Virus, viroidi e procarioti endogeni degli agrumi*
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Riassunto

Il virus della tristezza degli agrumi (CTV) causa @mpo epidemie devastanti in
vari paesi agrumicoli e nellarea del Mediterraneloa sostituzione dell’arancio
amaro con portinnesti tolleranti a CTV, pu0 risalwetemporaneamente il
problema, ma rimangono attuali i rischi della pdsk emergenza e/o
introduzione di ceppi di CTV “stem pitting” o conmgure piu virulenti di quelli
attualmente diffusi e/o dell'afidBoxoptera citricidusNon e da sottovalutare poi il
rischio di introduzione dai Paesi asiatici @Giandidatud.iberibacter e dei relativi
vettori, 0 del Citrus tatter leaf virygarticolarmente dannoso in piante innestate su
arancio trifogliato e citrange. Mentre dai Paesild8ud America il rischio
riguarda il “Citrus blight”, la variegatura clorotca, il “Citrus sudden death” e la
leprosi. Incombe anche il rischio di virus gia peesi in alcuni paesi del
Mediterraneo, quali “Citrus yellow vein clearingrus” e “Citrus chlorotic dwarf
virus”, presenti in Turchia, che si assume sianastnessi da insetti vettori, e il
“Citrus leaf blotch virus”, trasmissibile per semé&lé possono trascurarsi altri
problemi, oggi mascherati dall’'uso dell’arancio arpa quali i viroidi agenti
dell’exocortite, della cachessia e di altre malatti

Parole chiavetristezza degli agrumi, Liberibacter, foglia smététa, giallume
delle nervature, nanismo clorotico

Summary

CITRUS VIRUSES, VIROIDS AND PROKAYOTES TRANSMISSIHE.BY
GRAFTING AND VECTORS

Citrus tristeza virus (CTV) is for a long time tb&use of devastating epidemics in
several countries including the Mediterranean regi®he substitution of the sour
orange with tolerant rootstocks will temporary solthe problem, but it is also to

! Comunicazione presentata al seminario “Nuovi sceitasanitari per I'agrumicoltura”, organizzato
dall’Assessorato Agricoltura e Foreste, Unita Opeaa226, a Francofonte in data 30-11-2007.



Sintomatoloqi

consider the possibility of the emergency and/er ititroduction of virus strains
agents of “stem pitting” or however more viruletitan those currently present
and/or its main aphid vectof,oxoptera citricidusMoreover, it is not underrating
the risk of introduction o€andidatud.iberibacter and of the relative carriers, or
the Citrus tatter leaf virysparticularly harmful in plants grafted on trifaiie
orange and citrange, from Asian countries. FromteoAmerica the risky diseases
are the *“Citrus blight”, the “Citrus variegated cbrosis”, the “sudden
death”,the” leprosis”. Not to understimate is alsébe risk of emergency of other
viruses already present in some countries of thditdeanean, as “Citrus yellow
vein clearings virus” and “Citrus chlorotic dwarfimus”, present in Turkey,
assumed to be associated to insect vectors, anftCitres leaf blotch virus”, seed
transmissible. Neither other problems can be negtbdoday masked from the use
of the sour orange, as the viroids of the exocatid cachexia,and other diseases.

Key words: citrus tristeza virus, Liberibacter, tatter leafeliow vein
clearing, chlorotic dwarf, citrus leaf blotch

La “tristeza” degli agrumi

Nota sin dalla fine dell’800, latfisteza” continua ad essere la piu grave delle
malattie virali degli agrumi. Sono oltre 100 milide piante morte a causa delle
infezioni da parte del’omonimo virusCitrus tristeza virus,CTV). Le modeste
conoscenze iniziali (anni 30 - '40), la seleziom&turale di isolati diversamente
virulenti e di loro ricombinazioni in pianta, le remze nella rete dei servizi
fitosanitari, le migrazioni a lunga distanza deinpipale vettore Toxoptera
citricidus) hanno favorito dannala diffusione del virus irtitutpaesi agrumicoli.
Per la sua capacita di dar luogo ad epidemie attsawgli afidi e per la gravita dei
danni si ritiene che la malattia possa dar luogaléetiori complicazioni se non
affrontata in modo tempestivo e strutturale. Suhdéda ricerca € molto attiva e
numerose sono le rassegne pubblicate, fra cuiapedsentata alla giornata su
“Globalizzazione e difesa delle colture”, tenutdsP9 novembre 2007 presso
I’Accademia dei Georgofili (Cataret al, 2007), della quale la presente nota vuole
essere un ampliamefto

Le piante infette da CTV mostrano sintomi variabiin la virulenza del
ceppo, la suscettibilita dell’ospite, la combina&mesto/portinnesto, le condizioni
climatiche, etc. Cio puo costituire talvolta untéae di rischio nell'intercettazione
delle infezioni e nella lotta al virus.

Gli isolati sono definiti: stem-pitting, se in grado di indurre sintomi di
butteratura o altre alterazioni del legno, su drmadolce e/o pompelmo Duncan;
“seedling yellows se inducono accentuati giallumi su arancio am@&ansanismo
nelle piante di arancio dolce innestate su araaonaro; ‘tleclin€, se causano
sintomi di deperimento rapido nelle piante di arargolce innestato su arancio
amaro. | ceppi che danno luogo ad infezioni asiatiche o a fenomeni di
deperimento lento sono genericamente definiti “ta¢rFig. 1 A-D).

2 |n considerazione della vasta mole di pubblicazietative al tema oggetto della presente
nota, dovuta anche all'intensa attivita dell’'Int@tional Organization of Citrus Virologists,
allo scopo di rendere piu agevole la lettura siréfgpito citare nel testo solamente le
pubblicazioni piu recenti e significative sull’amgento, mentre I'elenco completo della
letteratura consultata € citata in bibliografia.



Epidemioloai:

Identificazione e
caratterizzazione
del virus

Occorre tuttavia constatare che le piante di agisono esposte a ripetuti
attacchi di afidi, che favoriscono la co-presengayna stessa pianta, di ceppi di
CTV biologicamente diversi, dando luogo ad intavaziche influiscono sulla
espressione sintomatica.

La trasmissione attraverso i materiali di propagagigioca, sicuramente,
un ruolo fondamentale nella diffusione di CTV adandistanza, mentre gli afidi
assumono un ruolo cruciale nella diffusione loadéé virus. T. citricidus (afide
bruno degli agrumi) éphis gossypi{afide del cotone) sono le due specie di afidi
piu attive nell’epidemiologia della malattisEntrambe acquisiscono il virus solo
durante l'attivita alimentare (1-6 ore) e, dopo spmenti in altre piante ed una
nuova fase di alimentazione (6 e 24 ore), operarsntcessiva inoculazione (Katis
et al, 2007).

Dati epidemiologici evidenziano che in presenza Adi gossypiila
percentuale di piante infette cresce dal 5 al 98Manco di 8-15 anni, mentre in
presenza di. citricidusanaloghi incrementi sono raggiunti in 2-4 annot{@&ald
et al, 1996). La maggiore mobilita delle forme alaté\dossypida luogo ad una
distribuzione puntiforme delle piante infette, menin presenza dr. citricidus
essa risulta a chiazze e uniforme.

Dopo aver raggiunto la Regione Caraibica dell'Agee Centrale, la
Florida e il Messico (CABI, 1998]). citricidusha fatto la sua comparsa nell'isola
di Madeira e recentemente nella penisola iberitéimitate aree nord-occidentali,
non interessate da agrumicoltura estensiva (FigCi®)suscita giustificati timori di
maggiori rischi per I'agrumicoltura dell'intero Migerraneo, anche se I'esperienza
maturata in Florida e in California lascia ritengrassibili scenari differenti da
guelli canonici (Yokomiet al, 2007), sottolineando I'importanza del monitoriagg
continuo e della ricerca.

L'impegno della ricerca per la messa a punto diesis diagnostici in
grado di differenziare i ceppi, alternativi ai saglogici su indicatori standard
(arancio amaro, arancio dolce Madam Vinous, pompdduncan e arancio dolce
innestato su arancio amér@ costante. Negli ultimi 20 anni sono stati messi
punto numerosi metodi sierologici e molecolari. i8ietri policlonali ed anticorpi
monoclonali vengono comunemente utilizzati per tiSISA e DTBIA, mentre
primer e sonde sono disponibili per la diagnosadifferenziazione dei ceppi
attraverso reazioni di amplificazione genica edarione molecolare. Protocolli di
real-time RT-PCR sono stati recentemente messntopgper rilevare il virus sia
nei tessuti vegetali sia nei vettori, nonche unadetche abbina la semplicita del
DTBIA alla sensibilita della real time RT-PCR (Bami etal., 2007).

E’ noto, infatti, che i saggi biologici richiedon@mpi lunghi, locali
attrezzati per l'allevamento delle piante e competesempre piu rare (Garnsety
al., 2005). | sistemi piu efficaci per la carattedzione dei ceppi impiegano:

» anticorpi monoclonali in test sierologici per ataes la presenza/assenza

di ceppi severi;

3 Altre specie di afidi “indigeni”, che infestano canemente gli agrumi, possono trasmettere il virus,
sebbene con efficienza piu bassa. Fra quesBpiraecola(afide verde degli agrumi)l. aurantii
(afide nero degli agrumi) e in misura ancora mirdyeus persic&dA. craccivora

* In alternativa al tradizionale saggio eseguito smenzali o giovani piante rimembri, una

sperimentazione recente ha messo a punto un photomperativo che impiega talee radicate o
innestate e radicate che in adeguate condizioaliellamento consente di accelerare la rispostag olt
al vantaggio di occupare spazi pit modesti (D’Oagttial, 2007).



Classificazione
dei ceppi

La situazione
nell’area del
Mediterranes

» l'amplificazione genica mediante RT-PCR seguitaadalisi RFLP o da
ibridazione molecolare con oligonucleotidi marcgpiecifici o da analisi
SSCP;

* RT-PCR bidirezionale;

» marker molecolari multipli.

Solo Il'utilizzo di piu sistemi puo consentire dadciare il profilo dell'isolato. I
risultato molecolare non sempre collima con il congmento biologico,
probabilmente a causa della co-presenza di ceppdhlche possono “mascherare”
qguelli severi. Il saggio biologico resta ancora ioggndamentale nella
determinazione della virulenza del ceppo, ma lercie € molto attiva e dara buoni
risultati in breve. Recentemente & stato messontéopun protocollo di real-time
RT-PCR basato sull'utilizzo di una sonda TagMargiado di reagire solamente
con ceppi severi che causano stem-pitting e sepgéhiows (Saponari e Yokomi,
2007).

Attualmente, sulla base di analisi con marker nabet, i ceppi di CTV

vengono classificati in:

- ‘blandi’ (CTV-M) responsabili di infezioni asintcatiche o
deperimenti lenti (T30-like),

- ‘agenti di stem-pitting’ (CTV-SP) responsabili ditkeratura del tronco
e dei rami su arancio dolce e/o pompelmo Duncai- (¥e),

- ‘agenti di seedling yellows’ (CTV-SY) responsabili giallumi su
arancio amaro e nanismo in piante di arancio daloestato su arancio
amaro (T3- like),

- ‘decline’ (CTV-D) responsabili di deperimento in piante diraia
dolce innestate su arancio amaro (T36-like).

Una recente indagine condotta saggiando sulle eimgicatrici standard una
collezione internazionale di isolati del virus peaienti da tutti i continenti ha
messo in evidenza 11 profili biologici diversi (Fig) Quattro isolati non hanno
indotto alcun sintomo, mentre tutti gli altri hanmuodotto sintomi su limetta
messicana. Quarantaquattro isolati hanno indotttorsi Su tutte e cinque le
indicatrici. Ben 138 isolati sono risultati rifeflibal gruppo CTV-SY, 36 di essi
hanno mostrato anche sintomi di “stem pitting”. pifofilo CTV-SP é stato
osservato per 44 isolati, su entrambe le indidap@mnpelmo e arancio amaro,
mentre altri 42 isolati hanno indotto sintomi sslo arancio dolce e 16 solo su
pompelmo. Anche l'intensita dei sintomi sulle disetrindicatrici € risultata molto
diversificata (Fig. X) mettendo in evidenza diffeze non rilevabili con metodi
immunoenzimatici o mediante amplificazione geni@arfiseyet al, 2005).

Per quanto riguarda la regione Mediterranea, wexaa condotta su humerosi
isolati provenienti da paesi diversi, studiati camtisieri, saggi su indicatrici e
analisi SSCP ha messo in evidenza nove gruppilegco e differenti profili
biologici e molecolari.

La malattia € nota nellarea del Mediterraneo d&eob0 anni come
documentano le segnalazioni su piante importatepteehute con materiale di
propagazione introdotto da altri Paesi, regolarmeefuite da quadri sintomatici a
carico di cultivar commerciali, caratterizzati dapdrimenti, ritardi nella ripresa
vegetativa, decadimento della capacita produttiveoete delle piante. Ben note
sono le epidemie che hanno interessato la Spagyag)é, e recentemente I'ltalia.

In Italia la malattia € stata segnalata per la @rirlta oltre 50 anni fa, e
poi numerose altre volte. Purtroppo le misure pméve messe in atto sono
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risultate intempestive, inadeguate e non coordinadeprevalente diffusione di
infezioni in forma asintomatica ha, probabilmemte; anni mascherato la presenza
delle infezioni. La multiforme variabilita del visuresponsabile della malattia ha
fatto il resto.

Le indagini di questo ultimo quinquennio mostrartee cCTV €& ormai
diffuso in quasi tutte le aree agrumicole, condeaiza variabile, con esiti esiziali
allorché le piante sono innestate su arancio amaro.

Davinoet al (2005) hanno dimostrato mediante analisi SSCH'isloéato
presente in Puglia e differente da quelli sicilianiiferibile al ceppo blando T-30
della Florida. Cio lascia ritenere che la diffugcsia avvenuta mediante afidi. Gli
isolati siciliani sono geneticamente correlati liweo e presentano una sequenza
nucleotidica strettamente correlata agli isolatif@aiani SY568 e SY107 Altri
ricercatori (Rizzat al, 2007) hanno rinvenuto per la prima volta isaldiribili ai
ceppi CTV-SY sud americani (BaraoB, Val-CB e C271i? piante di arancio
Sanguinello innestate su arancio amaro con sintralveolatura inversa. Infine,
un genotipo di CTV non assimilabile a nessun isoltandard di riferimento e
stato recentemente individuato in un focolaio dBllglia ed e attualmente oggetto
di approfondimenti.

Fortunatamente nel nostro Paese e in nessun Palestediterraneo sono
state riscontrate piante con sintomi diém pitting, né isolati di questo ceppo di
virus.

In considerazione della gravita dei danni e dethiisi rende necessario
attivare urgentemente misure relative al monitoi@gimclusa la metodologia di
campionamento, al saggio, alla caratterizzazion®dica e molecolare dei ceppi
del virus, all'analisi dei biotipi del vettore/i @ella loro efficienza, alla vigilanza
sulla presenza/introduzione Ti citricidus. Auspicabile appare 'organizzazione di
una rete transnazionale e mediterranea di moniaragdi ricerca.

Recenti studi epidemiologici in California (doveresente solo I'afide del
cotone) dimostrano che, in aree dove e in attorogramma di eradicazione, le
infezioni sono piu contenute (0.09-0.7%) mentrdenaltre 'incremento annuale
pud raggiungere il 3,6%. La sperimentazione diipoésti tolleranti alternativi,
adatti alle diverse condizioni pedoclimatiche, mr@gpenta sicuramente una via da
intraprendere, ma bisogna tener anche conto dela s$uscettibilita ad altri
patogeni.

L'impiego di ceppi blandi per indurre meccanismi mliotezione nelle
piante, applicato finora con discreto successocasb di CTV-SP, puo aiutare a
ritardare gli effetti disastrosi della malattia.pedenze pregresse dimostrano, in
ogni caso, che si tratta di fenomeni che possoseresuperati nel giro di qualche
decennio e soprattutto, che ceppi blandi con effditcross - protection selezionati
in una determinata area possono non essere efiiicaolaltra area.

Il trasferimento alle varieta coltivate, con metaminvenzionali o non
convenzionali, di geni di resistenza presenti iouaé specie fra cuPoncirus
trifoliata ha i suoi limiti sia per le remore nell’'utilizzd chateriale geneticamente

5Sulla base del sequenziamento del gene p20 somioidatificati tre isolati. CTV-DS1-SR
(GenBank Acc. AY263360) ottenuto da mandarino ibfawotune in territorio di Siracusa presenta
99% di omologia nucleotidica con lisolato CTV-T3&pagnolo. CTV-DS2-CT (GenBank Acc.
AY263361) ottenuto da arancio Tarocco in territodd Catania presenta 99% di omologia
nucleotidica con I'isolato CTV-SY californiano. CTVSI3-TA ottenuto da arancio Navelina presenta
99% di omologia nucleaotidica con l'isolato CTV-T38pagnolo (GenBank Acc.AJ401190).
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modificato, che per I'elevato numero di cultivao eloni su cui bisognerebbe
intervenire.

La lotta diretta contro l'insetto pud essere effath attraverso le varie
metodologie di ordine colturale, di lotta biologicenché di lotta chimica guidata
e integrata. | risultati sono tuttavia limitati tree nel caso di giovani piante in
vivaio.

Altre malattie ed agenti trasmissibili non presentinel Mediterraneo

Subito dopo la tristezza, gia insediata nell'areh Mediterraneo, la piu
grave minaccia € certamente costituita dalla malatbggi nota come
“huanglongbing (HLB), che sta mettendo in ginocchio I'agrumicot in Florida
e Brasile. Originaria dalla Cina, € nota in Afrimame ‘greening, a Taiwan come
“likubin”, nelle Filippine come feaf mottling. Le piante infette mostrano foglie di
colore giallo o con maculature clorotiche, ingralinto di tutta la chioma,
defogliazione e disseccamento dei rami. | frutticspiccoli, ovali e di colore verde
persistente (da qui il nome “greening”), con sehurtiti e di gusto amaro.

L’agente eziologico € un batterio floematico, noftigabile in vitro, di cui
si conoscono tre speci€a. Liberibacter africanusCa. L. asiaticus eCa. L.
americanus; infetta tutte le specie e cultivar drus, gli ibridi e alcune specie
correlate in modo particolare arancio dolce, mandarino e sibmidi. La
trasmissione avviene per innesto e mediante dll@PsTrioza erytreae presente
in Africa, Yemen, Madagascar e Reunion Biaphorina citri - diffuso in Asia e
Sudest asiatico, India, Arabia, Centro AmericafiBiloe Iran. L’unica strategia di
lotta perseguibile sembra la selezione di geni pgk la costituzione di piante
resistenti.

Anche la leprosi degli agrumi, responsabile dictigi macchie necrotiche
su foglie, rametti e frutti, provoca gravi dannoeomici in Sud America ed, in
particolare, in Brasile. E’ segnalata in Floridac&usata da un virus, trasmesso da
acari piatti del gener8revipalpus(B. phoenicis, B. californicus, B. obovatus
L’ospite piu suscettibile & I'arancio dolce; maridae arancio amaro mostrano
sintomi molto meno gravi.

Il "blight" degli agrumi, gia noto comeybung tree declirfe ha raggiunto
forme epidemiche gravi a seguito dell'introduziomel limone rugoso in
sostituzione dell’arancio amaro. Oggi € presentBrasile, Argentina, Venezuela,
Sud Africa e Australia ma e assente nel Bacindviliterraneo ed in California. |
sintomi si hotano in piante di 6-10 anni, e comsistnel progressivo deperimento
della chioma, foglie piccole e decolorate, morterdevi getti, fioritura ritardata.
Al progredire della malattia, le radici principaiil capillizio radicale muoiono
causando la morte della pianta. Tutte le princigalitivar di agrumi sono
suscettibili, quale che sia il portinnesto. L’arantrifogliato e il citrange Carrizo
sono piu suscettibili dell’arancio amaro. Da piaatiette da blight & stato isolato
un virus ma il suo ruolo nel determinismo della atiéh € ancora da provare
(Brlansky e Howd, 2002).

La variegatura clorotica Citrus variegated chlorosis”CVC), oggi uno
dei piu importanti fattori limitanti la coltivazian dell'arancio dolce in Sud
America. | sintomi principali sono a carico delleglie che presentano clorosi
internervale e macchie brune nella pagina inferibeepiante sono di taglia ridotta
e i frutti di pezzatura inferiore, duri e acidijrvaiano precocemente. Pompelmo,
mandarini e limette mostrano sintomi meno gravilibea di Rangpur, i limoni ed
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il cedro sono tolleranti. L’agente eziologico Xylella fastidiosa,un batterio
fastidioso limitato al floema. E’ trasmissibile p@nesto e tramite Cicadellidi e
Cercopidi.

Il “Citrus sudden death{CSD) é una malattia, di recente segnalata in
Brasile su arancio dolce innestato su lima di Rangpe foglie ed i rametti
disseccano, mentre i frutti restano attaccati pienta. Alla linea d'innesto |l
cambio mostra ingiallimenti a carico del portinmesha nessuna disaffinita.
Recenti acquisizioni hanno dimostrato la trasmibtgibper innesto e la costante
presenza di un isolato di CTV e di un altro virussaciato, probabilmente
appartenente &flarafavirus(Tymoviridag.

Gravi anche i rischi che incombono dai Paesi caientn Oman, negli
Emirati Arabi e in Iran e presente una grave malatelle limette, nota come
“scopazzi’, causata d&a. Phytoplasma aurantifolia, trasmissibile per inoest
verosimilmente tramitédishimonus phycitisll sintomo principale € quello tipico
da scopazzi, con foglie molto piccole che disseacha piante muoiono in circa 4-
5 anni.

Citrus tatter leaf virus(CTLV), introdotto negli Stati Uniti in piante di
limone Meyer provenienti dalla Cina, € presentehann Giappone. Non é
presente nell'area del Mediterraneo. Su piante rdn@o dolce, pompelmo,
mandarino e limone innestate Butrifoliata e suoi ibridi determina taglia ridotta e
disaffinita di innesto, con distacco del nesto anrispondenza della saldatura dei
due bionti (Fig. 1 F). L'arancio amaro é tollerarite diffusione di portinnesti oggi
accreditati come resistenti/tolleranti a CTV, quarancio trifogliato, il citrange,
I'alemow potrebbe fare emergere nuovi problemi.

Malattie ed agenti trasmissibili per innesto gia pesenti nel Mediterraneo

Non inferiori sono i rischi connessi a malattiewdaus,viroidi e procarioti
trasmissibili per innesto e per vettori diversargediffuse in alcuni Paesi del

Mediterraneo. Il loro potenziale di rischio, nonsulta ancora esplorato
adeguatamente o € mascherato dal sconfinamentpatiegeni in ambienti e/o
ospiti limitati.

Citrus leaf blotch virugCLBV), originariamente associato alla disaffinita
d’'innesto del kumqguat Nagami su citrange Troyeesponsabile di altre disaffinita
che interessano clementine Nules, Navelina e N&vala arancio trifogliato in
Spagna. In ltalia & stata osservata su piante ldmcadino e kumquat Nagami
innestate su citrange Troyer (Guamtoal, 2007). Il virus si trasmette per innesto
e, unico virus degli agrumi, per seme. Tale paldi®aspetto lo rende meritevole
di particolare attenzione anche nei programmi dife@azione.

Il nanismo del satsuma, causatoSktsuma dwarf viru¢SDV), descritto
per la prima volta in Giappone, € oggi presenteCorea, Cina e Turchia,
probabilmente introdotta tramite marze infette. B@anto poco dannosa, la
malattia desta preoccupazione per l'ipotizzatantissione ad opera di vettori del
terreno. Nelle specie piu suscettibili, quali ilmdarino Satsuma, determina forte
riduzione di taglia e foglie inarcate a cucchiaio.

Lo stubborn é diffuso in zone a clima caldo secaacti Nord Africa, est
del Bacino del Mediterraneo e Medio Oriente. Agenltella malattia € lo
Spiroplasma citri un mollicute elicoidale, coltivabile in vitro easmesso per
innesto. La diffusione naturale di questo patogeabMediterraneo avviene ad
opera di cicalineCirculifer haematocep® C. tenellus Le piante infette hanno
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taglia ridotta, internodi corti, foglie ispessitggiegate a coppa e con clorosi simili
a carenze nutrizionali, fioritura irregolare, fiuftiori stagione, con ritardo di
colorazione nell’estremita stilare e aborto denise

Recentemente in Turchia & stata accertata la pasén‘“yellow vein
clearing”, malattia originariamente descritta sumdne in Pakistan e
successivamente trasmessa ad arancio amaro, amwoic®, mandarino e altre
specie. Le foglie di limone e di arancio amaro mayst schiarimento delle
nervature e maculature gialle, meglio visibili siglfe giovani della vegetazione
primaverile ed autunnale (Fig 1 G). | tessuti ludgoervatura assiale possono
assumere aspetto idropico per poi imbrunire. Lararfogliare presenta bollosita e
malformazioni persistenti, con margini ondulati. &ancio dolce si osserva solo
una decolorazione delle nervature. La trasmissaviene mediante materiale di
propagazione infetto e probabilmente mediante fietto

Sempre in Turchia desta preoccupazion@ititus chlorotic dwarf(CCD),
una malattia da virus trasmessa Rlarabemisia myricaeche da luogo a foglie
rugose ed arricciate su piante di limone, mandarnaarancio. | sintomi
caratteristici sono molto simili a quelli della iggatura infettiva degli agrumi:
foglie distorte, arricciate, increspate e di dimensridotte, e macchie clorotiche
(Fig. 1 E). Le piante mostrano anche una riduzibgifa taglia.

Né possono trascurarsi i problemi posti dai virogliali Citrus exocortis
viroid e Hop stunt viroid,oggi mascherati dall’'uso dell’arancio amaro. Sdiadtra
parte noti agli agrumicoltori i danni causati dadnciume secco delle radici, che
interessa in modo grave il citrangeuéariumspp) e le difficolta di organizzare
un’efficiente difesa verso malattie fungine, fingpachi anni fa sconosciute o di
secondaria importanza, che causano filloptosi, iseato della produzione e
impegnano i produttori in onerosi e spesso hoduiisd interventi chimici (Grasso
et al, 2007), con ripercussioni nei programmi di latt@grata.

Considerazioni conclusive

Gli elementi disponibili dimostrano che le infezioni CTV nel
Mediterraneo traggono origine da fonti diverse, Eh@ntroduzioni hanno origine
remota e che la malattia ha cominciato a manifeistegli agrumeti solo dopo una
lenta selezione di isolati virali e di biotipi dedttore piu efficienti e compatibili fra
loro. Cio potrebbe spiegare la lunga fase asinticanat’assenza di ceppi CTV-SP.

Il virus e il suo vettore principale costituiscoabmomento la piu grave
minaccia per l'agrumicoltura del Mediterraneo. Nstamte i programmi di
certificazione dei materiali di propagazione e dnitoraggio delle aree indenni in
corso in diversi Paesi, l'intensificarsi degli sd@antommerciali mette in serio
pericolo il futuro della coltura.

Nella maggior parte dei Paesi, poco o0 nulla si @e scaratteristiche
biologiche e molecolari dei ceppi di CTV insediaél teritorio, sulla base delle
quali poter fare delle valutazioni previsionali laulloro virulenza, sulla
trasmissibilith mediante i vettori attualmente prase sulle strategie da seguire.

L'impiego di materiali di propagazione esenti da\Cattraverso specifici
programmi di certificazione, e la sostituzione ‘@efincio amaro con portinnesti
tolleranti rappresenta al momento la via piu effeai contenimento degli effetti
della malattia. E’ tuttavia fortemente auspicalule tale misura agronomica sia
integrata da un sistema efficace di monitoraggidi éntercettazione dei ceppi



severi, che potrebbero pregiudicare lattuale dguil del binomio ceppo
blando/portinnesto tollerante.

Sara in ogni caso necessario valutare criticamglhteffetti bioagronomici
e fitopatologici che, in assenza di misure fitokare restrittive, una riconversione
indiscriminata potrebbe comportare, quale ad esemapiulteriore diffusione di
materiale di propagazione infetto, prelevato da ntgia asintomatiche. I
monitoraggio dell I'evoluzione del quadro fitosamio globale dell’agrumicoltura
nell’area del Mediterraneo consentira di essemeztati a fronteggiare eventuali
nuove emergenze.

Esiste, infine, una pressante esigenza di ricexaaunlare che consenta di
mettere a punto metodi diagnostici piu puntuali etodi di contenimento piu
risolutivi. L'uso di strumenti bioinformatici suppati da reti computazionali ad
alta intensita potra contribuire a definire i motgjenomici strutturali e gli eventi
che determinano il grado di virulenza e la dissexione del virus (Lombardet
al., 2007).

E’ da considerare che l'introduzione di nuove ealtie portinnesti non
sufficientemente sperimentate trovera gli operagatii tecnici impreparati ad
affrontare problematiche bioagronomiche nuove cbe potranno non avere
ripercussioni sulla qualita delle produzioni, sukeniche colturali e sugli stessi
agro-ecosistemi. Appare, pertanto, ineluttabileg nnova azione di riconversione,
sostenuta dalla certificazione sanitaria obbligatdel materiale di propagazione,
dalla restrizione dei movimenti del materiale diopagazione ma anche da
programmi di cooperazione internazionale, che affr® in modo olistico la
ricerca di metodi efficaci di lotta e diano vita@loni di formazione continua.

Un siffatto approccio integrato potra evitare auri@ il rischio d’'introdurre
altri patogeni, quali quelli che stanno mettendayinocchio I'agrumicoltura del
centro e sud America, o quelli gia presenti nel Medhneo, di cui non € ancora
noto il potenziale di dannosita, ma €& evidenteodi® Itrasmissibilitd mediante
vettori.

LETTERATURA CONSULTATA

AGUIAR A.M.F., FERNANDES A., ILHARCO F.A., 1994. Ornhe sudden
appearance and spread of the black citrus aphidptera citricidus (Kirkaldy)
(Homoptera: Aphidoidea) on the island of Madeiraac&iana-Mus. Mun. do
Funchal (N.H.) 168: 1-7.

AYRES A. J., GIMENES-FERNANDES N., BARBOSA J. C.0@®. Citrus
variegated chlorosis (CVC): current status in comuiaé orange groves in the state
of Sao Paulo e Minas Gerais. In: Proc. 15th IOCW{CdOCV, Riverside, CA,
288-292.

BARBAROSSA L., SAVINO V., 2006a. Sensitive and dfiecdigoxigenin-
labelled RNA probes for routine detection of Citriussteza virus by dot-blot
hybridization. J. Phytopathology, 154: 329-335.

BARBAROSSA L., SAVINO V., 2006b. Comparative seqoeranalysis of coat
protein gene of Apulian Citrus tristeza virus isefa J. Plant Pathol. 88: S32.
BERTOLINI E., MORENO A., CAPOTE N., OLMOS A., DE US A., VIDAL
E., PEREZ-PANADES J., CAMBRA M. 2007. Quantitatidetection of Citrus
tristeza virus in plant tissues and single aphigsdal-time RT-PCR. Eur. J. Plant
Pathol. DOI 10.1007/s10658-007-9206-9.



BOVE’' J. M., RENAUDIN J., FOISSAC X., GAURIVAUD P.CARLE P.,
LAIGRET F., SAILLARD C., GARNIER M., 2002. Spiropaa citri: from
functional genomics to...genomics! In: Proc. 1BXCV Conf., IOCV, Riverside,
CA, 278-287.

BRLANSKY R. H., HOWD D. S., 2002. Purification ofrus-like particles from
blight-affected citrus trees. In: Proc. 15th IOCYHE, IOCV, Riverside, CA, 297-
305.

CAB International, 1998. Distribution maps of plgmsts: Toxoptera citricidus
(Kirkaldy), Map No. 132: 5.

CAMBRA M., OLMOS A., GORRIS M.T., MARROQUIN CESTEBAN O.,
GARNSEY S.M., LAUGER R., BATISTA L., PENA |, HBMOSO DE
MENDOZA A., 2000. Detection of citrus tristeza wér by print capture and
squash capture-PCR in plant tissue and single aphidProc. 14th IOCV Conf.,
IOCV, Riverside, CA, 42-49.

CAMBRA M., 2007. Un unexpected visit: Toxopteraricidus in Northern part of
the Iberian peninsula. The current situation 200CV Newsletter, May 2007, 7-
8.

CATARA A., AZZARO A., MOGHAL S.M., KHAN D.A., 1988.Virus, viroid
and prokariotic diseases of citrus in PakistancPéth Int. Citrus Cong., 3: 957-
962.

CATARA A., LA ROSA R., 1998. Spiroplasmi patogergli@ piante. Petria 8 (2):
107-122.

CATARA A., POLIZZI G., 1999. Il_marciume secco deliadici_degli agrumi:
sintomi, cause e suscettibilita™ dei portinnestiitficoltura 61, 38—41.

CATARA A., DAVINO M, 2006. Il virus della tristezzaegli agrumi in Sicilia.
Rivista di Frutticoltura e di Ortofloricoltura, §&): 18-23.

CATARA A, TESSITORI M., 2006. Problematiche (fitostrie
dell’'agrumicoltura italiana dopo la diffusione deirus della “tristeza”. ltalus
Hortus, 13 (1): 49-60.

CATARA A., BARBAGALLO S., SAPONARI M., 2007. Il cas*“tristeza” degli
agrumi. Globalizzazione e difesa delle colture. éo@ofili, quaderni 2007,
Firenze.

CEVIK B., PAPPU S.S., PAPPU H.R., BENSHER D., IRBY.,, LEE R.F.,
NIBLETT C.L., 1996a. Application of bi-direction®CR to citrus tristeza virus:
Detection and strain differentiation. In: Proc.LBDCV Conf. IOCV, 13th IOCV,
Riverside, CA, pp. 17-24.

CEVIK B., PAPPU S.S., LEE R.F., NIBLETT C.L., 1996Ipetection and
differentiation of citrus tristeza closterovirusing a point mutation and minor
sequence differences in their coat protein genegopahology, 86, S101.
D'URSO F., AYLLON M.A., RUBIO L., SAMBADE A., HERMGO DE
MENDOZA A., GUERRI J., MORENO P., 2000. Contributioof uneven
distribution of genomic RNA variants of Citrus taga virus (CTV) within the
plant to changes in the viral population followiaghid transmission. Plant Pathol.
49: 288-294.

DADEN M. 2006. Characterization and strain typinfy Mediterraneancitrus
tristeza virus(CTV) isolates. Thesis submitted for the degre®abter of Science
2005-2006.

DAVINO M., BARBA M., CARUSO A., DAVINO S., GUARDO M,
D'’ONGHIA A., SAVINO V. 2004. Citrus tristezza viru&CTV): a serious threat to

10



the Iltalian citrus groves. In: Proceedings of thdernational Society of
Citriculture, 790-793.

DAVINO S., RUBIO L., DAVINO M., 2005. Molecular ahgsis suggests that
recent Citrus tristeza virus in ltaly were origiedtby at least two independent
introductions. E. J. Plant Pathol., 111; 289-293.

DAVINO S., GUARDO M., SORRENTINO G., CARUSO A., DAMO M. 2006.
Diffusione del virus della “tristezza” degli agrunCTV) in aree agrumicole
italiane. Atti Giornate Fitopatologiche, 2, 507-512

D'ONGHIA A. M., FAHMY H., BRANDONISIO R., DJELOUAHK. 2007.
Improved biological indexing of the main citrus uges and viroids. Book of
abstracts 1'710CV Conference, Adana, Turkey, 94.

GAGO-ZACHERT S., COSTA N., SEMORILE L., GRAU A999. Sequence
variability in p27 gene of citrus tristeza virusT(Q revealed by SSCP analysis.
Electronic J. Biotechnol. 2, (1): 41-50.

GARNSEY S.M., CIVEROLO E.L., GUMPF D.J., PAUL GHILF M.E., LEE
R.F., BRLANSKY R.H., YOKOMI R.K., HARTUNG J.S., 25. Biological
characterization of an international collection Gitrus tristeza virus (CTV)
isolates. In: Proc. 16th IOCV Conf. IOCV, Riversi@A, 75-93.

GILLINGS M., BROADBENT P., INDSTO J., LEE R.F., 139Characterization
of isolates and strains of citrus tristeza clostietus using restriction analysis of the
coat protein gene amplified by the polymerase cleaction. J. Virol. Methods,
44: 305-317.

GOTTWALD R.T., GARNSEY S.M., CAMBRA M., MORENO PIREY M.,
BORBON J., 1996. Differential effects of Toxopteiticida vs. Aphis gossypii on
temporal increase and spatial patterns of spreadtmfs tristeza. In: Proc. 13th
IOCV Conf., IOCV, Riverside, CA, 120-129.

GOTTWALD T.R., GIBSON G., GARNSEY S.M., IREY M., R0. The effect of
aphid vector population composition on local andkiggound component of Citrus
tristeza virus spread. In: Proc. 14th Conf. IOCWdrside, CA, 88-93.

GRIMALDI V., CATARA A., 1996. Association of a filmentous virus with
yellow vein clearing of lemon. In: Proc. 13th IO0@6nf., IOCV, Riverside, CA,
343-345.

GRASSO F. M., BELLA P., GRASSO S., CATARA A. 20(0New or re-emerging
fungal Citrus diseases in the Mediterranean. IOBZéwCitrus IPM WG 2007,
Catania 5-7 November, 118.

GUARDO M., G. SORRENTINO G., T. MARLETTA T., AND ACARUSO A,
2007. First Report of Citrus leaf blotch virus onriquat in Italy. Plant disease, 91
(8): 1054.

HALBERT S.E., BROWN L.G., 1996. Toxoptera citricelKirkaldy), Brown
citrus aphid — Identification, biology and managemstrategies. Florida Dept.
Agric. & Cons. Service, Entomology. Circular no43%.

HILF M.E., GARNSEY S.M., 2000. Characterization agldssification of citrus
tristeza virus isolates by amplification of mul@pmolecular markers. In: Proc.
14th IOCV Conf. IOCV, Riverside, CA, 18-27.

HILF M.E., MAVRODIEVA V.A., GARNSEY S.M., 2005. Gegtic marker
analysis of a global collection of isolates of G#rtristeza virus: Characterization
and distribution of CTV genotypes and associatiorith wsymptoms.
Phytopathology, 95: 909-917.

11



HUANG Z. P., RUNDELL P. A., POWELL C. A. 2004. Deteon and isolate
differentiation of Citrus tristeza virus in infedidield trees based on reverse
transcription-polymerase chain reaction. Plant 888e88, 625-629.

ILHARCO F.A., SOUSA-SILVA C.A., ALVAREZ, ALVAREZ A, 2005. First
report on Toxoptera citricidus (Kirkaldy) in Spaend continental Portugal.
Agronomia Lusit. 51 (1): 19-21.

KATIS N.I., TSITSIPIS J.A., STEVENS M., POWELL &007. Transmission of
plant virus. In: van Emden H. F. & Harrington Rd$g, Aphids as crop pests.
CAB Int., Wallingford-UK, Cap. 14: 353-390.

KORKMAZ, S., CINAR, A., BOZAN, O. AND KERSTING, U.,1994.
Distribution and Natural Transmission of a New \Efit-borne Virus Diseaseo f
Citrus in the Eastern Mediterranean Regiono f Twrke Proc. 9"'th. Cong. of the
Medit. Phyt. Union. Aydin/ Turkey, 437-439.

KRUGNER R., DE C. LOPES M. T. V., SANTOS J. S., BERA M. J. G,,
LOPES J. R. S., 1998. Transmission efficiencyXgfella fastidiosato citrus by
sharpshooters and identification of two new vedeecies. In: Proc. 14th IOCV
Conf., IOCV, Riverside, CA, 423.

LOMBARDO A., DAVINO S., IACONO MANNO M., MUOIO A.,2007. A high
computing bioinformatic approach based on GRIDdetecting recombination in
whole citrus tristeza virus genomes. XIV Congrelszionale S.1.Pa.V., Perugia,
18-21 settembre 2007, p.61.

MACCHERONI W., ALEGRIA M. C., GREGGIO C. C,, PIAZZA. P., KAMLA
R. F., ZACHARIAS P. R. A., BAR-JOSEPH M., FERROAI], DA SILVA A. C.
R., 2005a. A new Tymoviridae virus associated tousisudden death disease in
Brazil. Abstract. In Proc. 16th IOCV Conf., IOCViVerside, CA, 498.
MACCHERONI W., GREGGIO C. C., PIAZZA J. P.,, KAMLA RF.,
ZACHARIAS P. R. A., KITAJIMA J. P., FERRO J. A, DSILVA A. C. R,
2005b. Citrus tristeza virus genome variabilityGitrus Sudden Death affected
areas in Brazil. In Proc. 16th IOCV Conf., IOCVyRiside, CA, 499.

RIZZA S., LOMBARDO A., NOBILE G., CATARA A., 2007Biological and
molecular characterization of two additional Cittristeza virus isolates associated
with sour orange inverse pitting rootstock. XIV rgoesso Nazionale S.l.Pa.V.,
Perugia, 18-21 settembre 2007, p.85.

ROCHA-PENA M.A., LEE R.F.,, LASTRA R., NIBLETT C.L.OCHOA-
CORONA F.M., GARNSEY S.M., YOKOMI R.K., 1995. @ifs tristeza virus
and its aphid vector Toxoptera citricida: threats ditrus production in the
Carribean and Central and North America. Plant &ise79: 437-445.
ROISTACHER C.N., MORENO P., 1991. The worldwideet#r from destructive
isolates of citrus tristeza virus -: Aa review. Proc. 11th IOCV Conf. I0CV,
Riverside, CA, 7-19.

ROMAN M. P., CAMBRA M., JUAREZ J., MORENO P., DURANILA N.,
TANAKA F. A. O., ALVES E., KITAJIMA E. W.,, YAMAMOTO P. T,
BASSANEZI R. B., TEIXEIRA D. C., JESUS JUNIOR W. ,CAYRES A. J.,
GIMENES-FERNANDES N., RABENSTEIN F., GIROTTO L. BOVE’ J. M.,
2004. Sudden death of citrus in Brazil: a graftsraissible bud union disease.
Plant Dis. 88 (5): 453-467.

ROSA C., POLEK M., FALK B.W., ROWHANI A., 2007. Impved efficiency
for quantitative and qualitative indexing for C#rtristeza virus and Citrus psorosis
virus. Plant Dis. 91: 1089-1095.

12



ROY A., MANJUNATH K.L., BRLANSKY R.H., 2005. Assesgent of sequence
diversity in the 5 -terminal region of Citrus tdgh virus from India. Virus
Research 113: 132-142.

RUBIO L., AYLLON M.A., GUERRI J., PAPPU H.R., NIBLET C.L., 1996.
Differentiation of citrus tristeza closterovirus M) isolates by single-strand
conformation polymorphism analysis of the coat @irotgene. Ann. App. Biol.
129: 479-489.

RUBIO L., GUERRI J., MORENO P., 2000. Characaation of Citrus tristeza
virus isolates by single-strand conformation polypidsm analysis of DNA
complementary to their RNA population. In: Proc.tit40OCV Conf., I0OCV,
Riverside, CA, 12-17.

RUBIO L., AYLLON M.A.,, KONG P., FERNANDEZ A., PCEK M,
GUERRI J., MORENO P., FALK B., 2001. Geneticia#ion of Citrus tristeza
virus isolates from California and Spain: evidenck mixed infection and
recombination. J. Virol., 75: 8054-8062.

RUIZ-RUIZ S., MORENO PMORENO P., GUERRI JGUERR] AMBROS
SAMBROS S., 2007. A real-time RT-PCR assay for ct&la and absolute
guantification of Citrus tristeza virus in diffeteplant tissues. J. Virol. Methods,
DOI 10.1016/j.jviromet.2007.05.011.

SALEHI M., IZADPANAH K., TAGHIZADEH M., 2002. Withties’ broom
disease of lime in Iran: new distribution areagpezimental herbaceous hosts and
transmission trials. In: Proc. 15th IOCV Conf., [ORiverside, CA, 293-296.
SAPONARI M., MANJUNATH K.M., YOKOMI R.K., 2007. Qantitative
detection of Citrus tristeza virus in citrus andhigls by real-time reverse
transcription-PCR (TagMan). J. Virol. Methods, DOI:
10.1016/j.jviromet.2007.07.026.

SAPONARI M., YOKOMI R.K., 2007. Use of the CP andPf@ intergene
sequences to discriminate Citrus tristeza viruairsgt Abstract. In 17th IOCV
Conf., Adana, Turkey, 138.

VIVES M. C., RUBIO L., GALIPIENSO L., NAVARRO L., NDRENO P.,
GUERRI J., 2002. Low genetic variation betweenasobf Citrus leaf blotch virus
from different host species and of different gepgieal origins. J. Gen. Virol. 83:
2587-2591.

YOKOMI R.K., DEBORDE R.L., 2005. Incidence, transsibility, and genotype
of citrus tristeza virus (CTV) isolates from a C&xadicative and a non-eradicative
district in central California. Plant Disease, 899-866.

YOKOMI R.K., POLEK M., GRAFTON-CARDWELL E. E., OCQNELL N.,
2007. Rapid assessment of the Citrus tristeza visotates detected at the
Lindcove Research and Extension Center, ExeterinC3pring 2007. Abstract. In
17th IOCV Conf., Adana, Turkey, 58.

13



Figura 1 - A-D) Sintomi diversi di tristezza su i@ di agrumi. A) Grave deperimento di
arancio dolce Valencia innestato su arancio amadButteratura del legno su ramo di
arancio dolce; C) Alveolatura inversa su cortecdia arancio amaro; D) Minute
estroflessioni del legno in prossimita della lingdinnesto su arancio amaro; E)
Bollosita, malformazioni fogliari e decolorazionekle nervature in pianta affetta da
“Citrus chlorotic dwarf’; F) Distacco del nesto ipianta di arancio dolce innestata su
arancio trifogliato affetta da “Citrus tatter leaf” G) Ingiallimento delle nervature in
pianta di limone affetta da “Yellow vein clearing”.

Figure 1 - A-D) Different symptoms of tristeza dise on citrus. A) Severe decline on
Valencia sweet orange grafted on sour orange; BjnSpitting on sweet orange; C)
Inverse stem pitting on bark of sour orange; D)nTWwoody pegs under the bud-union
line on sour orange; E) Crinkled, malformed leagesl vein discoloration caused by
Citrus chlorotic dwarf ; F) Scion disarticulatiohthe bud-union line on a sweet orange
grafted on trifoliate orange infected by Citrugdatieaf virus; Bright vein yellowing on
lemon infected by Yellow vein clearing virus.
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Figura 2 - Diffusione di Toxoptera citricidus nelfgnisola iberica nel 2006-07 (da
llharco et al., 2005)

Figure 2 - Spread dfoxoptera citricidain the Iberian peninsula in 2006-07
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Figura 3 - Rappresentazione schematica di 11 praféi sintomi ottenuti dalla
caratterizzazione di una collezione di isolati dirGs tristeza virus (CTV)LR:
sintomi fogliari e butteratura del legno su limetkdessicana;DEC: clorosi e
riduzione di taglia sulla combinazione d’innest@acio dolce su arancio amaro;
SY: giallume dei semenzali su semenzali di arancioram@SP: butteratura del
legno su semenzali di pompelmo DuncdSP: butteratura del legno su
semenzali di arancio dolce Madam Vinous (da Garmgey)., 2005).

Figure 3 - Schematic view of 11 different symptoaitprns observed consistently
while characterizing a collection @fitrus tristeza virugCTV) isolatesLR : foliar
and stem pitting in Mexican lime)EC: chlorosis and stunting in the grafted
combination of sweet orange on sour orar®)é;seedling yellows reaction in sour
orange seedlingsGSP. stem pitting in Duncan grapefruit seedlin@SP. stem
pitting in Madam Vinous sweet orange seedlinge(a®arnset al, 2005).
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Figura 4 - Rappresentazione grafica della intensit@i sintomi nelle piante
indicatrici per sei dei profili di sintomi di CTV @strati in Fig. 3.LR: reazione su
limetta MessicanaPEC: sintomi sulla combinazione d’innesto arancio dodce
arancio amaro;SY: giallume dei semenzali su semenzali di arancioram@asp:
butteratura del legno su semenzali di pompelmo Bon©OSP: butteratura del
legno su semenzali di arancio dolce Madam Vinous. riessun sintomo e 3 =
reazione severa. | valori mostrati rappresentanoniadia di diversi isolati (da
Garnsey et al., 2005).

Figure 4 - Graphic depiction of symptom severityridicator plants for six of the
different CTV symptom patterns shown in FigLR: reaction in Mexican lime;
DEC: symptoms in the grafted combination of sweet geaon sour orang&Y:
seedling yellows response in sour orange seedl@§& stem pitting in Duncan
grapefruit seedlingsDSP. stem pitting in Madam Vinous sweet orange segdlin
0 = symptomless and 3 = severe reaction (afterseget al, 2005).
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