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PROTOCOLLO PER LA DIAGNOSI DI VIRUS FLOEMATICI FILAMENTOSI
DELLA VITE MEDIANTE RT-PCR

A. MINAFRA, P. SALDARELLI
Dipartimento di Protezione delie Piante e Microbiologia Applicata e Centro di Studio del CNR sui
Virus e le Virosi delle Colture Mediterranee - via Amendola 165/A - 70126 Bari

RIASSUNTO

Di seguito viene descritto un protocolio per la diagnosi di virus floematici filamentosi della vite
mediante RT-PCR e successiva analisi dei prodotti amplificati. Il protocollo sintetizza lo stato
dell’arte nella diagnosi molecolare di tali patogeni e si propone come base di discussione per la va-
tidazione di tale tecnica attraverso la collaborazione dei altri gruppi interessati.

Parole chiave: vite, virus floematici, diagnosi, amplificazione.

SUMMARY

DIAGNOSTIC PROTOCOL FCR RT-PCR DIAGNOSIS OF GRAPEVINE
PHLOEM LIMITED VIRUSES

A RT-PCR protocol for the diagnosis of grapevine phloem-limited viruses and analysis of the am-
plified products is described. The protocol synthesizes he state of the art for molecular diagnosis of
such pathogens and proposes the implementation of cooperative efforts among national laboratories
for the validation of the technique.
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T virus della vite associali ai complessi dell'accartocciamento fogliare e del legno riccio (GLRaV-
1, 2, 3; RSPaV; GVA, B) appartengono ai generi Clasterovirus, Foveavirus e Vitivirus. Hanno tutti
una localizzazione floematica, una erratica distribuzione nella pianta ed una bassa concentrazione
nei tessuti. Sono difficilmente o affatto trasmissibili su ospiti erbacei e dotati di una bassa immuno-
genicith e quindi la produzione di antisieri presenta notevoli difficolta. Il sequenziamento del loro
genoma ha permesso il disegno di primers specifici e/o degenerati per la amplificazione genica (RT-
PCR), incrementando la sensibilita del rilevamento sia in epoche stagionali limitanti (su talee dor-
mienti) che a partire da piccole quantith di acido nucleico totale parzialmente purificato.



CAMPIONAMENTO

Metodo: non sono mai stali effettuati campionamenti estensivi per uno o pilt virus su vigneti
commerciali o vivai, tuttavia data l'origine clonale del materiale di propagazione omogeneamente
distribuita nel vigneto ¢ Ia scarsa velocitit di diffusione di questi virus ad opera di vettori serei, un
campicnamento randomizzato potrebbe essere efficace.

Periodo: saggi consistentemente riproducibili si possono effettuare durante tutto l'arco della sta-
gione vegetativa da aprile (schiusura delle gemme) fino a novembre inoltrato (senescenza delle fo-
glie). E' possibile effettuare anche i saggi su floema di talee dormienti.

Numiero di campioni: da una stessa pianta si consiglia la raccolta di pilt foglie per il prelievo di
frammenti di picciolo fino a 0.1g (da 3 a 5). Per il floema occorre raccogliere il trucioli provenient
da tre o quattro diverse talee (circa 1g) e poi estrarre il campione da (0.1g da trattare.

Tipologia del campione: il picciolo fogliare e/o la nervatura principale sono l'organo d'elezione
durante la stagione vegetativa. Un tendenziale incremento di titolo virale nel corso dell'estate &
spesso stato evidenziato in ELISA. La presenza di sintomi fogliari (accartocciamento e arrossamen-
to autunnale) non € necessaria. Durante I'inverno sono possibili saggi di notevole attendibilita su
floema di talee dormienti.

Metodi di trasporto e conservazione del campione: i campioni verdi vanno trasportati e con-
servati in buste di plastica , ben chiuse e tenute in contenitori preferibilmente refrigerati con bagno
di ghiaccio in estate. Le talee vanno raccolle a completa maturitd, tagliate in fasci e conservate in
busta di plastica chiusa in condizioni di leggera umidith a 4-6°C.

Tipo di saggio: per Ia RT-PCR di virus floemaiici filamentosi delia vite non esistono protocolli

ufficiali. Si sta procedendo, nell'ambito dell'international Council for the Study of Viruses and Vi-
rus-like diseases of the Grapevine (ICVG) ad una preliminare armonizzazione dei protocolli di e-
strazione e dei primer di amplificazione.
Il saggio PCR, per motivi di costo, tempi di espletamento e conoscenze tecniche richieste, é consi-
gliabile su un numero ristretto di campioni per i quali occorre una accurala verifica dello stato sani-
tario (ad es. cloni in via di certificazione o materiale da quarantena). 11 substrato ottimale da cui pac-
tire € l'estratto di acido nucleico totale da piccole quantitd di tessuto {0.1g); sono in via di perfezio-
namento tecniche rapide di estrazione di RNA virale o di succo grezzo da sottoporre alle reazioni
enzimatiche. E' consigliabile effettuare il saggio sulle stesse piante sia in tarda primavera (fine giu-
gno} che in autunno {otiobre-novembre) per rilevare con la massima accuratezza tutti i virus in esa-
me.

Sensibiliti e specificitd conseguibile: I primer attualmente in uso sono virus-specifici e poten-
zialmente universali (capaci di amplificare tutti i ceppi noti); sono stati descritti ed impiegati primer
degenerati genere-specifici, disegnati in regioni del genoma ad elevata conservazione . L'intrinseca
variabilitd genetica dei virus ad RNA puo produrre (in percentuale ancora non nota) un certo nume-
ro di falsi-negativi su cui i primer sono incapaci di amplificare a causa di variazioni di sequenza, La
sensibilitd del metodo PCR ¢é sufficientemente elevuta (dell'ordine di picogrammi di RNA virale per
mg di tessuto) e viene incrementata dal rilevamento per ibridazione fredda dei prodotti PCR. E' in-
dispensabile l'uso di campioni di controllo sani ed infetti. La sintesi di cDNA mediantz random
primer offre la possibilith di utilizzare lo stesso cDNA per amplificare potenzialmente tutti i virus
presenti nello stesso estraita.
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PROTOCOLLO

1. estrarre in bustina di plastica 100mg di campione in 1 ml di EB*.

2. raccogliere 500ul in microtubo sterile e aggiungere 100ul di sodie lauril sarcosina {10%), incuba-
re, con agitazioni periodiche (2-3 min) , per circa 10'a 70°

3. tenere in ghiaccio per 2' e centrifugare alla massima velocita per 5.

4. aggiungere a 300ul di supernatante : 300ul di Nal (1), 150 ul etanolo assoluto ¢ 25ul di particelie
di silica **. Agilare e incubare con agitazione periodiche (2 min) per circa 5' a temperatura am-
biente.

5. centrifugare a 6K per 1', rimuovere il SN e lavare il pellet , agitando energicamente, con 500ul di
WB***, Centrifugare nuovamente alla stessa velocild e ripetere lavaggio, omogenizzazione , centri-
fugazione e rimozione del SN.

6. al pellet definitivamente asciutto {(ma non disidratata) aggiungere 150ul di acqua sterile, agitare,
incubare a 70° per 2' e centrifugare alla massima velocith per 3'. Raccogliere il liquido in un micro-
tubo pulito e effettuare su di una aliquota una lettura spettrofotometrica della concentrazione.

7. una quantita di acido nucleico totale di 0.5-2.5ug va portata a volume in 30ul finali con acqua e
1ug di esanucleotidi random. Incubare a 95° per 3' e disporre in ghiaccio i tubf per 2'.

8. aggiungere 20ul di miscela di cDNA (2) e incubare per 1h a 42°

9. aliquotare {ed eventualmente congelare) Sul di ¢cDNA in microtubi 'thin-wall' da 0.2ml, a cui ver-
ranno aggiunti 45ul di miscela di PCR (3). Effettuare 30-35 cicli alle temperature di appaiamento
consigliate per ciascun set di primer.

10. 10-15 uj di prodotto PCR possono essere analizzati su di un gel di poliacrillamide al 5% in
TBE, colorato, dopo la migrazione, con argento nitrato. In alternativa, da 5 a 10 ul di prodotto PCR
possono essere denaturati mediante un trattamento di 5' a 100° in un volume di 25-30 ul alla con-
centrazione finale di 0.2N NaOQH, aliquotati su nylon (Hybond N+, APBiotech) e ibridati con sonde
specifiche a DNA marcate con digoxigenina (ibridazione e rilevamento chemioluminescente secon-
do le istruzioni raccomandate , Roche).

*EB: 4M guanidina tiocianato, 0.2M sodio acetato pH5.2 con acido acetico, 25mM NaZ-EDTA, 1M
potassio acetato, 2.5% polivinilpirrolidone 40k, 1% beta-mercaptoetanolo da aggiungere prima del-
l'uso nell'aliquota da usare in die)

*#*Preparazione della silica: aggiungere 60g di silica (Sigma S3631) a 500ml di acqua, mescolare ¢
lasciar decantare per 24h. Eliminare 470ml di supernatante. Aggiungere acqua fino a 500ml e agita-
re, lasciar sedimentare per 5-6h, rimuovere ulteriormente 440ml , risospendere bene i 60ml residui e
portare il pH a 2.0 con HCL. Auioclavare ¢ aliquotare in tubi di plastica sterile, canservare al buio a
49,

*%4Washing buffer: 10mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5mM EDTA, 50mM NaCl, 50% etanolo.

(1) Nal: dissolvere 0.75g di Na2SO3 in 40ml acqua, aggiungere 36g Nal, agitare fino a completa
dissoluzione econservare in bottiglia scura a 4°,

(2) miscela di cDNA/1 reazione: 10ul SXRT buffer, 2.5ul deossinucleotidi (2.5mM ciascuno), 2.4ul
DTT 100mM, Sul 0.3M beta-mercaptoetanolo, 1ul (2000) M-MLYV reverse transcriptase (BRL-Life
Technologies).

(3)miscela di PCR/1 reazione: 35ul acqua, Sul 10x buffer, 2-3ul MgCI2 25mM, 1ul deossinucleoti-
di (2.5mM ciascuna), Tul di ciascun primer 6uM, 0.2ul (1U) Taq Polymerase (Promega).
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Conferma dei risultati: per i virus in essme non ¢ sempre possibile [a comparazione dei dati
PCR con i risultati ELISA, poiché non sempre gli antisieri sono disponibili e utilizzabili per questo
saggio sierologico, E’ questo il caso di RSPaV. Per gli altri virus in esame sono disponibili kit com-
merciali per diagnosi ELISA con relative istruzioni d'uso fornite dai produttori.

NOTE:

La diagnosi dei virus della vite viene attualmente condotta mediante saggio sierologico ELISA nella
quasi totalitl dei Iaboratori italiani. Il presente protocollo costituisce una preliminare base di discus-
sione per I’armonizzazione della diagnosi molecolare e richiede un necessario ed ulteriore processo
di validazione in cooperazione con tutti i laboratori interessati presenti sul territorio nazionale,
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