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RIASSUNTO

anticorpi monoclonali ad un isolato (NY-1) di GLRaV tipo
III e wun antisiero policlonale ad un isolato (CA-35) del
tipo II sone stati usati per caratterizzare 1 due tipi di
GLRaV. Un protocollo molto sensibile di Western blotting e’
stato usato per riconoscere le bande delle subunita’
proteiche virali e per evidenziare infezioni miste con 1'usc
combinato dai due antisieri. Infezloni miste in vite sono
inoltre state evidenziate in microscopia elettronice usando
la tecnica della doppia marcatura con oro colloidale.
L'analisi elettroforetica delle bande piu' pesanti di dsRNA
ha mostratc simile peso melecolare in entrambi 1 tipi di
GLRav.

SUMMARY

USE OF WESTERN BLOT AND MONQCLONAL ANTIBODIES T0
CHARACTERIZE GRAPEVINE LEAFROLL ASSOCIATED CLOSTEROVIRUSES
Monoclanal antlhodies to an isolate (NY-1) of Grapevine
leafroll associated Closterovirus (GLRaV) type III and a
polyclonal antiserum to an isolate (CA-5) of GLRaV type 1II
were used %o characterize the two types of GLRaVvV. A
sensitive Western blotting assay was used to detect the coat
protein bands and to show mixed infections when both the
antisers were used togheter. Mixed infections in grapevine
were also detected by E.M. when the double gold 1lebelling
tecnique wAas used. Analysis of dsRNA major bands of GLRgV
type IT and III showed a8 similar molecular weight.

TNTRODUZIONE
Ad un decennie di distanza dalla prima segnalazione di

closterovirus in viti affette da accartocciamento fogliare
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(Nambha et al.,1979), con l'eccezlone di G6VA, closterovirus
"corto™ (BOO nm) trasmissibile meccanicamente, ben poco si
conosce per i guattre diversi tipi di particelle
"lunghe™(1,800-2,000 nm}. La causa principale del
lento sviluppo di questa ricerca risiede nella mancata
individuazione di ospiti erbacei, nelle rese di
purificazione da vite estramente ridotte. nella impurezza
dei purificati e, talora, nella ridottal disponibilitat di
tessuto purificabile; tuttavia l'elevata antigenicita' degli
stessi ha ugqualmente consentitc la produzione di antisieri
con cuil sono statz proposte delle distinzioni sierologiche
(Rosciglione e Gugerli,19B6; Hu et al.,19%0a), mentre
lradozione di un efficace protocollo per il preasserbimento
della reazione al sano ne ha consentito 1'applicazione in
test diagnostici tipo ELISA. Per il reste, le conoscenze
sono limitate ad osservazionl al microscopio elettronico di
estratti grezzi o di sezioni sottili di tessutil infetti. Il
tradizionale uso dell'elettroforesi in gel di 8D8
poliacrilammide non consente l'iﬁdividuazione dellg bande
proteiche wvirali che, per 1a bassa concentrazione dei
preparati, non sono visuaiizzate con i1 blu di Coomassie,
mentre l'uso del silver stain evidenzia un elevato numero di
bande proteiche, 1in maggiloranza contaminanti vegetali,
dovute Al ridotte grado di purezza dei preparati; in tali

tondizieni non e' possibile discriminare tra proteine di



- 159 ~—
origine wvirale e wvegetale. In questo studie sono stati
analizzatli due isolati di GLRaV tipo II e III al fine di
determinare e confrontare i pesi molecolari delle subunitar
proteiche e delle forme replicative deil rispettivli genomi.
Sonn state inoltre messe m punto delle tecniche di diagnosi

di infezioni mistsa.

MATERIALI E HMETODI

Isclati. L'isolato NY-i .della varieta'"Pinot noir™ e’ stato
utilizzato come fonte di tipo III; per il tipo II e* stato
invece utilizzato l'isolato CA-5 della varietar "Marsanne".
6li stessi isolati sono statil utilizzati come fonti di
antigene per la produzione degli antisieri.Per il tipo II e’
stato utilizzato un antisiero policlonale prodotto in
coniglie seguendo le tecniche tradizionali (Boscia et
al.,1989). Per il tipo I¥II e' stato utilizzatoc un antisiero
monoclenale secreto da wuna linea stabile di ibridomi
ottenuta dalla fusione di cellule della milza di un topo
BALB/cC (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA)
immunizzato e di mielomi wmurini della linea SP2/0-AGT4 (Hu
et al.,1990b),

Nestern blot. Sono state usate preparazioni virali
concentrate da 2 grammi (tipo III) o 20 grammi (tipo 11} di
tessuti di vite (piccioli o floema di talee legnose) tramite
centrifugazioni differenziali. Elettroforesi in gel di

poliacrilammide e <colorazione con argento erano eseguitil
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come precedentemente descritte (Hu et al.,1%90a). Le
proteine erano trasferite su membrana di Polyvinylidene
Difluoride (IMMOBILON, Millipore) applicando 22V per té ore.
L'incubazione con anticorpi era fatta usando una
concentrazione di 3 ug/ml di immunoglobuline in PB8 con 2%
di 1latte magro liofilizzato. La reazione sierologica era
visualizzata d1incubando la membranas in una sospensione di
Proteina A conlugata c¢on particelle d'oro (Bio Rad) e
amplificata in una soluzione di acide citrico 0,2H, PH 3,7
con ddrossiquinones B0 mH e lattato d'argente 5 mM (Hu et
al.,1990b).

dsRNA. Estrazioni di RNA bicatenario sono state eseguite su
campioni di 10 grammi di tessuto floematico applicande 1la
procedura di estrazione e analisi descritta da Hu et
gl.(1990a)

Doppia marcatura con oro colloidale.  GBriglie (400 mesh)

ricoperte con film di Formvar sono state incubate con
preparazioni wvirali parzialmente purificate e 4quindi, in
sequenza, con anticorpi monoclonali al tipo III, con IgG
anti-topo conliugate con particelle d'oro del diametro di 1D
nm, con policlonale al tipo 1II, <¢con Ig6 anti-coniglio
coniugate con particelle d'oro del diametro di 5 nm; infine,

dopo lavaggio con acqua distillata, sono state colorate con

acetato d'uranile gll'1%,
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RISULTATI E DISCUSSIONE

Grazie alla specificita’ degli antisieri prodotti e
all'uso del Western blot e' statc possibile differenziare le
bande proteiche virali dalle proteine della pilanta ospite.
In particolare, l'uso di anticorpi monoclonali al tipo III
ha consentito il rilevamento della proteina virale
in camploni concentrati da agppena 2 grammi di tessuti
vegetall. Dall'analisi dei risultati e' stata evidenziata
una differenza nel peso molecolare delle proteine dei due
isolati, 411 che ha reso possibile l'uso di questa tecnica
nella diagnosi di infezioni miste (iselato ¢ 2223 incubando
la membrana con una miscela dei due antisieri. Il peso della
proteina e' stato calcolato in 37K dalton per il tipo II e
43K dalton per il tipo IXI, in entrambi i casi
significativamente piu' ‘pesante dei 25K daltoan di altri
closterovirus (Bar-Joseph et al.,1979).

L.'uso della doppia marcatura con oro colloidale ha
confermato la presenza di infezioni miste con la
visualizzazione di particelle decorate rispettivamente con
particelle d'oro di diverso diametro (5 nm per il tipo II e
10 nm per il tipo III).

Un altro progresso nella caratterizzazione e' stato
ottenuto dall'analisi elettroforetica di RNA Dbicatenari
estratti da viti infette; il peso molecolare delle forme
replicative degli RNA genomici e’stato calcolato in circa 10

milioni di dalton in entrambi gli isolatl di tipo II e III
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analizzatil, tuttavia la consistente presenza di una série di
bande piu' leggere non e' di semplice interpretazione e
necessita ulteriori approfondimenti.
In conclusione, notevoli progressi sono stati ottenuti
nella caratterizzazione dei tipi II e III di GLRavV per i
quali l'use di anticorpi monoclonali e di un sensibile

protocollo di western blot si sone rivelati determinanti.
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