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RIASSUNTO

In questa rassegna vengono riportate le attuali conoscenze sulle caratteristiche biologiche e mo-
lecolari dei viroidi degli agrumi, la loro suddivisione in gruppi e diffusione nelle principali aree
agrumicole mondiali. Vengono descritte le pit importanti malattie da essi causate, exocortite,
cachessia e xiloporosi, e fornite informazioni su quadri fitopatologici ad essi riferibili quali il
“gum pocket” ed il “gummy bark”. Si valutano infine le alterazioni indotte da inoculazioni spe-
rimentali e si sottolineano le disposizioni di legge inerenti la produzione di materiale vivaistico
virus-esente.
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SUMMARY
CITRUS VIROID DISEASES

This review reports present knowledge on biclogical and molecular characteristics of citrus vi-
roids, their classification and diffusion on different citrus areas. The main diseases, as exocortis,
cachexia and xyloporosis are described and information on phytopathological disorders, as
“gum pocket” and “gummy bark” are supplied. Symptoms induced by experimental inocula-
tions are evaluated, moreover regulations concerning virus-free material and nursery production
are referred.
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INTRODUZIONE

Gli agrumi sono gli ospiti nei quali & stato rinvenuto il maggior numero di viroidi; alcuni di
essi sona agenti eziologici di malattie note da tempo menire altri sono stati associati a quadri
sintomatologici specifici (Duran-Vila er al,, 1986, La Rosa et al, 1988).

Per decenni si & parlato di "exocortite" e di "cachessia" come di malattie attribuibili a due di-
stinti agenti eziologici, dotati di numerosi ceppi a diversa virulenza, responsabili di quadri sin-
tomatologici differenti. L’ impiego di tecniche malecolari e I'individuazione di piante test idonee
hanno permesso di accertare nel 1972 che il viroide CEVd (Citrus exocortis viroid) era respon-
sabile dell'exocortite (Semancik e Weathers, 1972) e, anni dopo, che CCaVd (Citrus cachexia
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viroid) era 'agente eziologico della cachessia (Semancik et al., 1988). L’affinarsi dei saggi ha
poi contribuito a riconoscere, in quelli che precedentemente erano ritenuti isolati a diversa viru-
lenza di uno stesso viroide, distinti RNA-viroidi.

Anche se le due malattie pil importanti degli agrumi ascrivibili a viroidi rimangeno I'exacor-
tite e la cachessia, alla luce delle attuali conoscenze altre alterazioni quali fessurazioni (crac-
king), desquamazioni della corteccia dell'arancio trifogliato (scaling, shelling) e dei suoi ibridi,
macchie clorotiche (yellow blotching) nei rametti, impregnazioni di gomma della corteccia
(gummy bark), alveolature del legno (stem pitting) € in generale riduzione di sviluppo o na-
nismo (stunting, dwarfing) delle piante sono oggi associati a specifici viroidi.

IL CATALOGO DEI VIROIDI DEGLI AGRUMI

Sulla base delle dimensioni molecolari, determinate in elettroforesi, degli studi di omologia di
sequenza realizzati tramite jbridazione molecolare, del range di piante ospiti e della reazione
sintomatolagica sull'indicatrice cedro Etrog i viroidi sone stati ordinati in un catalogo di riferi-
mento (Semancik e Duran-Vila, 1991). Il sequenziamento del genoma di ogni viroide ha suc-
cessivamente consentito di stabilirne I’esatta identitd e la corretta posizione tassonomica nel re-
lativo gruppo di appartenenza nonché l'inserimento nel nuovo schema di classificazione genera-
le dei viroidi (Flores et al,,1998),

La materia & in continua evoluzione anche per le frequenti segnalazioni di nuovi RNA-viroidi
riscontrati in natura; recentemente, in Giappone sono stati individuati due nuovi viroidi, di 331
e 327 nucleotidi (nuc.), che non trovano riscontro nei gruppi del catalogo e che potrebbero co-
stituire due nuovi gruppi (Ito et al., 1998).

Gruppo CEVd. E’ rappresentato solo dal viroide dell'exocortite (CEVd) presente in natura
con numerose varianti (371-375 nuc.). Come specie CEVd appartiene al genere Pospiviroids.

Gruppo 1 (CVd-1). Vi appartengono due RNA, denominati CVd-la e CVd-Ib con genoma di
328 ¢ 318 nuc. e bassa omologia di sequenza con i viroidi inclusi negli altri gruppi. Recente-
mente & stato ipotizzato che il CVd-Ta deriva dal CVd-Ib per duplicazione e sostituzioni nella
regione terminale destra (Hataya e al., 1998). Un terzo viroide denominato CVd-Ic di 317 nue.
& stato segnalato soltanto in Australia (Gillings et al, 1988).

Lo studio della sequenza di CBLVd (citrus beant leaf viroid), corrispondente a CVd-Ib, ha e-
videnziato che il suo RNA, 318 nuc., sembra essere una chimera di viroidi diversi poiché la re-
gione centrale conservata (CCR) & uguale a quella di ASSVd (viroide della buccia rugosa del
melo) mentre una parte della regione della patogenicitd (P) e del dominio terminale sinistro (T)
sono omologhe a CEVd (Ashulin er al., 1991). Sulla base deil'omologia della CCR con ASSVd,
CBLVd & stato classificato come specie appartenente al genere Apscaviroids.

In natura sono stati riscontrati pill frequentemente CVd-Ia e Ib, in miscela con CEVd o con
altri RNA-viroidi, in Cina, Filippine, Giappone, Israele e Turchia, In Italia non sono stati mai
individuati viroidi del gruppo I (La Rosa et al., 1988).

I CVd-I su cedro Etrog determinano epinastia pronunciata delle foglie o ripiegamento della
lamina fogliare in seguito a necrosi puntiforme della nervatura centrale nella pagina inferiore.

Gruppo I (CVd-1I). Insieme al CEV4d & il gruppo pilt importante, poiché include il viroide re-
sponsabile della cachessia (CCaVd). Vi appartengono 3 RNA-viroidi: CVd-Tla, CVd-IIb
(CCavd) e CVd-Ilc la cui grandezza, determinata mediante sPAGE, era stata indicata rispetti-
vamente di 302, 299 e 297 nuc. (Semancik e Duran-Vila, 1991). Le caratteristiche biologiche, la
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dimensione delle molecole e la sequenza nucleotidica, hanno portato a stabilire che i viroidi del
gruppo II degli agrumi sono omologhi al viroide responsabile del nanismo del luppolo (HSVd)
{Diener et al., 1988; Sano et al., 1988). In base alla sequenza nucleotidica di CVd-1Ta e di CVd-
IIb si & potuto confermare l'elevata omalogia con HSVd (Levy e Hadidi, 1993). Recentemente
lo studio di sequenza di diverse varianti del gruppo ha evidenziato che CVd-IIa fa parte dei "ci-
trus-type HSVd" mentre CVd-IIb e CVd-Ilc, rispettivamente di 299 e 295 nuc., sono inclusi tra
gli "hop-type HSVd" (Reanwarakorn e Semancik, 1999). Secondo la recente classificazione essi
rientrano nel penere Hostuviroids.

CVd-IIa e CVd-IIb sono stati individuati, da soli o associati al CEVd e/o ad altri RNA, in tutti
i Paesi agrumicoli del mondo (Albanese et af., 1988; La Rosa et al,, 1988). CVd-llc & stato iso-
lato in Australia, in California ed & comune in piante affette da xiloporosi in Israele (Gillings et
al., 1991; Semancik e Duran-Vila, 1991). ‘

CVd-Ila provoca su cedro Etrog necrosi della parte apicale della nervatura centrale delle fo-
glie e imbrunimento del picciolo, CVd-IIb determina raggrinzimento del peduncolo e macchie
necrotiche nel fusto sotlo il punto d’inserzione del peduncolo (Duran-Vila ef al,, 1993).

L’appartenenza di un RNA-viroide al gruppo II & confermata dall’inoculazione in cetriolo
Suyo (riduzione di sviluppo, rugositd delle foglie, accorciamento degli internodi, proliferazione
di gemme fiorali ed vna generale colorazione scura del fogliame). Su tale ospite non si replica-
no i gruppi CVd-I e CVd-UI mentre CEVd e CVd-IV si moltiplicano ma non inducono sintomi
specifici. Un altro ospite utile per caratterizzare i CVd-II & il crisantemo in quanto lascia repli-
care i viroidi di questo gruppo e CEVd, mentre inibisce la moltiplicazione dei gruppi I, Il e IV
(Semancik e Duran-Vila, 1991).

Gruppo I11 {CVd-III}. Comprende 4 vircidi: CVd-Iila, CVd-IlIb, CVd-Illc e CVd-illd, con
genoma compreso tra 297 e 280 nuc, 1 viroidi di questo gruppo si distinguono per la gamma di
piante ospiti ristretti al genere Citrus, per la mancanza di correlazioni con malattie degli agrumi
e per la capacith di determinare in alcune specie o combinazioni d'innesto una significativa ri-
duzione di sviluppo senza deprimere i caratteri quali-quantitativi della produzione. Numerosi
viroidi del gruppeo sono stati isolati in diversi Paesi {(Australia, Sud America, Israele, Italia} e
sequenziati (La Rosa, dati non pubblicati; Rakowski et al., 1994, Semancik et al., 1997; Stasys
et al,, 1995), Dal confronto delle sequenze & emerso che i viroidi di questo gruppo sono inclusi
nel genere Apscaviroids, benché siano molto pill piccoli di qualsiasi altro viroide correlato a
ASSVd.

1 CVd-1I si trovano in natura in varie combinazioni: CVd-1IIa sembra pil frequente in Cali-
fornia, mentre CVd-IIb & diffuso un po' in tutte le aree agrumicole mondiall,

1 CVd-III su cedro Etrog provocano modesta riduzione di sviluppo, necrosi e raggrinzimento
del picciolo, necrosi della nervatura centrale delle foglie accompagnata da marcata epinastia
{Duran-Vila et al., 1988).

Gruppo CVd-1V. L'unico rappresentante del gruppo & CVd-1V, costituito da 284 nucleotidi
(Puchta er al.,1991). Esso ha un’elevata omologia con CEVd nella regione CCR e nell'estrémita
destra, e con HSVd nel dominio terminale sinistro. La nuova classificazione generale dei viroidi
colloca CVd-1V nel genere Cocadviroids.

Nessuna malattia & stata, a tutt’oggi, associata a {ale RNA, CVd-TIV su cedro Etrog provoca
necrosi della nervatura centrale ed epinastia delle foglie, mentre su cetriolo Suyo e su Beninca-
sa hispida si replica senza indurre sintomi (Puchta et al., 1989).
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LE MALATTIE DEGLI AGRUMI DA VIROIDI

Exocortite

Secondo le prime segnalazioni 'exocortite degli agrumi si presentava con desquamazione del-
Ia corteccia del tronco e macchie clorotiche su ramett e branche di arancio trifegliato (Poncirus
trifoliata) (Fawceit e Klotz, 1948) e di limetta di Rangpur (C. limonia). Benton et al. (1949) ri-
ferirono che la malattia era conosciuta in Australia sin dal 1930 come "scaly butt" e dimostraro-
no che era trasmissibile per innesto. Si pensd quindi che si trattasse di una nuova malattia da
virus fino a che Semancik e Weathers ne dimostrarono 'eziologia da viroide (CEVd) (Seman-
cik e Weathers, 1972).

La variabilitd dei sintomi era attribuita ad isolati di diversa virulenza (Calavan e Weathers,
1961), ipotesi supportata dalle risposte sintomatiche ottenute su cloni di cedro Etrog particolar-
mente sensibili come USDCS 60-13, Arizona 861 e Arizona 861-S-1 (Roistacher et al., 1977).

Le piante affette da exocortite mostrano una riduzione di sviluppo variabile a seconda della
combinazione d’innesto, delle condizioni ambientali e della virulenza dell’isolato. I sintomi del-
ie infezioni, consistenti in fessurazioni o desquamazione della corteccia, si osservano in campo
solo in piante adulte su arancio trifogliato e alcuni suoi ibridi, limetta di Rangpur, limetta di Ta-
hiti e limetta messicana.

La maggior parte delle specie di agrumi commerciali, arancic dalce, mandarino, pompelmo e
limone sono ospiti asintomatici. Tra i portinnesti, I’arancio amaro, il limone rugoso, ’alemow,
il limone volkameriang, il mandarine Cleopatra sono tolleranti alia malattia.

11 viroide & probabilmente presente in tulle le aree agrumicole del mondo soprattutto nei cloni
utilizzati prima dell’avvio di programmi di risanamento degli agrumi.

11 cedro & molto suscettibile alle infezioni di exccortite, reagendo con spaccature della cortec-
cia, riduzione di sviluppo, deformazioni delle foplie e a volte con la morte della pianta. Le sele-
zioni di cedro Arizona 861 e I’ Arizona 861-5-1 sono attualmente utilizzate per I’espletamento
del saggio biologice della malattia e degli aleri viroidi.

Un'ottima replicazione di CEVd e relativa risposta sintomatica si hanno anche su Gynura au-
rantiaca D.C., pomodoro Rutgers e crisantemo; tali indicatrici, dopo I'inoculazione del viroide,
presentano sviluppo ridotto, epinastia € rugositi delle foglie. Replicazione senza espressione di
sintomi specifici si ha invece utilizzando cetriolo Suyo e calendola francese (Tagetes patula L.)
{Fonseca e Kitajima, 1993).

La caratterizzazione molecolare ed il sequenziamento di CEVd hanno dimostrate che si tratta
di uno dei pid grandi viroidi oggi conosciuti; le prime varianti studiate, a differente patogenicita
su agrumi, risultarono di dimensioni tra 371 e 375 nue. (Visvader e Symons, 1985).

Altre varianti di CEVd sono state riscontrate successivamente su pomodoro affetto da “Indian
bunchy top” (Mishra ef al., 1991) e su vite (Garcia-Arenal et al., 1987). E’ stato dimostrato che
un upico isolato di CEVd pud contenese in miscela piti varianti deflo stesso viroide che possono
essere selezionate in vivo mediante il passaggio su ospiti diversi (Semancik er al,, 1993). Aliri
studi hanno individuate una variante di CEVd di 463 nuc., denominata CEV D-92, in ibridi di
pomodoro (L. esculentum x L. peruvianuwm) inoculati con un isolato californianc di CEVd
(CEV-C), usualmente mantenuto in collezione su Gynura aurantiaca. Dall'analisi della sequen-
za di CEV D-92 & emerso che la lunghezza straordinaria della molecola & dovuta a due sequen-
ze di 92 nuc. ripetute nelle regioni V e Te. H confronto tra tale sequenza e quella del viroide del
cadang-cadang della noce di cocco (CCCVd) ha rivelato una certa omologia tra i due viroidi
nella regione terminale T» suggerendo eventi di ricombinazione durante I’evoluzione di moleco-
le viroidali apparentemente diverse {Semancik et al,, 1994},



Cachessia e xiloporosi

La cachessia & stata descritta per la prima volta da Childs (1950) ed & una malattia caratteriz-
zata dalla formazione di gomma nella corteccia con alveolature nel legno di piante di mandarina
e ibridi di mandarino, come tangelo (C. reticulata x C. paradisi) e tangor (C. reficulata x C. si-
nensis} e di clementine (C. clementinag Hort. ex Tang.). Lo malattia & nota anche su alemow, li-
meite acide, dolei e kumquat (Fortunella spp. Swing). La xiloporosi, segnalata da Reichert e
Perlberger (1934), causa sintomi analoghi su limetta dolce di Palestina,

Studi biologici e molecolari hanno consentito |’identificazione del viroide CVd-IIb (CCaVd)
come agente eziologico della malattia (Semancik er al., 1988) e ne hanne suggerito 14 distinzio-
ne dalla xiloporosi, patologia causata probabilmente da un viroide differente, CVd-Ilc (Seman-
cik e Duran-Vila, 1991).

Recenternente, & stato dimostrato che CVII-b e CVd-He inoculati sulle indicatrici per caches-
sia (mandarino Parson’s Special, Tangelo Orlando e alemow) provacano alveolatura del legno e
depositi di gomma al punto d’innesto e alle bifarcazioni dei rami. Gli stessi viroidi, inoculati su
limetta dolce di Palestina, determinano solo butteratura del legno. Gli Autori pertanto conclu-
dono che le differenze tra le due malattie riguardano esclusivamente la diversa risposta
dell’ospite all’inoculazione dei due viroidi. CVd-1Ib e CVd-llc possono indurre gli stessi sinto-
mi, se inoculati sulle stesse indicatrici, benché differenti in numero di nucleotidi e sequenze
(Reanwarakorn e Semancik, 1999). Tali prove sperimentali confermano 'ipotesi avanzata da
Childs nel 1965 che, solo sulla base di osservazioni sintomatiche su limette dolci e tangelo Or-
lando, considerava cachessia e xiloporosi malattie diverse per la risposta sull’ospite ma coinci-
denti nell’agente eziologico.

1l saggio biologico della cachessia si effettua inoculando il mandarino Parson's Special inne-
stato su un portinnesto vigoroso e mantenendo le piante in saggio in serra calda per 9-12 mesi.
Oggi questo saggio non sempre & considerato affidabile perché la manifestazione dei sintomi
pud essere attenuata nel caso di infezioni miste di CVd-IIb e di CVd-IIa. In alternativa al man-
darino si possono utilizzare piante di cedro Etrog o indicatrici erbacee che forniscono risposte in
tempi pidl brevi purché tali saggi siano seguiti da analisi elettroforetiche (Duran-Vila et al.,
1993).

La malattia & stata segnalata in quasi tutte le aree agrumicole del mondo anche se la maggior
parte delle specie commerciali {(arancio dolce, pompelmo, limone, pummelo) e dei portmnestl
(arancio amaro, arancio trifogliato e suoi ibridi} sono ospiti asintomatici.

QUADRI SINTOMATOLOGICI RIFERIBILI A VIROIDI
Gum pocket

II gum pocket & stato segnalato in Argentina (Foguet e Oste, 1968), Sud Africa (Schwarz e
McClean, 1969), e come gummy pitting nel 1976 in Australia (Fraser ez al., 1976) e nel 1984 in
Italia {Cartia ef al., 1984) in diverse cultivar di agrumi innestate su arancio trifogliato. I sintomi
50 questo portinnesto consistono in alveolature profonde, depositi di gomma con formazione di
sacche nel legno e nella superficie cambiale della corteccia, fessurazioni della corteccia e
schiacciamento del tronco datla parte esposta ad ovesi. Le piante sono generalmente di taglia
ridotta o nane e [’agente di malattia & trasmissibile per innesto.

Solo recentemente Marais ef al. (1996) hanno individuato in piante con I sintomi deseritti un
viroide appartenente al gruppo CVd-IIL



Gummy bark

Il gummy bark & stato segnalato per la prima volta in Egitto nel 1956 (Nour-Eldin, 1956) e
successivamente anche in Marocco, Libia, Sudan, Grecia, Turchia, Arabia Saudita e Iran (Roi-
stacher, 1991). La malattia & stata inizialmente descritta come decolorazione del floema di aran-
cio dolce innestato su arancio amaro, 1 sintomi caratteristici, visibili asportando gli strati super-
ficiali della corteccia, consistono in una colorazione rosso bruna e impregnazioni di gomma nel-
la corteccia pilt 0 meno gravi. Tali alterazioni sono evidenti sopra la linea d’innesto e possono
estendersi fino alle branche principali; occasionalmente, si nota sulla linea d'innesto un deposi-
to di gomma. Le piante presentano riduzione di taglia di diversa intensiti fino al nanismo.

La malattia & trasmissibile per innesto e solo recentemente, in un’indagine svolta in Turchia,
sano stati individuati associati ad essa, utilizzando saggi elettroforetici, miscele di viroidi con-
tenenti CEV4, viroidi dei gruppi CVd-1, CVd-1I, CVd-IIT e CVd-IV. La costante presenza di
viroidi del gruppo CVd-II e I'analogia dei sintomi con quelli della cachessia lasciano conclude-
re agli Autori che tali RNA potrebbero essere responsabili delfla malattia (Onelge et al., 1996).

ALTERAZIONI INDOTTE SPERIMENTALMENTE

L'inoculazione sperimentale di CVd-la su piante di arancio dolce Valencia, innestate su aran-
cio trifogliato, ha determinato una sintomatologia definita dagli Autori "trifoliate deep pit”, in
cui a depressioni puntiformi sul legno del tronco del portinnesto corrispondono creste appuntite
sulla faccia cambiale della corteccia. Dalle prove & emerso che CVd-Ta riduce la sezione del
tronco del nesto del 32% ed il volume della chioma del 33%.

CVd-Ih, invece, inoculato sulla stessa combinazione d’innesto ma in miscela con CVd-Ila ¢
CVd-TITb, ha fornito una sintomatologia definita "finger imprint" in cui depressioni trasversali
sull'arancio trifogliato sono accompagnate da modeste fessurazioni della corteccia. Con tale i-
noculo le piante in sagpio hanno mostrato una significativa riduzione di sviluppo, sia nella se-
zione del tronco (47%) che nel volume della chioma (30%), rispetto ai controlli sani. L’assenza
in questo caso di depressioni puntiformi del legno suggerisce che il CVd-Th non provoca tale
reazione sull'arancio trifogliato o che tali sintomi sono soppressi nell'infezione mista. Benché
CVd-Ia e CVd-Ib siano correlati fisicamente e biologicamente sembra quindi che possane avere
un diverso comportamento su alcuni ospiti.

L’inoculazione di CVd-Ila in piante di arancio Valencia innestate su arancio trifogliato causa
una risposta sintomatologica, definita "trifoliate mild bark cracking", consistente in fessurazioni
poco profonde della corteccia nel portinnesto senza riduzione di sviluppo dell'ospite (Roistacher
et al., 1993).

Viroidi nanizzanti

Al viroidi del gruppo III & stata attribuita la capacita di indurre riduzione di sviluppo nelle
piante di agrumi innestate su arancio trifogliato o suoi ibridi coltivate in pieno campo (Gillings
et al,, 1991; Hadas et al., 1991); essi appaiono pertanto di estremo interesse nel caso in cui si
vogliano utilizzare come fattori “nanizzanti” per I’ottenimento di piante a sviluppo conienuto.
Anche in Italia la sperimentazione sull’argomento & molto attiva (Albanese et al., 1996; Catara
et al., 1993; Polizzi et al., 1991).



CONCLUSIONI

La maggior parte delle specie commerciali di Citrus sono ospiti asintomatici dei viroidi, ad
eccezione del limene e della limetts, che possono mostrare desquamazione della corteccia in
presenza di CEVd, e del mandarino, mandarino-simili e della limetta dolce di Palestina se infetii
con CVd-1Ib e CVd-Ile. Nonostante cid, poiché la trasmissione dei viroidi in campo si pud veri-
ficare per innesto e tramite attrezzi & indispensabile utilizzare sempre materiale di propagazione
sano,

A tale fine nel nostro Paese & prevista una serie di Disposizioni legislative atte a garantire lo
stato sanitario del materiale vivaistico. Tra queste, il DM 29/10/1993 fissa le norme per la certi-
ficazione volontaria del materiale di propagazione di agrumi e prevede, analogamente allo
schema dj certificazione proposto dalla Organizzazione Europea per la Protezione delle Piante
(EPPO,1995), I'accertamento dell’esenza di tutti i viroidi mediante saggi biologici su cedro E-
trog e analisi elettroforetiche. Tale verifica & prevista sia nel caso di definizione di materiale
*virus conirollato™ che in quello di “virus esente”.

11 DM 14/4/1997, in recepimento della Direttiva comunitaria 93/48, ha impartito norme che
devono essere seguite nel nuovo sistema di avtocertificazione obbligatorio dei “materiali CAC”
(Conformitd Agricola Comunitaria), Questo Decreto definisce 1 requisiti minimi che le piante
devono possedere per essere commercializzate e, per quanto riguarda i viroidi, prevede controlli
e analisi di exocortite e cachessia-xiloporosi effettuati con metodi adeguati e ’impiego di por-
tinnesti resistenti a tali patogen.
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