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DIAGNOSI DEI VIROIDI DEGLI AGRUMI APPARTENENTI
AL GRUPPO III (CVd-III) MEDIANTE sPAGE E PCR
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Riassunto

Tra i diversi viroidi naturalmente presenti negli agrumi, quelli del gruppo III (CVd-
II1) sone difficilmente identificabili mediante il saggio su cedro Etrog Arizona 861-S1.
Nella presente nota sono stati valutati metodi alternativi al saggio biologico per la
diagnosi di CVd-III in campioni prefevati dal campo. Sono state messe a confronto la
sensibilita di sSPAGE e PCR e due tecniche di estrazione degli acidi nucleici necessari
per i saggi. L'applicazione dei suddetti metodi di diagnosi e l'analisi di ibridazione
molecolare con sonde di CEVd ed HSVd hanno consentitc una caratterizzazione
specifica di un CVd-IIL
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Summary

DIAGNOSIS OF CITRUS VIROIDS BELONGING TO GROUP III (CVd-1II)
BY sPAGE AND PCR

Among different viroids naturally present in citrus, those of group III (CVd-IIT) are
difficult to detected by the assay on Arizona 861-S1 Etrog citron. In the present paper
alternative methods to biological assay for the diagnosis of CVd-III in samples from
the field were evaluated. Sensitivity of sSPAGE and PCR and two procedures to exiract
nucleic acids necessary for the assays were compared. Results of two diagnostic
methods, together with molecular hybridization analysis performed by using CEVd and
HSVd probes, allowed a specific characterization of a CVd-Iil.

Key words: citrus, viroids, diagnosis, sPAGE, PCR.

Introduzione

In base alle pin recenti acquisizioni, i viroidi naturslmente presenti nelle principali
specie e cultivar commerciali di agrumi (CVd, Citrus Viroids) sono pitn di 12 (Duran-
Vila ef al., 1988; La Rosa ef al,, 1988; Gillings ef af, 1991). Essi sono stati runiti
in gruppi diversi che concorrono alla costituzione di un unico catalopo, proposto da
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Semancik e Duran-Vila (1991). Alcuni di questi viroidi, come quelli dell'exocortite (CEVd)
e della cachessia {CCaVd o CVd-IIb), sono considerati agenti di malattia in quanto & ben
conosciuto il ruolo patogenetico da essi svolto su alcune specie di agrumi. Altr tre (CVd-
Ta, CVd-IIa, CVd-IITb) sono stati associati ad  alterazioni osservate su arancio trifogliato
(Poncirus trifoliata (L..) Raf] sperimentalmente inoculato (Reistacher ef al., 1993), altri
ancora sono allo studio per comprendere se e quale effetto essi inducano.

I viroidi del gruppo 111 si distinguono da quelli degli altri gruppi per la gamma di piante
ospiti ristretta al genere Cirrus, per la mancanza di correlazioni con le malattie note degli
agrumi e per la capaciti di determinare in afcune specie o combinazioni diinnesto una
significativa riduzione di sviluppo senza deprimere tuttavia i caratteri quali-quantitativi
della produzione (Gillings ef al., 1991; Hadas ef al., 1991). La loro diagnosi tramite il
sagoio biologico sullindicatrice cedro Etrog Arizona 861-81 rsulta attendibile solo se
questo si effettua in condizioni di allevamento perfettamente controllate. Per incrementare
la scnsibilita della diagnosi, Duran-Vila et al. (1993} hanno applicato la tecnica
dell'elettroforesi {(SPAGE) ad estratti di zcidi nucleici ottenuti da cedro Etrog inoculato da
~almeno sei mesi con la pianta da saggiare.

Nella presente nota si riporiane i rsultati di prove effettuate per mettere a punto un
metodo di diapnosi che consenta di individuare nelle nostre condizioni ambientali i viroidi
del gruppo IIT degli agrumi direttamente dal campo evitando Iz loro amplificazione "in
vive" sulle piante indicatrici. Cid non solo al fine di saggiare rapidamente un elevato
numero di piante, ma anche per disporre di un sistema di monitoraggio da utilizzare di
routine nel caso in cui questi viroidi vengano inoculati intenzionalmente in piante di agrumi
per la realizzazione di impianti ad alta densita (Polizzi et al., 1992; Catara ef al,, 1993).

Materiali e metodi

Materiale vegetale. Due piante di clementine (C. efementing Hort. ex Tan} cv comune
di cui una innestata su alemow {C. macrophylla Wester) infetta da CVd-III (CMC) ed una
su arancie amara (C. awrantinm L.) con infezioni miste di CEVd, CVd-II e CVd-III
{ARA) sono state utilizzate come donatrici per inoculare 24 piante di arancio dolce [C.
sinensis (L.) Osb.] cv Mero e di clementine SRA-63 innestate su portinnesti citrange (C.
sinensis x P trifoliata) Troyer, arancio trifogliato o arancio amaro. Dodici plante non
inoculate, delle stesse combinazioni dfinnesto costituivano i controlli sani.

Germogli di almeno due mesi di etd sono stati raccolti dalle piante in campo in diversi
periodi dellanno (autunno, inverno, primavera ed cstate) e da ogni campione sono stati
prelevati 0,2 - 0,5 o 10 g di corteccia.

Estrazione degli acidi nueleici. La purificazione degli acidi nucleici totali dai tessuti
vegetali ¢ stata effettuata seguendo due diverse procedure. I campioni di 0,2 - 0,5 g sono
stati pestati dentro un tubo da 1,5 ml con pestello. ¢ trattati con SDS ed acetato di
potassio seguendo il protocello descritto da Gamsey ef al. (1994); l'estrazione degli acidi
nucleici dai campioni di 10 g & stata ottenuta polverizzando la corteccia in mortsio con
pestello in presenza di azoto liquido, deproteinizzande con fenclo ed eluendo gli acidi
nucleici su polvere di cellulosa CF-11 come suggerito da Flores e Liacer (1988). Gli acidi
nucleici totahi ottenuti con fe due metodiche descritte sono stat disciolti rispettivamente
in 20-50 o 100 pl di acqua distillata sterile.




Analisi elettroforetica su gel di poliacrilammide (sPAGE). Aliquote di 20 pl delle so-
luzioni contenenti gli acidi nucleici estratti sono state analizzate mediante il sistema di
elettroforesi su gel di poliacrilammide a pH discontinue (SPAGE) (Rivera - Bustamante
et al., 1986) seguito da colorazione del gel con nitrato d'argento, In ogni corsa elettroforetica
insieme ai campioni in saggio sono stati wtilizzali, come marcatori a peso molecolare noto,
un estratto del viroide del colpo di sole dell'avocado (ASBVd) {gentiimente fornito da R.
Flores, IATA, Valencia, Spagna) o del vircide del cadang-cadang della noce da cocco
(CCCVd-RNA 1) ed un estratto di CEVd. La dimensione dei viroidi individuati & stata
calcolata in base alla velocitd di migrazione in elettroforesi confrontando la distanza
relativa di questi dal CEVd e dalllASBVd o dal CCCVd. 11 valore finale del numero di
nucleotidi di ogni viroide & stato ottenuto dalla media dei calcoli effettuati su almeno
cinque gel differenti, ‘

Ibridazione molecolare. Gli RNA dei viroidi separati in sSPAGE e contenuti in gel non
colorati sono stati trasferiti clettricamente su membrane di nylon mediante 1z {ecnica del
transblot {Bio-Rad). Le membrane sono state quindi sottoposte ad ibridazione molecolare
con sonde specifiche di CEVd e del viroide del nanismo del luppolo (HSVd), quest'ultimo
omologo al gruppo CVd-II dei viroidi degli agrumi, La preparazione delle sonde e le
condizioni di ibridazione adottate sono descritte da Albanese e al. {1991).

Trascrizione inversa (RT) ed amplificazione enzimatica (PCRY. Oligonucleotidi denomi-
nati C-2 e H-2, progettati da Rakowski e/ al. (1994)rispettivamente come complementare
¢ omologo della sequenza di un isolato californiano di CVd-IIlb, sono stati utilizzati per
ottenere il DNA copia (cDNA) del viroide tramite la reazione di trascrizione inversa (RT)
e la successiva amplificazione enzimatica (PCR). La sintesi del cDNA & stata realizzata
a 42°C per 1 ora con l'oligo C-2 e lenzima trascrittasi inversa (MMLV reverse transcriptase,
Promega) utilizzando 0,02 - 0,2 ug degli acidi nucleici totali estratti ds ogni campione,
La reazione di PCR si ¢ effettuata con ghi oligo C-2 ed H-2 e 30 cicli di amplificazione
seguendo, per ogni ciclo, i parametri descritti da Tessitori ef al. (1995): 94°C per 1', 57°C
per 2, 72 °C per 1" {con un protrarsi per 7' di tzle fase durante l'ultimo ciclo). I prodotti

- di amplificazione sono stati analizzati- mediante elettroforesi su gel di agarosio al 2%

o di poliacrifammide al 6% ed osservati su transilluminatore UV dopo coloraziene con
bromuro di etidio.

Risuliati

Come si osserva nella tabella 1, 'analisi SPAGE ha consentito lindividuazione di CVd-
III nelle piante saggiate solo nel periodo estive-autunnale, allorché la concentrazione di
questi viroidi ¢ maggiore. L'analisi ha permesso inoltre di accertare contemporaneamente
la presenza di altri viroidi (Fig. 1a). Dal confronto della migrazione elettroforetica con
viroidi a peso molecolare noto ¢ stato possibile stimare il numero di nucleotidi di ogni
RNA. T rsultati riassunti in tabella 2 mostrano che tutte le piante (n. 12) inoculate con
ARA contenevano CEVd (~371 nucleotidi), un viroide del gruppo I di ~305 nucleotidi
ed un CVd-III di ~293; le diverse combinazioni d'innesto inoculate con CMC presentavano
un CVd-IIT di ~293 nucleotidi da solo, #d eccezione di una pianta in cui € stato
riscontrato anche il CEVd., Tra le 12 piante nen incculate, solo una ha mostrate una
contaminazione con lisolato ARA. tutte le alire sono rsultate esenti da viroidi.

La quantiti di acidi nucleici ottenuta con SDS ed acetato di potassio non & stata
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sufficiente per evidenziare gli RNA dei viroidi in sPAGE, mentre risultati miglion sono .
stati ottenuti. con l'altra estrazione anche se, come detto, limitatamente alla stagione
estiva-autunnale, :

Nelle prove di ibridazione molecolare CEVd ed il viroide del gruppo I hanno reagito
rispettivamente con le sonde specifiche di CEVd e di HSVd, mentre il viroide di ~293
nuclentidi non ha ibridato con le due sonde, dimostrando di appartenere ad un gruppo
genetico differente.

L'analisi PCR ha permesso la diagnosi del viroide del gruppo III in tutte le stagioni
tranne nel periodo invernale (Tab. 1). Inoltre, dal momento che nelle reaziont di ampli-
ficazione & stata utilizzata una coppia di primer specifica per il gruppo 111, & stato possibile
accertare che il viroide di ~293 basi appartiene a tzle gruppo (Fig. 1b).

I due metodi di estrazione degli acidi nucleici sono risultati entrambi idonei se abbinati
all' analisi PCR. '

Tab. 1 - Confronto della sensibilita delle analisi sSPAGE e PCR per la diagnosi dei virofdi
del gruppo 11T degli agrumi (CVd-111) in diversi periodi dell'anno.

Epoca del prelievo ' Metodo di diagnosi
' sPAGE PCR
Invérno - -
Primavera ) - e
Estate + +
Autunno + ++

Tab, 2 - Viroidi individuati mediante sSPAGE nel periodo estivo-autunnale in piante di
agrutni sperimentalmente inoculate,

Piante donatrici N. pia'nte _ N. piante contenenti viraidi
saggiate CEVd CvVd-II CVd-III
“Inoculate con ARA 12 12 12 12
Inoculate con CMC 12 1 0 12
Non inoculate 12 1 i 1
Conclusioni

I viroidi degli agrumi appartenenti al gruppo UI induceno sull'indicatrice cedro Etrog
Arizona 861-51 una risposta  sintomatica lieve, consistente in un leggero nanismo ed una
blanda epinastia generalizzata o distribuita irregolarmente in alcune foglie dovuta alla
necrosi del peduncolo e della nervatura principale (Duran-Vila ef al.,, 1993},

1l saggio biologico per i vireidi del gruppo III non sempre consente una facile
interpretazione in quanio la manifestazione dei sintomi & legata a condizioni di serra
perfettamente controllate. Per queste caratteristiche fa presenza dei CVd-11T nei paesi
agrumicoli risuita ancora non sufficientemente documentata. Tali presupposti hanno stimo-
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a) b}
Fig. 1. a) Elettroforesi su pel di poliacrilammide a pH discontinuo (SPAGE) di acidi nucieici estratti da
corteccia di agrumi prelevata da campo. [ campioni sono: 1}, 2) piante inocu-

late con l'isolato CMC; 3) pianta non inoculata; 4) pianta inoculata con solato ARA; 3) marker di
ASBVd; 6) marker di CCCVd - RNA I,

by Gel di peliacrilammide al 6% contenente i prodosti di PCR ottenuti da campioni di agrumi prele-
vati da campo. 1"primers” specifici per i CVd-111 sono stati C-2 / H-2 e le bande di DNA ottenute
sono di ~ 293 nocleotidi. 1) marker di DNA (Biomarker low, Bioventures); 2}, 4) piante siane;
3) pianta inoculata con ARA; 5) pianta inoculata con CMC.

lato la presente ricerca che ha consentito di mettere a punto metodi alternativi di diagnosi
sensibili e riproducibili,

La possibilita di individuare mediante PAGE un viroide degli agrumi {CEVd) in con-
dizioni naturali di allevamento, senza il passapgio su piante indicatrici ed il mantenimento
di queste in serra calda (28-32°C), é stata segnalata per la prima volia da Boccardo ef
al. (1984). La Rosa e al. (1988) avevanc osservato, e solo recentemente altrd autori
(Duran-Vila et al, 1995) hanno confermato che, per le piante in campe, utilizzando
corteccia giovane in alternativa alle foglie sia CEVd che altrl viroidi sono pilt faciimente
evidenziabili in elettroforesi. Altre tecniche di caratterizzazione e diagnosi sono state messe
a puto per i diversi viroidi degli agromi (Albanese ef of., 1991; Davino et al., 1991;
Duran-Vila et al., 1991, 1993; Flores, 1988; Gillings ¢ al., 1988; Levy ef al., 1992;
Tessitori et al,, 1995).

L'obiettivo del lavoro qui esposto era valutare Ia possibilita di applicare alcune metodologie
alla diagnosi dei viroidi del gruppo IIT in piante tenute in condizioni di campo. I risultati
ottenuti mostrano che la loro individuazione diretta dal campo ¢ possibile seppure con le
limitazioni lepate alle temperature da cui dipende la concenirazione,

L'analisi sPAGE, pur risultando valida soitanto nel periodo estivo-autunnale, consente I
individuazione contemporanea di tutti i viroidi eventualmente presenti ¢ la determinazione
del loro peso molecolare. Libridazione molecolare ha fornito ulteriori informazioni spe-
cifiche sullidentitd del CVd-HI analizzato. La iecnica tuttavia rimane di difficile applica-
zione in quanto richiede laboratori attrezzati e personale autorizzato per limpiego di
radioattivo. 1 risultati ottenuti con !'a PCR non solo mostrano l'elevita sensibilita del
metodo e quindi la sua validitd in diverse stagioni dell'anno, ma inolire evidenziano fa
possibilits di definire nella stessa analisi il gruppo genetico di apparienenza.

Riguardo i due metodi di estrazione degli acidi nucleici & importante rilevare che gli
estratti ottenuli con SDS ed acetato di potassio ed analizzati in sPAGE non consentono
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la diagnosi dei viroidi, mentre utilizzati in PCR forniscono risultati analoghi aghi estratti
ottenuti con CF-11. Tuttavia il metodo di estrazione proposto da Garasey el al. (1994)
risulta piu vantaggioso per la celeritd di esecuzione in quanto richiede soltanto 3 ore
rispetto ai 3 gmml necessari per lestrazione con polvere di cellulosa.

I dati nportau in questa nota dimostrano quindi che Iz diagnosi dal campo dei viroidi
degli agrumi del gruppo 11 pud essere realizzata sia con sPAGE siz con PCR. La scelia
del metodo dipende dallepoca di prelievo, dal numero di campioni da analizzare e dalle
aitrezzature di laboratorio disponibili.

L'associazione di CVd-III alla ridotta dimensione delle piante di agrumi innestate su
citrange Troyer e su arancio trifogliato ¢ stala ipatizzata e successivamente dimostrata da
diversi autori (Albanese ef al., 1990, 1995; Gillings et al., 1991; Nauer ef al., 1991,
Polizzi et af., 1991 Roistacher ef al., 1993). Limpiego di questi viroidi come fattori
nanizzanti per l'allestimento di impianti ad alta densitd su larga scala sembra quindi una
possibilitd molto vicina. In tale evenienza i metodi di estrazione e di diagnosi sopra esposti
si dimostrano utili per il momiloraggio dei viroidi intenzionalmente inoculati e per la
verifica di accidentali contaminazioni con altri viroidi.
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