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RIASSUNTO

Da un punto di vista strutturale, i viroidi sono i pit semplici agenti infettivi isolati dalle piante.
Sono costituiti esclusivamente da RNA di piccole dimensioni, circolari, non codificanti, in gra-
do di replicarsi e di generare processi patogenici nelle piante ospiti. I1 Comitato Internazionale
sulla Tassonomia dei Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses, 1CTV) ha re-
centemente approvato uno schema di classificazione dei viroidi. In base alla presenza di deter-
minati elementi strutturali e di specifiche proprietd hiologiche, le specie viroidali sono state
raggruppate in sette generi divisi in due famiglie. Nella presente nota si descrivano le principa-
li caratteristiche sulla natura, strutiura e biologia dei viroidi con particolare riferimento agli a-
spetti di interesse ai fini della classificazione.
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SUMMARY
REPORT ON THE NATURE, STRUCTURE, REPLICATION AND CLASSIFICATION
OF VIROIDS
From a structural point of view, viroids are the simplest infectious agents isolated from plants.
They are smali, circular and non coding RNAs that replicate into the host and, generally, pro-
duce plant diseases. The International Commitiee on Taxonomy of Viruses, (ICTV) has re-
cently approved the official viroid classification. On the basis of several structural and biologi-
cal features, viroid species have been grouped in seven genus divided into two families. In this
note, the classification criteria and viroid structural and biological features of major importance
for the classification are reported.
Key words: RNA, viroid, classification

INTRODUZIONE

E' trascorso solamente un trenlennio da quando, a conclusione di ricerche volte a determinare
Peziologia della malattia del “tubero fusiforme della patata” fu scoperto il primo viroide (Die-
ner, 1971). Si trattd di una scoperta clamorosa in quanto il limite inferiore della complessith
strutturale ritenuta necessaria per la replicazione di un patogeno fu spostato dai virus ad agenti
estremamente pid semplici. [ viroidi sono, infatti, i piit piccoli agenti infettivi fino ad opggi de-
scritti e risultano costituiti esclusivamente da RNA di basso peso molecolare, monocatenario,
circolare e non incapsidalto, in grado di replicarsi nelle piante ospiti in assenza di virus ausiliari
e capace di generare processi infettivi che possono evolvere in fenomeni patogenici oppure, in
alcuni casi, rimanere latenti.

Dal 1971 fino ai nostri giorni sono stati scoperti e caratterizzati 28 viroidi, molti dei quali ge-
nerana malattie a carico delle piante superiori. I elevato numero dei viroidi descritti e 1'appro-
fondimento delle conoscenze relative alle loro caratieristiche strutturali, biologiche e filopeneti-
che ha generato la necessitii di classificare tali entitd infettive in gruppi omogenei. L'intensa
discussione tra gli specialisti del settore si & concretizzata nella proposta di uno schema di clas-
sificazione (Flores et al, 1998) che di recente & stato in gran parte accetlalo dal Comitato In-
ternazionale sulla Tassonomia dei Virus (International Committee on Taxonomy of Viruses,
ICTV) (Flores et al,, 2000). Con la presente nota si intende fornire una breve descrizione delle



principali caratieristiche strutturali, biologiche e filogenetiche dei viroidi con I'obiettivo di
chiarire i criteri generali adottati dali’1ICTV per la toro classificazione. Altri aspetti ed ulteriori
approfondimenti sui viroidi e sulle malattie vireidali sono riportati in precedenti messe a punto
bibliografiche (Diener, 1987; Synions, 1991; Riesner, 1991; Flores et al,, 1997; Flores et al,
1999/a; Flores et al., 1999/b).

CARATTERISTICHE CHIMICHE E STRUTTURALSZ DE{ VIROIDIL

I viroidi si differenziano dai virus non solo per le piccole dimensioni (246-399 nucleotidi) e
per la circolarith dell’RNA di cui sono costituiti, ma anche, e soprattutto, per la probabile inca-
pacitd di codificare proteine (Davies et al. 1974, Conejero e Semancik, 1977). Pertanto, le in-
formazioni per la loro replicazione e per la patogenesi devono essere contenute, in forma di se-
gnali decifrabili dalla cellula, nella struttura molecolare degli stessi RNA viroidall. Aleuni auto-
ri hanno addirittura definito i viroidi come dei “puri segnali” cellulari (Conejero et al,, 1990).

Oltre alle piccole dimensioni ed alla circolarith delle molecole, I'elevata complementarieth
interna tra le basi & un’altra caratteristica peculiare degli RNA viraidali. Dal 64% al 73% dei
nucleotidi che costituiscono i viroidi pud essere interessato da legami idrogeno intramolecolari
{Keese e Symons, 1985) che generano una struttura secondaria compatta, in cui anse formate da
basi non complementari si alternano a segmenti costituiti da catene di basi complementari di-
sposte a doppia elica.

Per la maggior parte dei viroidi fino ad oggi sequenziati la struttura secondaria di minima e-
nergia libera, teoricamente la pii stabile in condizioni non denaturanti, corrisponde ad una mo-
lecola a forma di bastoncello (“rod-like structure™) o quasi-bastoncello (“quasi-rod-like structu-
re”} (Fig. 1). In alcuni casi specifici, quali il viroide del mosaico latente del pesco (PLMVd) ed
il viroide della maculatura clorotica del crisantemo (CChMVd), la struttura secondaria di mi-
nima energia libera corrisponde, invece, ad una molecola decisamente ramiticata {Hernindez e
Flores, 1992; Navarro e Flores, 1997) (Fig, 2).

E' stato dimosirato che la struttura bastoncellare & compatibile con le proprietd fisico-
chimiche in vitro di alcuni viroidi (Riesner, 1987} e, nel caso specifico del viroide del tubero
fusiforme della patata (PSTVd), tale struttura € stata anche osservata al microscopio elettronico
(Sago et al., 1973; Singer et al., 19706). Nonostante cio, la conformazione che i viroidi adottano
in vivo & assolulamente sconosciuta, All’intemo delfle cellulle infette i viroidi sicuramente inie-
ragiscono con molecole di origine cellulare essenziali per il loro processo replicativo ed & lecito
pensare che essi non presentino un’unica immutevole conformazione. Di fatto, da parte di alcu-
ni autori & stato messo in evidenza che durante la denaturazione con calore in vitro i viroidi as-
sumono conformazioni metastabili, con segmenti a doppia elica ed anse, di cui si & dimostrata
la grande importanza funzionale in vive (Riesner, 1991; Loss et al, 1991; Qu et al, 1995).
Comunque, sia per i viroidi con struttura secondaria di minima energia libera di tipo bastoneel-
lare che per quelli con struttura tipicamante ramificata, esistono una serie di indicazioni che
suggeriscono un probabile ruolo funzionale in vivo delle strutture secondarie rispettivamente
proposte. Per esempio, i probabili fenomeni di ricombinazione e riordinamento molecolare de-
scritfi per alcuni viroidi con struttura secondaria di tipo bastoncellare (Haseloff et al, 1982;
Semarncik et al.,, 1994; Wassenegger ef a/,, 1994) hanno sempre generato repliconi viroidali la
cui tipica struttura secondaria risultava inalterata. Inoltre, nel caso del CChMVd lindicazione di
un importante ruolo funzionale della siruttura secondaria ramificata deriva dall'osservazione, in
tutte le varianti di sequenza studiate, di mutazioni compensatorie che preservano la formazione
di segmenti costituiti da regioni appaiale a doppiz elica ¢ da anse (stem-loops) nella struttura di
minima energia proposta (Navarro e Flores, 1997).

Sulla base della similitudine tra le sequenze, & stato proposto un modello che prevede
I"esistenza, nella molecola di quasi tutti 1 viroidi di tipe bastoncellare (tutti meno ii viroide della



scottatura solare dell’avocado, ASBVd), di cinque settori strutturali ai quali £ stato assegnato
un ruolo funzionale (Keese ¢ Symons, 1985) (Fig. 1). Studi pilt recenti hanno evidenziato che
una determinata funzione dipende probabilmente dall’interazione tra vari settori strutturali ed
hanno messo in risalto, pertanto, I'esistenza di relazioni struttura/funzione molto pilt complesse
di quelle precedentemente ipotizzate (Sano ef al,, 1992; Sano e [shiguro, 1998),

Nell'ambito della struttura bastoncellare sono stati individuati vari motivi conservati: la re-
gione centrale conservata (CCR, central conserved region), la regione terminale conservata
(TCR, terminal conserved region) e la foreina terminale conservata (TCH, terminal conserved
hairpin) (Fig. 1).
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Fig. 1. Rapprescntazione schematica della struttura di tipo bastoncellure dei diversi generi della famiglia
Pospiviroidne. Le specie tipo di ogni genere sono indicate sulla destra, Nelfa parte alta della figura sono
riportate le posizioni approssimative dei cinque domini strutturali: C, dominio centrale; P, dominio pato-
genice; V, dominie variabile; TL e TR , dominio terminale sinistro e destro. Nei riquadri sono riportati i
nucleotidi della regione centrale conservata (CCR), della regione lerminale conservata (TCR) e della for-
cina terminale conservata (TCH) contenuli nci diversi generi di quesla famiglia. Nel genere Coleviroid lu
TCR esiste solo nei membri di maggiori dimensioni,

Mentre per la CCR ¢é stata dimostrata la sua grande importanza nel processo replicativo
(Candresse ef al,, 1990), per gli altri due elementi strutturali il ruolo funzionale non € stato an-
cora delerminato. Comunque, il fatto che essi si ritrovino in viroidi anche appartenenti a sotto-
gruppi distinti lascia supporre che abbiano una certa rilevanza per Iinfettiviti e la replicazione
di tali molecole {Flores et al., 1997).

1 motivi strutturali di cui sapra sono assolutamente assenti in tre dei viroidi fino ad oggi de-
scritti: ASBVd, PLMVd e CChMVd. Questi viroidi non posseggono alcuna CCR e presentano
una scarsa similitudine di sequenza tra loro, ma sono accomunati dal fatto che e catene nucleo-
tidiche di entrambe le polarita sono in grado di tagliarsi in vitro, e molto probabilmente in vivg,
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in seguito all'azione autocatalitica dei ribozimi a testa di martello (hammerhead ribozymes) in
esse contenuii (Fig. 2).

Degni di nota sono, infine, ghi studi relativi alla conformazione tridimensionale depli RNA
viroidali da cui potrebbe dipendere il tipo ed il grado d'interazione con le proteine dell'ospite
(Branch er al., 1985; Baumstark et al.,, 1997; Schmitz e Riesner, 1998, Ambras et al., 1998; de
la Pefia et al., 1999).

Come vedremo nel dettaglio successivamente, la CCR, 1a TCH e la TCR, da un lato, e la pre-
senza di ribozimi a testa di martello, dall'altro, sono stati utilizzati come elementi utili ai fini
della classificazione. In particolare, la presenza ed il tipo di CCR & uno dei criteri utilizzati per
ascrivere una specie viroidale alla famiglia dei Pospiviroidae, la pit numerosa delle due fami-
glie fino ad oggi deseritte e la cui specie tipo é PSTVd, La presenza, invece, degli elementi
strutturali tipici dei ribozimi a testa di martello nelle catene di entrambe le polarita di un viroide
costituisce uno dei criteri per definime l'appartenenza all'aitra famiglia, quella degli Avsunvi-
roidae, 1a cui specie tipo & ASBVd.
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Fig. 2. Struttura secondsria di minima energia Bbera di uwra variante di sequenze del FLIVIVd.
La numerazione delle bagi & riporteis in direzione 5" - 3”7, Le regioni coinvolie nella formazione
dei ribozind a iesta di martello sono delimitate delie bandiere ;i nucleatidi conservati in tutte le
strufture a testa di martello natuali sono indicete da segmenti; le punte di freccia mostans i
punti del faglio antocamlitico redetti in base alle struttwe rbozimatiche a teste di martells. I
simboli pieni =i riferiscono alla polaritd positive, gquelli vuot ells poleritd negetiva. 51 ossexvi
che nella shuttura energeticamente pit stabile 1 ribozimi a testa di mariells non edottann le
conformazione atttva, Essisi trovano dispostl in un segmenio a doppia elice partficolarments
stebile che, yprobabilmente, previene 1'autotaglio delle molecole monomeriche. el rniguedro
sone riportate le stutture & testn di martells delle polarith positive (Plus) e negetiva (Ivlinus)
delle stesea verianie di sequenza del PLIMVd nells loro conformazione attiva. Le sequenze
conservate in tutti i ribozimi & lesta Qi marello conosciuli sono recchiuse in piccoli riguadri.
(Figura adattata da Ambros a7 2f, 1995)



LOCALIZZAZIONE SUBCELLULARE DEI VIROIDI

E’ stato dimostrato che alcune specie della famiglia Pospivirefdae si accumulano e si repli-
cano nel nucleo delle cellule infette (Harders et al., 1989; Bonfiglioli et 2/, 1996). In particola-
re, & stato osservato che menire PSTVd (Harders ef al, 1989) e CCCVd (Bonfigliali ef al,
1996) si accumulano prevalentemente nel nucleolo, CEVd si distribuisce in maniera piit 0 meno
uniforme nel nucleo (Bonfiglioli ef al., 1996). Per due Avsunviroidae, ASBVd ¢ PLMV(J, & sta-
to invece riscontrato un accumulo prevalentemente cloroplastico (Bonfiglioli et al,, 1994; Lima
et al, 1994; Bussiére et al, 1999) ed é stato anche dimostrato che il cloroplasto é l'organulo
sede della loro replicazione (Navarro et al, 1999). Considerando le similitudi a livelio struttu-
rale tra PLMVd e CChMVd (Navarro e Flores, 1997), é molto probabile, sebbene non sia stato
ancora dimestrasto, che anche CChMYV si replichi nei cloroplasti delle piante infette. In tal caso
la diversa localizzazione subcellulare dei Pospiviroidae e degli Avsunviroidae rappresenterebbe
un ulteriore probante elemento differenziale delle due famiglie,

REPLICAZIONE DEI VIROIDE

Sulla base di osservazioni sperimentali, relative all’accumulazione in wivo degli RNA viroi-
dali {Grill e Semancik, 1978; Branch et al,, 1981; Rohde ¢ Siinger, 1981; Branch e Robertson,
1984), & stato proposto un modello replicativo con due varianti alternative, entrambe caratteriz-
zate dalla presenza di intermediari unicamente di RNA (Fig. 3). Il nome di "circolo rotante" at-
tribuito a tale modello di replicazione & dovuto al fatlo che, come primo passo del processo, si
ipotizza l'intervento di un enzima (RNA polimerasi) in grado di sintetizzare molecole di lun-
ghezza multipla (molecole oligomeriche) rispeito a quella circolare e monomerica utilizzata
come stampo "rotante” (Fig. 3).

Per i Pospiviroidae si ritiene che la replicazione avvenga secondo il modello del circolo ro-
tante asimmetrico (Fig. 3 A)Branch et al, 1988), mentre negli Avsunviroidae risulta pit pro-
babile che operi la variante simmetrica (Dards er al., 1994; Navarro et al,, 1999)(Fig. 3 B).

Affinche il processo replicativo si completi devono intervenire per lo meno tre attivitd enzi-
matiche: una RNA polimerasi (che sintetizza le catene complementari), una RNasi (che taglia
in punti precisi le molecole oligomeriche) ed una RNA ligasi (che lega covalentemente le mo-
lecole monomeriche). Poiché i viroidi non codificano nessuna proteina, queste attiviti devona
provenire direttamente dalla cellula oppure devono essere possedute dalle stesse molecole vi-
roidali.

Studi d’inibizione con c-amanitina hanno dimostrato che nella replicazione della maggior
parte dei Pospiviroidae & implicata la DNA-dipendente RNA polimerasi 11 (Miihlbach e Siin-
ger, 1979; Flores, 1989; Schindler e Miihlbach,1992), Recentemente, l'osservazione che il
CCCVd ha una localizzazione prevalentemente nucleolare, mentre il CEVd si distribuisce in
maniera piu 0 meno uniforme nel nucleo, ha indotto alcuni autori a non sottovalutare la possi-
bilita che RNA polimerasi distinte siano responsabili del processo replicativo di questi viroidi.
Nel caso della replicazione del CCCVd e dei viroidi con simile localizzazione subnucleare po-
trebbe infatti essere coinvolta Ia RNA polimerasi I che, a differenza della RNA polimerasi 11,
ha localizzazione nucleolare (Bonfiglioli ef ai., 1996) .

Gli studi sugli enzimi che catalizzano la sintesi degli Avsunviroidae non sono molti. Recen-
temente € stato dimostrato che una polimerasi cloroplastica resistente afla tagetitoxina é respon-
sabile della replicazione dell'ASBVd (Navarro er al, 2000}, il che € in perfetto accordo con i
dati relativi all'accumulo cloroplastico di questo viroide e dei suoi intermediari di replicazione
(Lima et al, 1994; Navarro et al, 1999). Per quanto riguarda il taglic delle molecole oligome-
riche, negli Avsunviroidae quest'attiviti sembra risiedere nelle stesse molecole viroidali. In par-
ticolare, € stato dimostrato che da catene oligomeriche di entrambe le polaritd si generano mo-
nomeri perfetti in seguito a taglio autocatalitico, senza l'intervento cioé di enzimi proteici (Hu-



ichins ef al,, 1986; Hernandez e Flores, 1992; Marcos e Flores, 1993; Dards et al,, 1994; Navar-
ro e Flores, 1997). La denominazione "a testa di martello” (hammerhead) attribuita ai ribozimi
posseduti da ASBVd, da PLMVd e da CChMVd deriva dalla struttura secondaria che si & pro-
posto assuma il centro catalitico (Fig. 2), costituilo da tre doppie eliche e caratterizzato dalla
presenza di 11 basi conservate.

MODELLO REPLICATIVO DEL CIRCOLO ROTANTE
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Fig. 3. IVIodello replicativo del cirvolo mtanie. Per convenzione viens assegnais le polerith positiva (+) a
quella specie infettiva di una molecole di RMA vimidele che risulis pit sbbondanie i1 vivo e che & ritenuta il
pudotin finele del mrocesso re plicative. A, varianie esimmetrica: il monomero circolare {++) funge da stampo
perla sintesi di una molecaola oligomerica lineare di polaritd complementare (-} che, & suavolis, costituisce lo
starnpo per la sintesi di un'eltra molecola oligomerecs di polaritdh positive. Quests, probabilmente grazie
all'intervento di fatiori dell’ospite (HF), viene iaglista in segmenti di lunghezze uniteria poi ¢hiusi & formare
molecole circolari di polarita positiva. B, varanie simmetrica: prevede esitenza di due circoli rotanti; e
differenze del ceso precedenie, le molecole oligomeriche (-), grazie all’attiitd rbozimefica mediata da
struttwre e teste di martello (RZ), vengono opportunement isgliaie e successivemenie chiuee per fonmare
monomer ciwolari che fungono da stempo per le sintesi di molecola (4. I segmenti ed i circoli peni si
rife riszono alla polaritt positive, gquelii vuoti alle poleritd negativa (Fig. adatiata da Flores ef l, 1997)

Nel case dei Pospivircidae non risultano ancara chiari il meccanismo ed il punto di taglio
delle molecole oligomeriche (Flores et al,, 1997). E' stato suggerito che elementi di struttura
terziaria del PSTVd potrebbero essere responsabili del riconoscimento in vive di una specifica
regione della molecola da parte di enzimi di origine cellulare in grado di tagliare e ligare oppor-
tunamente le molecole oligomeriche (Baumstark et al, 1997). Lo scenario & reso ancora pili
complesso dall'ipotesi proposta da Liv e Symons (1998) secondo la quale nel caso di CCCVd, e
probabilmente in tutti pli altri Pospiviroidae, il taglio delle molecole oligomeriche potrebbe es-



sere realizzato da ribozimi contenuti nelle stesse molecole viroidali e che devono ancora essere
caratterizzati.

Con riferimento all'attivitd ligasica, sebbene alcune osservazioni sperimentali suggeriscano
che il taglio e la ligazione in monomeri circolari possano essere realizzati da uno stesso enzima,
sulla base di altre non si pud scartare l'ipotesi che a catalizzare la circolarizzazione dei mono-
meri sia una RNA ligasi distinia dalla RNasi implicata nel taglio sito-specifico (Flores et al,
1997). Anche nel caso degli Avsumviroidae, é probabile che la ligazione delle moelecole mono-
meriche sia mediata da un enzima cellulare piuttosto che da una reazione autocatalitica (Flores
et al., 1999/a),

ORIGINE DEI VIROIDI

Tra le ipotesi sull'origine evolutiva dei viroidi (Kiefer er o, 1983; Diener, 1981; Diener,
1996), quella attvalmente pid attraente e accreditata & che 1 viroidi siane "fossili molecolari” di
un mondo preceliulare basato sul'RNA. Le loro piccole dimensioni, fa struttura circolare, che
in teoria rende non necessario vn sito specifico d’inizio della trascrizione, I'elevato contenuto in
guanina (G) e citosina (C), che aumenta la fedeltd di copia delle eventuali polimerasi primitive,
e, soprattutto, la presenza di ribozimi, sono tutti elementi che vanno a favore di questa ipotesi
{Diener 1989 e 1996). Queste molecole, dotate di vita libera in un mondo extra-cellulare, sa-
rebbero poi diventate parassiti celiulari completamente dipendenti dai loro ospiti.

CLASSIFICAZIONE DEI VIROIDIL.
Le specie

La Fig. 4 riporta le specie viroidali fino ad oggi descritte. L'omalogia tra le sequenze nucleo-
tidiche costituisce il principale criterio per la definizione delle specie viroidali.

Se le sequenze nucleotidiche di due RNA vircidali hanno una similitudine superiore al 90 %,
generalmente, vengono considerate varianti di sequenza di una stessa specie.Infatti, a causa del-
la natura di quasi-specie {Domingo e Holland, 1994} delle popolazioni viroidali, ci si attende
che in una pianta infetta coesista uno spettro di varianti motto simili tra di loro.Comunque, data
l'arbitrarietd del limite di similitudine tra le sequenze (90%) adottato per considerare apparte-
nenti ad una stessa specie varianti diverse, ai fini della definizione delle specie viroidali sono
tenute in notevole considerazione anche le proprieth biologiche, con particolare riferimento alla
gamma degli ospiti. Per esempio, nonostante il viroide noto come Mexican papita viroid
(MPVd) abbia una similitudine di sequenza con PSTVd intorno al 90%, € stato considerata

come una nuova specie proprie in considerazione delle sue peculiari proprieth biologiche
{Martinez-Soriano, 1996).

Determinazione di taxa di ordine superiore

Basandosi sulla presenza ed il tipo degli elementi strutturali conservati {CCR, TCH, TCR, ri-
bozimi a testa di martello) le specie sono state raggruppate in generi e questi, a loro volta, in
funzione di proprietd strutturali e biologiche, sono stati inseriti nelle famiglie dei Pospiviroidae
o degli Avsunviroidae (Fig. 4).

Alla famiglia Pospiviroidae appartengono tutti i vireidi in cui & possibile distinguere una re-
gione centrale conservata. Tutte le specie della famiglia Pospiviroidae presentano una struttura
secondaria di minima energia libera del tipo quasi-bastoncellare, probabilmente si accurnulana
e si replicano nel nucleo e non sono dotati di proprietd autocatalitiche mediate da ribozimi a te-
sta di martello.

Il membro tipo di questa famiglia & PSTVd. Il tipo ed il grado di similitudine della CCR, e la
presenza o l'assenza della TCH e della TCR consentono di raggruppare le specie viroidali in-
cluse in questa famiglia in generi il cui nome deriva da quello delle rispettive specie tipo, se-



guendo le stesse regole adottate per i virus delle piante (Fig. 4). 1 generi Pospiviroid, Hostuvi-
roid e Cocadviroid presentano una CCR molto simile tra di loro e pivttosto distinta da quella
di Apscaviroid e di Coleviroid (Fig. 1). Inoltre, mentre in Pospiviroid é presente la TCR, in Ho-
stuviroid e Cocadviroid & contenuta la TCH. Apscaviroid, oitre alla CCR tipica di questo gene-
re, contiene la TCR, mentre in Coleviroid quest’ultima regione € presente solo nei membri di
maggiori dimensioni.

Famiglia | genere specie

La 17 5 s Virol ;_',1’ Potato syindle tuber virgid (FATVd)
POSP IVI}"GIQPCIQ v Chips arahemen skt vivoid (CSVd)
Citus axcocetis viroid {CEVA)
Colunpualatan viroid (CLVA)
Irasins viroid | (BrVd)
IMaxican poia viveid (MFVA)
Tormto gical stuntviraid (TASVd)
Fornto planta nacho vireid (TPMVA)
Tonnto chlavatic dwarfviraid (ICDVA)

Hostuviroid Hop suntviroid (HSVd)

yam T Cosonut padang-cadang vivoid (CCCYq)
Coc adV 1ol d Cipus viroid ¥ (CVAIV)
Cocorna Hnamggga viroid (CTIVA)
Hap latant vireid (HLVd)

Apscavivold | dule soer shinsiroid (ASSVA)

Bple divpla fruit viroid (ADFV )
Australian grepaving viroid (AGVd)

Citrus viveid IT (CV4-IID)

Cipus bart lsafvireid (CBLVd)

Grapavina yellow spackls viveid 1 (GYSVd-1)
Grepevira ydlow spackla viroid2 (GYSVd-Z)
Peay blistar conbesr viraid (PACV-1)

Coleviroid Colzus Blumet viroid 1 (ChYA-1)
Coleus Wumel vivaid 3 (ChVEZ)

Colens blunsi vivoid 3 (CbVdd)

Av Sunviroidae Avsumviroid Avocado smbloch virsid (ASBVd)

Pe{amovu-oid Leach latent mosais viroid (FLMVd)
Chiys ehareen ehlavotic rottls viroid (CCHM V)

Fig. 4. Schema di clessificazione dei vireidi. Le speeie tipo di ogni genere sono scritte in grassefto. 11
nome dei generi deriva da quello delle rispettive specie tipo e confiene il suffisso -viroid. Le lettere di
ogni specie tipo ulizzate perla costituzione del nane dei generi sono state sottolineate.

10



Nella famiglia Avsunviroidae sono stati inclusi solo tre viroidi: PLMVd, ASBVd e
CChMVd. Essi, contrariamente ai Pospoviroidae, sono dotati di proprieti autocatalitiche me-
diate da ribozimi a testa di mariello e non presentano alcuna CCR. La suddivisione in generi in
questo caso & basata su elementi stutturali e sulle caratteristiche dei ribozimi a testa di murtello.
PLMVd e CChMVd sono piu strettamente correlati tra di loro per il contenuto in G+C (53-
60%), decisamente maggiore rispetto a ASBVd (36%), per la struttura secondaria di minima
energia libera altamente ramificata e per l'insolubilitd in 2M LIiCl. Pertanto, si € deciso di rag-
grupparli nel genere Pelamoviroid. 11 genere Avsunviroid & attualmente formato esclusivamente
da ASBVd che € solubile in 2M LiCl e presenta basso contenuto in G+C, struttura secondaria di
minima energia libera di tipo bastoncellare nonché differente morfologia delle strutture a testa
di martello rispetto ai Pelamoviroid (Flores ef al., 199%a).

Infine, é interessante riportare che [a costruzione di alber filogenetici, realizzata allineando
comparatamente le sequenze complete degli RNA viroidali, dimostra che i viroidi conosciuti
hanne un'origine monofiletica e che possono essere chisramente raggruppati in due distinte ca-
tegorie perfettamente corrispondenti alle famiglie Pospiviroidae e Avsunviroidae. Inolire, nel-
I'ambito di quesie farniglie si osserva una segregazione delle specie viroidali in sottogruppi che
coincidono perfettamente con i generi proposti nella classificazione ufficiale dell'TCTV basan-
dosi su criteri anche diversi dalla sola filogenia (Flores et al,, 2000).
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