (15 minuti), e tale da non fare supporre un
coinvolgimento del genoma dell'ospits.

Caratteristiche molto simili all'AVF di SELA ha dimostrato di
possedere un altro AVF trovato piu' di recente in piante di Chenopodium
amaranticolor infettate  con TNV {38,39). Esso e' infatti una
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glicoproteina fosforata come il primo, la cui produzione, come abbiamo
detto, viene stimolata oltre che per infezione virale, anche per
trattamenti con PA (41), la cui formazione viene inibita, come nel caso
-dell'interferone, da vitamina A (40}, oltre che da AMD (39). La sintesi
in vivo puo' essere ottenuta, anche in gquestc caso, sostituendo
all'infezione virale trattamenti di poli (I) poli (€} in presenza di
nucleotidi ciclici e, in vitro , come effettuato da SELA et al. (138)

(FACCIOLI e CAPPONI, dati non pubblicati), 8i purifica con calcio
idrato fosfato come 1'AVF di SELA, ma viene eluito da una colonna di
DEAE con lo 0,30 M NaCl. La sua attivita® antivirale e' stata dimostrata
facendolo assorbire dai picrcioli delle foglie e si e' esplicata sia
vome aumento di resistenza di gueste all'infezione da TNV (diminugione
del numero di lesioni localil), sia come diminvzione della replicazicne
virale. Anch'esso si e’ dimostrato specie e virus aspecifico.

rcaratteristiche, tutto sommato, simili ai due AVF ore descritti
sembra possederse 1'IVR (inibitore(i)di replicazione virale) isolato da
LOEBENSTEIN e GERA (85) da protoplasti di Yabacco ipersensibilg
indculati e¢on TMV. Purificato parzialmente, e' risultato costituito da
due proteine di p.m. 26000 e 57000 d (dimero?}, biologicamnte attive
verso TMV, PVX e CMV in dischi fogliari di vari ospiti, e verso TMV in
foglie intere di Tabacco (51).

Recentemente altri fattori antivirali sono stati isolati da diverse
coppie virus-pianta ospite (Tab.2}; anch'essi sono risultati ad azione
aspecifica, tanto che la loro attivita' e' stata provata nel sistema
C.amaranticolor -TNV (153). €i sembra interessante notare come la
formazione di alcuni di guesti si sia verificata a seguito di infezioni
virali di tipo sistemico e non necrotico; cio' dimostrebbe, infatti, che
la reazione ipersensibile non e' un requisite essenziale per la loro
formazione e che, gquindi, Fattori antivirali si possono trovare anche in
piante che non hanno il gene necrotico, contrariamente a guante ritenuto
da SELA et al. (138} per il loro AVF. Pur essendo stati caratterizzati
sole superficialmente, sSi puo'! ragionevolmente pensare che la natura di
tali sostanze npn differiseca fondamentalmente da gquella degli AVFPs prima
descritti anche perche' il processo di parziale purificaziones adottato
e'! stato lo stesso.

Da gquanto fipora riportato emerge che il meccanismo di difesa delle
piante esplicantesi attraverso la formazione di fattori antivirali,
risulta, almeno in alcune fasi meglio conosciute, non molto dissimile da
guello posto in atto dalle cellule dei vertebrati attraverso l1a
produzione di interferoni; e' ovvio come da cio' derivi Il'opportunita’
di poter usufruire interdisciplinarmente delle conoscenze che via via si
acguisiscoro nei due campi.
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Tab.2 - Effetto dei fattori antivirali estratti con calcio fosfato idrato
(HCP) da piante infette con vari virus sulla replicazione virale di TNV in
foglie di Chenopodium amaranticolor (sospensione di 5 mghl lasciate
assorbire dai piccioli fogliari}.

Pianta ospite . virus Tipo di infezione % media riduzione
infettante ‘ di replicazione
virale (*)

Gomphrena globosa VX localizzata 45.0
Nicotiana tabacum

"White Burley" PVX sistemica 45.0
Nicotiana glutinosa PVY sistemica . 38.3
Chenopodium gquinoa BYMV (a) sistemica 53.0,
Phaseclus vulgaris

"Taylor" (Foglie) BCHMV sistemica 48.8
Phaseolus vulgaris

"praylor” (Semi) BCHY sistemica 51.6

*= media di 3 esperimenti, dati significativi per p=0,0l.
fa} isolato Pisello.

Polianioni induttori di resistenga

I polianioni piu’' studiati come induttori di resistenza nei tessuti
vegetali sono 1'acido poliacrilico (PA) e l'acido polimetacrilico (PMA)
(18,41,53,69,77,147,148); essl song composti capaci di indurre la
sintesi di interferone in téssuti animali (29,33). Le modalita' di
somministrazione di PA alle piante (iniezione, spruzzamento sulle
foglie, assorbimento attraverso il picciola o le radici) non influiscono
sul manifestarsi di resistenza in piante appartenenti a famiglie molte
diverse, e non solo verso i virus, ma, anche, verso parassiti fungini e
batterici. PA non modifica 1' infettivita' virale in vitro , ed il suo
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meccanismo d'azione Implica il coinvolgimento di attivita' metaboliche

dell'ospite, senza che vi sia un ostacclo diretto della replicazione
virale. ’

Un'altra analogia che accomuna l'effetto di PA con la risposta
ipersensibile, e' 1'induzione di nuove proteine solubili (53}, sia
identiche alle cosiddette b-proteine (54,159}, s5ia ai nuovi componenti
proteici  presenti nei tessuti che circondano le legsioni locali
necrotiche (163}, e nei guali si manifesta resistenza ad una seconda
infezione.

L'induzione sia di resistenza che di b-proteine si verifica, anche,
a seguito dell'iniezione nelle foglie (di Tabacco) di acido benzoico,
acido salicilico o aspirina (172). Queste molecole - a varica negativa,
come 1 polianioni - agiscono probabilmente mimando il messaggio chimiceo
che nelle cellule sembra essere coinvolto - come suggerito da ROSS (112)
- nell'induzione di resistenza nelle foglie non infette di piante con
infezione localizzata: 1'ipotesi sembra confermata dall'apalogia che
esiste f{fra la reazione ipersensibile ai virus ed il modo di azione di pa
(52}). Sia 1l'effetto di FA che la sintesi di b-proteine sono inibite da
AMD, che annulla anche la resistenza indotta da una prima inoculazione
virale: gquesti fatti indicano che sia la resistenza che la sintesi di
b-proteine  sono dipendenti da un'informazione codificata dal DNA
cellulare.

Recenti sviluppi ed applicazioni di composti sintetici ed attivitd

antivirale

La disponibilitd di sostanze afd attivitd antivirale riveste un
enorme valore potenziale in agricoltura. Cio' e' vero, specialmente, se
si eonsiderano le specie propagate vegetativamente (Patata, per esempio)
che richiedono un apporto continuo di materiale di propagaziomne sano, o
guelle & vcicle peliennale (specie da frutto, principalmente), dove le
infezioni virgli inducono ingenti danni cronici.

In guesti casi - oltre alle prerogative offerte dalla selezione di
materiale naturalmente sano - le possibilita' di intervente sono state a
lungo limitate all'impiego di tecniche, ormai bea note, quali la
termoterapia e la coltura di meristemi che, da sole, o in associazione,
hanno garantito, in moltissimi casi, 1l'ottenimento di materiale clonale
esente da specifiche malattie virali o di tipo virale. Questi metodi -
al di 1la' dei ragguardeveli risultati che consentons -  hanno
evidenziato, in alcuni casi, significativi limiti, sia in termini di
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effettive risanamento del materiale, sia in rapporto ai tempi, ai costi
e alle competenze necessarie per la loro esecuzione.

La possibilita' di intervenire con principi attivi naturali o
sintetici nella terapia di queste infezioni e' stata indagata a lungo
senza apprezzabili risultati di interesse pratico. La sStrategia seguita
e' stata gquella di indagare composti potenzialmente in grado di bloceare
i preocessi replicativi delle entita' infettive, processi, pero', che,
come e' . noto, coinvolgono intimamente le linee fondamentali del
metabolisme cellulare. Presupposto fondamentale in guesto tipo di
interventi chemioterapici - im assenza del quale viene precluso ogni
interesse applicativo — e' rimasto a lungo guello di riuscire a bloccare
la replicazione. virale senza alterare irrimediabilmente i processi
vitali della cellula ospite.

L'attuale disponibilita' di alcune molecole sintetiche dotate di un
elevato indice chemioterapico, ovvero con un alto rapporte fra la
massima concentrazione tollerata dall'ospite e la minima concentrazione
efficace, sembra aprire, oggi, danche sul piano strettamente applicative,
la prospettiva di una terapia chimica delle infezioni virali delle
piante.

Scopo  di guesta sintetica rassegna non e' certo quello di analizzare
gli effetti indotti dalla vastissima gamma di composti con una qualche
attivita' antivirale, e per 1 quali sono disponibli, d'altra parte,
trattazioni anche recenti (104,152,173), bensi' gquello di evidenziare,
fra i risultati della ricerca, gquelli che, per leo meno in alcune
circostanze, sembrano avere le caratteristiche per una rapida, ed
economicamente giustificata, ricaduta nella pratica agricoela. In gquesto
ambpite hanno evidenziato concrete possibilita' di impiego 2 ribosidi
sintetici analoghi, rispettivamente, della guanosina, con l'l—f
-p-ribofuranosil-1,2,4- triazol-3-carbossamide {Ribavirina=vi:azalc“ ).
e dell'uracile, con il 2,4 - diossiesaidro - 1,3,5 - triazipa
(DHP=5-azadiidrouracile). A guesti sembra opportuno associare un
derivate del benzimidazolo, il 2 - metil-benzimidazol -2yl- carbammato
(MCB=carbendazim) che . seppure a livello di semplice
sintomo-repressore, puo' trovare, talvolta, una opportuna utilizzazione,

Ribavirina

E' una molecola ad attivita antivirale ad ampio spettro: essa
risulta attiva sia contro virus degli animali e dell'uomo, sia delle
piante. I dati in nostro possesso indicano che essa non altera
direttamente le particelle virali, ma inibisce specificamente la sintesi
di DNA e di RNA.
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Nelle cellule animali 1a Ribavirina viene metabolizzata, fra
ltaltro, a composti fosforilati fra i gquali il 5'monofosfato (142}).
Questiultimo e' risultato un potente inibitore competitivo dell’inosina
monofosfate deidrogenasi (94), enzima che, catalizzando 1'ossidazione
dell'inosilate ad acide xantilico, porta alla sintesi di acido
guanilico. Seppure 1'esatta dinamica del meccanismo d'azione della
Ribavirina nelle cellule animali non sia ancora perfettamente nota, essa
certamente coinvelge i  nucleosidi  guaninici, poiche! 1'effetto
antivirale viene completamente annullato dalla guanosina e dalla
xantosina, e non da altri ribo-o deossiribonuclecotidi (82). E' bene
rimarcare, comungue, che guesto meccanismo non serve per rendere ragione
della verificata selettivita' di azione della Ribavirina nei confronti
di virus diversi.

Ribavirine 5t—trifosfato, un gltro derivato netabolico della
Ribavirina, a' risultate in grade di inibire 1la formazione del
"cappuccio"  metilguanosinico dell'RNA  messaggero  virale, Questa
alterazione potrebbe giustificare l'efficacia antivirale della molecola
nei confronti di meolti virus & RNA o a DNA e, nello stesso tempo,
spiegare, per lo meno in parte, la sua selettivita': 1'inefficacia nel
caso dei Poliovirus, per esempio, potrebbe dipendere dalla assenza, in
questi virus, di tali strutture metilate.

Scarse informazioni sono state pubblicate sul destino metabolico e
sul meccanismo d'azione della Ribavirina nei tessuti vegetali.

L'andamento della replicazione di TMV in foglie di Tabacco indica
che guesta molecela inibisce una funzione precoce, precedente la sintesi
di RNA e di proteine virali (28). L'ipotesi che 1'attivita' antivirale
sia basata sulla inibizione della sintesi dell'acido guanilico nen
sembra  trovare riscontro nelle piante, per lo menn, nel sistema
Tabacco-PvX. L'inibizione completa della replicazione di questo virus
“indotta da infiltrazioni di Ribavirina subito dopo 1'incculazione viene
annullata, infatti, seppure in misura diversa, da tutti i ribo-o
deossiribonucleotidi, e specialmente dalla timidina, e non gia' dalla
sola guanosina (82). La possibilita' che alla base del modo d'azione di
guesta molecola nelle piante possa esserci un meccanismo analogo a
guello proposto per i sistemi animali ed in grado di interferire con la
struttura metilguanosinica dell'estremita’ degli acidi nucleici,
potrebbe rivestire un grosso Interesse potenziale. Non sono poche,
infatti, le malattie dei vegetali indotte da virus a RNA con "cappuccio"
metilato all'estremita’ 5' (Tobamo-, ''ymo-, Yobra-, Bromo-, Cucumo-,
Hordei-, Potexvirus} (104). In questa direzione potrebberc essere
interpretati i «risultati ottenuti studiando l'effetto inibitorio della
Ribavirina sulla replicazione del TMV in protoplasti fogliari di
Brassica chinensis (13).
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I positivi effetti antivirali indotti dalla Ribavirina “in vivo"
sono riportati in Tab.3.

I dati dispopibili sulla modalita® di somministrazione di gquesto
antivirale, sul suo dosaggio e sulla swa traslocazione nelle piante
rimangono, al momento, ancora frammentarie. Trattamenti su piante
erhacee effettuati per irrorazione fogliare e per assorbimento radicale
risultano ugualmente efficaci ed indicano che guesta molecola, in
soluzione acguosa, viene assorbita rapidamente dalle foglie e dalle
radici ed e' facilmente traslocata. Allo stesso modo e' apparsa efficace
la somministrazione mediante iniezione nel tronco o nei rami di giovani
piante legnose.

Sullz durata dell'attivita' antivirale della Ribavirina "in vivo", e
guindi sul numero e sul momento piu' opportunoc per effettuare i
trattamenti, mancano le  informazioni necessarie per tentare una
gualsiasi generalizzazione. Nella norma, comungue, esiti pesitivi sono
stati ottenuti con singole applicazioni eseguite nei 2-3 giorni
precedenti o successivi all'inoculazione.

Sulla maggior parte delle combinazioni ospite-virus indagate, questa
molecola, a concentrazioni con buona efficacia antivirale, ha
evidenziato una scarsa fitotossicita'. Contemporanee applicazioni di
fitormoni, ed in particolare di acido abscissico, sono risultate utili,
in piante di Tabacco infette da PVX per vridurre le eventuali
manifestazioni indesiderate indotte da piu® alte concentrazioni, e
nell'intensificare 1'effetto antivirale (118}). In alcuni casi la
fitotossicita' rilevata in piante legnose dopo iniezioni di soluzioni
concentrate di Ribavirina puo' essere eliminata, o quanto menc ridetta,
attraverso volumi maggiori di soluzioni piu' diluite; cio' potrebbe
anche facilitare una piu' completa distribuzione della molecola attiva
nell'intera pianta (23).

In trattamenti per irrorazione fogliare, un sostanziale incremento
dell'attivita' antivirale e' state ottenuto con 1'aggiunta di alcuni
agenti bagnanti in grado di promuovere unz migliore distribuzione della
soluzione sulla superficie delle foglie (67).

ra simultanea applicazione & diverse combinazioni espite-virns di
Ribavirina e di DH? ha evidenziato significativi effetti sinergici
(120). Nel caso di piante di Tabacco infette da PVX la riduzione al di
sottao dei limiti di sensibilita' del metodo sierclogico della
concentrazione virale nelle foglie infette sistemicamente e' stata
ottanuta con gquantita’ estremamente basse delle due molecole attive,
eguivalenti, per ciascuna, in una traspesizione in pieno campo, a 15
g/ha.
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"in vivo".

R

Efficacia antivirale della Ribavirina (Virazolo ) a conrcentrazioni
non fitotossiche

Ospite virus Tratta- Riduzione Eradica- Biblio-

mento(*) sintomi concentrazione zione grafia
virale

Capsicum S5D. PVx + + {72)

Tabacco PVX 5 + + (117,119)

Tabacco PVX R + + {81}

Nicotiana

glutinosa (047 + {76)

Rosa RRP (a)} I + (133)

Pomodoro VNBT 5 + + (32)

Chenopadium

guinoa CLS5V 5:I:R + + (2,57}

Lattuga BvAa(a) R + +(b} (14)

Melo ApMY I + (23}

Brassica

chinensis TYNV 5 + + {66,67)

vigna

unguiculata COMV 5 + +/-{c} (88)

Saia coNYv 5 +/=(d) (88}

Prunus .

serrulata GRM (&) 5 -+ + + {58)

Pomodoro TSNV = + (30,31)

Tabacco TSHV g * (30,31}

{*}: 5= spray fogliare, R= via radicale, I= iniezione.

{a): agente infettivo virus-simile non isolato.

{b): in zoospore di (Olpidium brassicae (Wor.) Dang.

{c): solo su giovani foglie trifogliate.

(d) : come trend e solo sul numero di lesioni locali, non sulla dimensione.
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Questi effetti sinergici, cosi' come guelli ottenuti con trattamenti
combinati con fitoregolatori, hanno evidenziatec la possibilita' di
significative riduzioni anche nella replicazione di virus, gquali TMV o
BMVY che, in genere, risultano scarsamente sensibhili a copceptrazioni non
Fitotossiche di gqueste o di altre sostanze antivirali singolarmente
sperimentate.

Il buon. indice chemioterapico della Ribavirina associato alla soa
efficacia nella riduzione dei sintomi, ne indicano un potenziale impiego
come sintomo-repressore negli ospiti sistemicamente infetti, mentre il
pieno valore chemioterapico deve essers valutato caso per caso. Sebbene,
infatti, gquesta molecola sia risultata in grado di ridurre 1a
concentrazione di nucleoproteine virali nella maggior parte dei sistemi
virus-ospite saggiati, una attivita' eradicante e' stata riportata solo
nei confronti dell'agente virus-simile, non trasmissibile
meccanicamente, responsabile del "Green ring mottle" del Prunus
serrulata (58).

In funzione di una sperimentazione ancora sorprendemente scarsa, il

principale limite all'impiego della Ribavirina come chemioterapico
antivirale "ih vivo" sembra rimanere, comungue, il ristretto numero di
fitovirus contro cui e' apparsa efficace.
Esempi convincenti dell'impiego di guesto principio antivirale a
scopo applicativo vengono forniti anche dai risultati ottenuti con le
colture di tessuti. L’inéorparaziane di guesta molecola nei mezzi
colturali standard, infatti, puo' risultare particolarmente utile per la
semplificazione delle procedure attualmente impiegate per 1l'ottenimento
di materiale di propagazione esente da virus, o rappresentare .un
possibile metodo alternativo.

Le informazioni disponibili non consentono di stabilire il destino
metabolico della Ribavirina nelle ceolture di tessuti vegetali, ne',
tanta mene, una esatta ipterpretazione del meccanismo d'azicone della
molecola in gueste econdizioni. Si ritiene, tuttavia, che anche in guesto
caso essa agisca direttamente o indirettamente nel prevenire la sintesi
di nuove particelle virali, mentre gquelle esistenti negli espianti
sarebbero degradate nel corso della loro ontogenesi (145}. (Questa
interpretazione si sovrappone perfettamente a guella avanzata per
spiegare 1'eradicazione di virus mediante termoterapia (16%9), e puo’
rendere ragione dei periodi di incubazione relativamente lunghi
necessari per ottenere I'eradicazione dei virus a partire da tessuti
uniformemente infetti. In alternativa e' stata suggerita la possibilita’
che la Ribavirina presente nel mezzo colturale possa rallentare la
diffusione delle entita' infettive nei tessuti di nuova differenziazicone
{19).
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I positivi effetti antivirali di guesta molecola nella rigenerazione
di piante mediante coltura di tessuti vengono sintetizzati in Tabk.4. In
particolare merita di ricordare che 1'eradicazione di PVS - uno dei
virus della Patata pio' diffieile da eliminare, e sul guale anche i
trattamenti termoterapici seguiti da coltura di meristemi ascellari non
danno ecostanza di esiti favorevoli (74,86,93) - e' stata ottenuta nel
100% degli espianti prelevando i meristemi dopeo aepplicazioni fogliari di
20 ra ml~? 4i Ribavirina; un'alta percentuale di espianti liberi da
guesto wvirus si e' avuta anche con la somministrazione di gquesto
principio antivirale attraverso coltura idroponica (3).

Uno dei maggiori problemi relativi a guesto tipo di intervento e'
gquello della fitotossicita'; effetti indesiderati sono stati riscontrati
a concentrazioni differenti in rapporto sia al tipo di espianto messo a
coltura, sia alle diverse combinazioni ospite-virus. Anche se in alecune
circostanze (76,141) 1la concentrazione virale veniva ridotta solo con
concentrazioni che determiravano gravli effetti tossici, nella maggior
parte dei casi l'eradicazione delle infezioni da elevate percentuali di
espianti avviene a concentrazieni che inducono livelli di tossicita' che
possono essere ritenuti accettabili.

Nei casi di insuccesso, di particolare importanza appare, poi, la
scelta delle condizioni di sviluppo dell'espianto in coltura al momento
della somministrazione dell'antivirale. &ia nel caso di PVX (141), che
di TMV (87) e' stato accertato che il trattamento con Ribavirina
risultava nell'eradicazione dei virus solo quando effettuato sui calli
durante la fase di differenziazione dei germogli, e non guando venivano
trattati protoplasti o calli preliferanti.

Fra gli aspetti negativi merita ricordare anche la necessita’ di
periodi di coltura piu’ lunghi, e quindi la necessita' di un maggior
numero di trasferimenti delle colture su mezzi freschi. I1 tempo
richiesto per lo sviluppo di = plantule di Patata libere da PVX con
qugml“ di antivirale e' risultato di 6-8 mesi (73}, sostanzialmente
piu' lungo di guello riportatc da STACE-SMITH e MELLOR (146} per la
eradicazione di gquesto virus in trattamenti combinati di termoterapia e
di coltura di meristemi ascellari. La rigenerazione di germogli
avventizi da colture meristematiche della stessa specie viene ritardata,
poi, in presenza di concentrazioni di Ribavirina comprese fra 10 e 50

gml‘* da 6a J]B settimane ecirca (20,74), mentre la produzione di
plantule a partire da colture di piccioli in presenza di 50 gml'ﬁi
questo inibitore wvirale, richiede 10 settimane in piu' rispetto al
controllo (20).

vlteriori sperimentazioni si rendono necessarie per una piu' esatta
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Tab. 4 - Efficacie antivirale della Ribavirina (virazelo |} nella
rigenerazione di piante mediante coltura di tessuti. '
Espianto Concentra- Eradicazione(%}
Ospite in virus zione {°} {") Biblio-
coltura(*) f}ngr‘) NR R grafia
Tabacco
Xanthy c PYVY 10 18 96 (141}
Tabacco P CMV e PVY (19}
N.rustica Td CMV; AIEMY 50-100 +(a) (145)
Patata
May Queen p PVX+PVY+PVM 50 3 &7(b) (20}
King Edward P BYY+PVS+PVM 50 o 71 {(2O)
Kerr's Pink P PVY+PVS+PVM 5a 21 a1 {20)
Golden Wonder Map PVM 50 59 100 {20)
Russet Burbank Mas PVX 10 o an (73)
Red Mc Clure Mas PV 1a 2 83 (73)
Russet Burbank Mas BYX+PVS 240 0{c} 100 (74)
Melo
Winter Banana A CLSV 10 0 100(d) (a9}

{*) €= calli da protoplasti; P= piccioli; Map= meristemi apicali; Mas=
meristemi ascellari; A= apici vegetativi.

{°) in espianti non trattati e ("} in espianti trattati com Ribavirina.

ta} in relazione al tipo di tessuti infetti trattati, alla concentrazione,
e alla modalita' del trattamento.

{b) nelle plantule ancora infette era presente solc PVX.

(c) 11 10% di plantule era libero da PVX.-

{d8) dato confermato mediante "indexing" dopo circe 3 anni dal trattamento.
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definizione dei potenziali vantagyi dell'impiego di questa molecola
rispetto alla tradizionle coltura dei meristemi, alla termoterapia e
alla combinazione delle due tecniche per il risanamento del materiale
destinato alla propagazione.

Seppure il vantaggio piu' immediato possa essere rappresentato, in
molti casi dell'eliminazione della procedura di trattamento termico, e’
apportuno ricordare come il ricorse alla Ribavirina possa risultare
utile anche nei casi in cul 1la coltura di apici meristematici da sola
fornisca risultati wvariabili in rapporto a partivelari ceppi virali o
per la simultanea presenza di pin' virus.

particolare risonanza sembrano avere, infine, i risuyltati
recentemnte ottenuti trattando per 4 settimane con Ribavirina a bassa
concentrazione (10 gml'*), aggiunrta al mezzo di Murashige e Skoog, apici
vegetativi di Melo infetto da CLSV (59). La totale eradicazione
dell'infezione - verificata anche in condizioni di pieno campo, e per un
lungo pericdo di tempo - sembra permsttere di ridurre drasticamente la
necesgita' di risaggiare il materiale trattato, offrendc cosi' indubbi
vantaggi di ordine pratirco.

5= azadiidrouracile

Ii S-azadiidrouracile (DHT), composto sintetico derivate dalla
triazipna, e' stato ampiamente sperimentato con successo come agente
antivirale "in vivo" nei confronti  di diverse combinazioni
aspite-virus.pH?, che, nella norma, non risulta dotate di alcuna
capacita' eradicante, ha dipostrate per contro una buona attivita'
virostatica, ed unr favorevole indice chemioterapico (130,131). Viene
facilpente assorbito dalle radici e rapidamente traslocato; in piante di
Tabacco si accumula preferenzialmente verso 1'apice, meno nelle foglie,
dove viene degradato piu' rapidamente (84). Non sembra tossico per gli
animali ed il suec impiego e' ritenuto economico (123,132).

Le frammentarie informazioni sul meccanismo dfazione di guesteo
composto e sui  guoi riflessi sulla fisiologia dell'ospite si
riferiscono, essenzialmente, alle combinazioni TMV o PVX - Nicotiana
tabacum Samsun. Nel primo binomio  virus-ospite, indagini
sull’incorporazione di 3P hanno consentito di evidenziare che DHT =' in
grade di interferire in maniera significativamente maggiore nella
riduzione della sintesi di RNA virale, specialmente durante la fase di
rapida replicazione, rispette a guella cellulare (122). I risultati di
indagini piu' recenti indicano che 1'andamento dell'inibizione di PVX in
Tabacco indotto a seguito di trattamenti con DHT e' pressoche’ identico
a gquello determinato dal Z-tiocuracile, e che l'effetto antivirale viene
annullato dall'uracile. Queste informazioni consentone di ritenere che
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DHT agisca come analogo di guesta base (125}).

Nel caso di infezioni da PVX, trattamenti con questa molecola
aumentavano sensibilmente 1'incorporazione di 44603 negli assimilati
fino a 1livellli superiori a guelli riscontrati in piante non trattate.
Cio!’ potrebbe essore Interpretato come diretta consegquenza della
significativa riduzione della concentrazione virale, e guindi dei
negativi riflessi dell'infezione =sulla fotosintesi (128). Analoghi
trattamenti sono apparsi, poi, in grade di annullare gquasi del tutte, le
alterazioni nella composizione aminoacidica indotta da gquesto virus
nelle foglie di Tabacco esposte a ‘tc;.

Gli effetti chemioterapici indotti "in vive" dal DHP da selo o in
sinergismo con altri composti ad attivita' antivirale, sono riportati in
Tab. 3.

In prove condotte fra il 1973 e il 1977, SCHUSTER et al. (132)
dimostrarono che irrorando piante di Patata infette da PVX e da PVY con
DHr per 5 volte ad intervalli di 14 giorni, potevanc essere ottenuti
significativi incrementi di  produzione (1,1 t/ha=6,5% 1in prove
parcellari e 1,4 ts/ha=8% in prove su larga scala). Anche se guesti
incrementi non consentono di raggiungere le produzioni ottenibili con
pilante sane, e! evidente che l'impilego di guesto principio antivirale
puo' trovare giustificazione per stabilizzare le produzioni nel caso di
tuberi-seme infetti. '

In indagini condotte sull'effetto di trattamenti con DHT su piante
di  Patata ottenute dagli stessi tuberi, e guindi geneticamente
identiche, e con una sostanzialmente identica concentrazione virale,
SCHUSTER e HANZSON (123) dimostrarono che con una serie di 6-7
trattamenti con DHT era possibile ridurre significativamente il numerc
di piante con sintomi in 3 delle ¢ infezioni considerate (32% per PLRV; -
21% per PVY; 20% per PVX), ma non per PVA. Inoltre, i trattamenti
risultarono in un considerevole, ed altamente significativo, incremento
sia nel numero, sia nel peso dei tuberi formati dalle piante infette
trattdte. Tali incrementi risultarono particolarmente consistenti nelle
piante piu' gravemente infette.

pi particolare interesse sembranc = se confermati- i risultati
gttenuti recentemente da BOGUSCH =t al. (11) su giovani piante di
riliegio dolecz ed acido infette da PNRV. Tre iniezioni sottocorticali
effettuate, ciascuna, con 1 ml di pAT allo 0,01% scno apparse in grado
di ridurre praticamente a zero (0-1%} la percentuale di infezione nelle
gemme delle piante trattate, appartenenti a 4 diverse cultivars, contro
valori del 68-72% dei rispettivi controlli. uUne rilevante percentuale
{65%) di piante libere da PNRV e' stata accertata, poi, valutando dopo 2
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Pab.5 - Effetti chemioterapici in vivo del 2,4diossiesaidrol,3,5triazina
{5-azadiidrouracile=DHT) da solo o in combinazioni sinergiche con altri

composti ad attivita' antivirale,

Ospite virus Pratta- Riduzione Incremente  Biblio-
mento {*) (**} produzione grafia
5 [af
N. tabacum PVX; CMV DHT + o+ + (118}
PVY; TMV; TRSV +/-(a) (118}
Nicotiana spp. PVX;CHV DHT + + + {130)
PYY + ) (130)
Patata PVX;PVY DHT o+ + (132}
Patata PVX DHT + {75}
Patata DLRV;PVX;PVY DHT + + {123)
Pomadoro PVX;PVY;CMV' DHT + (78) -
THV +/- (b} (78)
cetriolo CGMMY DHT o+ {36}
ciliegio PNRV DHT + (11)
(c}
N. tabacum PVX; TMV DRT+RbB + (120)
N.glutinosa CHMV . + {120)
Orzo BMV + (120}
{d)
N. tabacum BVX DHT+Gd + f121)
Fatata PLRV;PVA;PVY + + (121}
(e} .
N.tabacum PVX DET+Td + (127)
Patata PVX + + {127)
(£)
Patata PUX DHT+Ad + : + {129)
{g)
Patata vy DHT+0d + + {126}

(*) sintomatologia; (**) concentrazione virale.

{a) accertata solo con il metado delle lesioni locali,
sierclogicamente; {b) in funzione del momento del trattamento;
Rb=Ribavirina; (d} Sg=derivati della guanidina; (e} TD=derivati
tiadiazolo; (f) Ad=derivati delle azine; (g) od=derivati dell'ossazolo.

non
{(c}
del
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anni, lo stato sanitario delle piante ottenute innestando le gemme
prelevate dalle piante trattate.

La possibilita' di ridurre il numero degli interventi con DHT si e'
concretizzata attraverso la messa a punto di formulazioni granulari in
grade di “fornire buoni risultati contro PVX su Tabacco e di rimanere
ancora dttive dopo 3 mesi dalla distribuzione (124).

Un essenziale miglioramento nell'efficacia antivirale puo' essere
ottenuto con 1'impiego contemporanec di due © piu' sostanze. In
particolare modo 1le combinazioni di DHT vcon una serie di sostanze
appartenenti a vari gruppi chimici hanno determinato un considerevole, e
molto spegse sinergico, 4&umento dell'attivita’ antivirale, e quindi un
ulteriore progresso nella chemioterapia delle malattie vwvirali delle
piante. ©OItre ai casi riportati in Tabella 3, effetti sinergici sono
stati rilevati in combinazioni con derivati azotati di composti
benziltiocarbonilici nei confronti d4i PVX su Tabacco, e di TMV su
N.glutinosa {82); con derivati dell'urea nei confronti di PVX su
Tabacco e Patata, di PVX e di PVXITMV su Pomodoro (109}); con derivati
della tiourea nei confronti di PVX su Pabacco {166).

Poche informazioni sono disponibili sugli effetti indotti dal DHYT in
combinazione con colture di tessuti, Recenti indagini sull'argomento
(12} hanno avidenziato che due trattamenti con gquesta sostanza
antivirale alla concentrazione di 100 mgl~! (uno effettuato attraverso la
soluzione nutritiva wvtilizzata per 1'allevamento delle plantule ottenute
da tuberi infetti, e 1'altro realizzato con 1'aggiunta di DHT al mezzo
di allevamento di meristemi 0,5 mm di lunghezza- prelevati da gemme
ascellari delle plantule ftrattate) erano sufficienti per ottenere alte
percentuali di espianti di Patata liberi da PVX e PVM (72,0% nella cv.
Rosa e 66,0% nella cv. Priobskij rannija, contro lo 0% del controllo
non trattato}.

De rivati dal benzimidazolo

La caratteristica di sintomo-repressivita’ dimostrata dal
2-metil-benzimidazol-2yl-carbammato {MCRE, carbendazim}, pradotto
dell'idrolisi del fungicida benomyl, e' nota da tempo e verificata su
alcune combinazioni virus-ospite con infezione sistemica: TMV-Tabacco
(8§,65,154,155); TMy-Pomodoro {65); BWYv-Lattuga (153,154); Tungro
virus-Riso (151).

Seppure gquesto composto sia apparso in grade di alterare I processi
replicativi di alcuni fitovirus (7,45,154), i risvltati ottenuti non
hanne mai consentite di prevederne un impiego ne' come virostatico ne'
tanto  meno, come eradicante dell'infezione virale. L'MCER viene
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facilmente traslocato alle foglie, dopo la sua applicazione alle radici,
e sembra agire in funzione di un meceanisme di tipo ormonale in grado di
proteggere i cloroplasti (153) e di rallentare la senescenza.

Anche se trattamenti con MCB su Lattuga infetta da BWYV possono
sopprimere lo sviluppo della tipica clorosi, e quindi potenzialmente
rendere commerciabile il prodotto che altrimenti nor lo sarebbe (154},
scarsa risulta 1'importanza applicativa degli interventi chemioterapici
di guesto tipo. Cio' essenzialmente in funzione del fatto che la
soppressione dei sintomi e degli effetti indotti da vna infezione virale
possono essere accettabili, nelllottica di una razionale chemioterapia
antivirale, solo a condizione che il virus "mascherato" non rappresenti
una sorgente di inoculo per le specie suscettibili (173).

Piu' di recente =i sono studiati alcuni effetti indotti su alcune
infezioni wvirali nei vegetali da un altro derivato del benzimidazolo, il
2-(a-idrossibenzil}-benzimidazolo (HEB}, gia' noto per 1'effetto
antivirale dimostrate in cellule di mammiferi attraverso l'inibizione
selettiva della sintesi dei Picornavirus (150).

I risultati ottenuti, sebbene indichino la totale soppressione della
replicazione di TMV in dischi di foglia di Pomodoro (17) o di Tabacco
(47), escludono al momento gualungue possibilita' di ipterventi
chemioterapici con guesta sostanza su piante intere.

Merita ricordare, infine, che esperienze tese a verificare 1'effetto
del benomyl incdorporatc al mezzo di coltura di meristemi prelevati da
piante di Patata infette contemporaneamente da PVX e PVS hanno permesso
di registrare modesti esiti positivi solo nei confronti di quest'ultimo
virps.

CONCLUSIONI

Come ricorda KUC (80), appare strano che la immunizzazione - base
deila medicina preventiva per gli animali a sangue caldo - non sia stata
piu’' diffusamente sperimentata (ed applicata) per il contreollo delle
malattie dei vegetali ed in particolare delle virosi.

Per lo meno nel caso particolare della protezione incrociata
(Ycross—protection"} infatti, si seno ottenuti risultati interessanti
anche sotte il profile applicativo; cio! specialmente con 1'impiego - in
ambienti limitati - di ceppi ipovirulenti di TMV per la protezione del
Pomadoro da ceppi virulenti dello stesso virus (108).
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L'induzione di resistenza e 1l'individuazione precisa dei meccanismi
che la regolano possono fornire indicazioni preziose nell'intento di
rendere operativi i meccanismi naturali di difesa presenti nelle piante
suscettibili ai diversi  patogeni, anche se le possibilita' di
intervento, & di successo, so0no sSpessc ostacolate dalla complessita’
delle interazioni ospite-virus, dalle tuttora scarse coRoscenze sui
meccanismi di replicazione virale, e sui fattori che la regolano, dalle
profonde differenze che earatterizzano i vari gruppi di virus, nonche'
dall'influenza che le condizioni ambientali possono avere su  tali
processi. Seppure tutte gueste considerazioni impongano una doverosa
cautela da affrettate generalizzazioni, 1l'esistenza nelle pilante di
meccanismi attivi di difesa contro le infezioni virali suggerisce
1'opportunita' di un loro potenziamento - sia pure con diversi livelli
di efficienza - facendo ricorso ad interventi biologici (inoculazioni di
induzione} o chimici {trattamento con composti naturali o sinteticei).

Cio' che occorre precisare e chiarire sono le fasi molecolari,
biochimiche e metaboliche che portano al manifestarsi di "immunita‘'".
Gli sforzi in gquesto senso si sono fatti piu' intensi negli wltimi anni,
grazie  anche all'individuazione di molecole diverse, attive come
induttrici di resistenza, ne' si devono sottovalutare gli approcei al
problema  condotti con mezzi puramente biologici (inoculazioni di
induzione con virus o funghi} che attivano i meccanismi paturali 4i
difesa anche a livello sistemico, accentuando, ad esempio, i1 processi di
lignificazione delle pareti cellulari.

L'isplamento degli AVFs e la comprensione di almeno parte del loro
meccanismo di azione, ha aperto tutta una serie di prospettive di
pratica applicazione. Innangitutto la possibilita', in coltura protetta,
di rendere le piante resistenti alle infezioni virali dannose, per mezzo
di inoculazioni con virus diversi di limitato effetto (si avrebbe in
gquesto caso un tipo di protezione malto piu' ampia rispetto a guella
offerta dalla ‘'cross-protection®), poi 1'opportunita' di ottenere lo
stesso risultato usando sostanze chimiche che stimolino la produzione
degli AavFs ({vedi PA o poli (I) poli (C}). Ancor piu' interessante ci
sembra la possibilita' di applicazione diretta degli AVFs ottenuti da
plante virus-infette e I'impiego di molecnle di  sintesi ad azione
" antivirale create ad hoc , sulla scorta delle conoscenze biochimiche
del meccanismo di azione degli AVFs stessi. Ci riferiamo ad esempio
all'impiego di oligoadenilati tipo 2',5' A o analoghi. Polimeri analoghi
della Cordicepina (3'-deossiguanosina) sintetizzati per 1'impiego in
campo animale sono potenti inibitori non sole dei virus dei vertebrati
{98,149), ma anche dei virus vegetali (35).

Molto laveoro e’', comungue, ancora necessario per precisare in modo
inconfutabile i processi cha a livello molecolare e genetico consentono
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il manifestarsi della resistenze, ma occorre insistere su guesta strada
non solo & fini puramente speculativi, ma anche per individuara
"modelli® che possone sSuggerire la messa a punto di nuovi composti
capaci di esaltare la resistenza naturale delle piante efo di
contrastare il successo delle infezioni virali.

T risultati recentemente ottenuti con alcune molecole di sintesi
nella chemioterapia delle infezioni virali nelle piante sembrano
meritare particolare attenzione.

L'attivita' wvirostatica e la caratteristica di sintomo-repressivita’
evidenziate - in associazione a buoni indici chemioterapici - dalla
Ribavirina e dal DHT "in vive" in specifiche combinazioni ospite-virus
(o agente di tipo virale), hanno fatto suggerire 1'opportunita'’ di un
loro impiego sul piano operativo, seppure nei limiti di specifiche
realta': lavori su piccola scala per 1la produzione di materiale di
propagazione sano di alcune specie legnose (11,58}, applicazioni di
pieno campo in presenza di notevoli livelli di incidenza di alcune
infezioni (123,132). ’

Risultati di notevole interesse sono stati ottenuti poi, come
abbiamo accennato, con 1'impiego della Ribavirina "in vitro" per la
rigenerazione di plantule mediante coltura di tessuti.

Al di la' dei progressi fin gqui compiuti, un bilancio complessivo
fra le caratteristiche di un antivirale "ideale" e guelle presentate
dalle molecole passate 1in rapida rassegna, non puo' che essere ancora
pesantemente negativo. Dei reguisiti farmacologici e delle prerogative
pin' strettamente a&attinenti alla chemioterapia antivirale nei vegetali
riportate da PENNAZIO e MARTELLI (104), Solo una minima parte sono
state, infatti, soddisfacentemente verificate nel caso della Ribavirina
e del DHT. Queste ultime considerazioni non sembrano, comunrgue,
giustificare posizioni di eccessiveo pessimismo, anche in relazione alla
costatazione che risultati piepamente in linea con guanto atteso non
sono  stati raggiunti, nemmeno nelle branche piu' esplorate della
Fitoiatria. Poiche!, infatti, le diverse caratteristiche desiderate sono
spesso in conflitto fra loro, ad oggi, non e' stato possibile disporre
nemmeno per i Ffungicidi, di molecole "fatte d9l sarto" che rispondanc in
pieno a tutte le aspettative.

I progressi effettuati ed i risultati raggiunti, ancorche' parziali
e non risolutivi del problema della chemioterapia antivirale nei
vegetali, possono, gquindi, essere valutati come un approccio logico e
come una tappa presumibilmente obbligata verso 1'identificazione di
composti che - sia pure nei limiti di ragioneveli confini - potranno
costituire la prima generazione di antifitovirus in grado di assumere
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una importanza significativa sul piano operativo.

ELENCO

DEI VIRUS CITATI

ALFMV
ADMV
acuy
BMY
BWYN

BYMV
CCHV

CGMMV

CL5V

CMV

EMCV
PLRV
PNRV

PVA
PVM
PVYS
PVX
PVY
THV
TNV
TRSV

TYMV
VHBT

tAlfalfa Mosaic virus= virus del "Mosaico" dell'Erba medica.

:Apple Mosaic Virus= virus del “"Mosaico® del Melao,

:Bean Common Mosaic Viruss Vvirus del "Mosaico comune" del ragiolo.
:Brome Mpsaic Virus= virus del "Mosaico" del Bromo.

:Beet Western Yellows Virus= Virus del "Giallume occidentale® della
Barbabietola.

:Bean Yellow Mosaic Virus= Viraus del "Mosaico giallo" del Fagiolo.
:Cowpea Chlorotic Mottle Virus= Virus della "Maculatura clorotica"
della Vigna .

:Cucumber Green Mottle Mosaic Virus= Virus della "Maculatura verde"
del Cetriolo.

:Apple Chlorotic Leafspot Virus= Virus della "Maculatura clorotica"
del Melo.

:Cucumber Mosaic Virus= Virus del "Mosaico" del Cetriolao.
:Encephalomyocarditis Virus= vVirus dell'"Encefalomiocardite,
:Potato Leafroll Virus= Virus dell'"Accartocciamento" della Patata.
:Prunus Necrotic Ringspot Virus= Virus della "Maculatura anulare
necrotica" dei Prunus . .

:Potato virus A= virus A della Patata.

:Potato Virus M= Virus M della Patata.

:Potato Virus 5= virus S5 della Patata.

:Potato Virus X+= virus X della Patata.

:Potato Virus Y= Virus Y della Patata.

:Tebacco Mosaic Virus= virus del "Mosaico" del Tabacco.

:Tobacco Necrosis Virus= vVirus della "Necrosi" del Tabacco.

:Tobacce Ringspot Virus= Virus della "Maculatura anunlare" del
Prabacco.

:Turnip Yellow Mosaic Virus= virus del “"Mosaicvo giallo" della Rapa.
:Tomato White Necrosis Virus= Viruz della "Necrosi bianca" del
Pomodoro.
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RIASSUNTO

Vengono passati in rassegna 1 meccanismi attivi di difesa delle
piante verso le infezioni virali ed alcune modificazioni metaboliche
connesse con tali meccanismi, nel tentativo di puntualizzare - anche.
nell'ottica di una pratica utilizzazione - 1l possibile ruolo ded
composti implicati nei fenomeni di resistenza, o anche in grade di
attivarli o di aumentarne l'espressione. Fra gquesti, particolare
attenzione e' stata rivolta alle proteine correlata alla patogenesi, ai
fattori antivirali e ai polianioni induttori di resistenza.

Sono  dtati discussi, quindi, 1  progressi registrati nella
chemicterapia antivirale attraverse J1'impiego, sia " in vivo" che "in

vitro®, di alcune molecole di sintesi, quali la Ribavirina, il DHT e
derivati del bengimidazolo.

SUMMARY

Present trends and perspectives of antiviral chemoterapy in plants

A review on the present possibilities of chemotheraphy to control
plant's wviral infections Iis given. To this purpose, biochemical active
mechanisms of plant's acguired resistance are examined in view of a
préctical exploitation. Thus plant-produced antiviral factors (AVFs),
pathogenesis-related proteins and others are described, with enphasis on
the use of AVFs, AVF's inducers or of intermediates compounds of AVFs
antiviral metabolism.

Description of the most active antiviral drugs presently available
and of their mode of action are finally reported.
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