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VIRUS

/

** agenti infettivi costituiti da particelle submicroscopiche
¢ 1 solo tipo di acido nucleico: RNA o DNA incapsidato in
un involucro proteico e a volte circondato da membrana
glicoproteica

¢ Parassiti obbligati, strettamente intracellulari

¢ Si replicano solo in cellule vive

¢ Possono provocare malattia




VIROIDI

*»» agenti infettivi costituiti da piccole molecole di RNA
circolare

¢ costituiti da poche centinaia di nucleotidi e alto grado
di struttura secondaria. Non sono incapsidati e non
codificano proteine

¢ parassiti obbligati, strettamente intracellulari

** specifici delle piante

% possono provocare malattia
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| nucleotidi si legano tra loro a formare gli ACIDI NUCLEICI

Estremita 5 Z6\_-N

,

Gli ac. nucleici sono catene di nucleotidi legati
attraverso un legame (o ponte) FOSFODIESTERE che si
forma fra il gruppo OH in 3’ di un nucleotide e il C-5’
fosforilato del nucleotide successivo.

DEOSSIRIBONUCLEOTIDI >>> AC.
DEOSSIRIBONUCLEICI (DNA)

NH, ’ RIBONUCLEOTIDI >> AC. RIBONUCLEICI (RNA)

C

Lo scheletro dell’ac. Nucleico & formato
dall’alternanza di fosfato/ribosio
(deossiribosio), e ogni zucchero dello scheletro
lega una base azotata

G Ogni catena polinucleotidica si differenzia
dalle altre per la sua sequenza
nucleotidica (sequenza di basi)
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In Italia molto diffusa e I'infezione da

chrysanthemum virus B (Carlavirus), i sintomi
possono variare a seconda della cultivar di crisantemo ma
sono spesso legati alla presenza di mosaico lieve o
schiaritura nervale sulle foglie inducendo spesso una

qualita inferiore dei capolini fiorali. Particelle di un ; ‘
Carlavirus, presumibilmente chrysanthemum virus B, sono G \\ P ‘
state visualizzate in microscopia elettronica in estratti di XY |

foglie di crisantemo var. Snowdon, campionate durante la
visita alle aziende del 28 Settembre 2017.

) A\

Clorosi e deformazione su foglia di
crisantemo var. Snowdon
presumibilmente riconducibili ad
infezione da chrysanthemum virus B.

Supakitthanakorn et al 2021 CVB in
Tailandia — giallume e mosaichetto




tomato aspermy virus

(Cucumovirus) & anche molto diffuso e
spesso induce nanismo della pianta e
deformazione e screziature dei capolini
apportando gravi danni e compromettendo la
commercializzazione dei fiori.

Sintomi da tomato aspermy
virus in crisantemo (Raj et al.,
2006)




L'Orthotospovirus tomato spotted wilt virus (TSWV) & un patogeno
estremamente importante per il crisantemo: i sintomi indotti sono spesso molto gravi e sono
caratterizzati da necrosi su foglie steli e fiori, riduzione di sviluppo delle piante e induzione di
scalarita nella fioritura; TSWV e estremamente diffuso nelle aree tropicali e sub-tropicali del
mondo, e descritto in numerosissime specie vegetali ortive e ornamentali anche in Italia;
TSWV e considerato uno dei dieci virus piu pericolosi per le specie vegetali, posizionandosi al
secondo posto (Scholthof et al 2011); particelle di TSWV, sono state visualizzate in
microscopia elettronica in estratti di foglie di crisantemo var. Magnum e Snowdon,
campionate durante la visita alle aziende del 28 Settembre 2017; L'infezione da TSWV e stata
successivamente confermata con saggio ELISA specifico per TSWV.

Particelle di tomato spotted wilt virus viste al microscopio
elettronico a trasmissione — IPSP; Sintomi necrotici da tomato
spotted wilt virus su foglie di crisantemo — IPSP




un altro Orthotospovirus molto pericoloso per
il crisantemo & chrysanthemum stem

necrosis virus (CSNV), inizialmente
descritto in Brasile ma segnalato anche in
Olanda e sporadicamente in varie zone del
mondo (Yoon et al 2017). E’ trasmesso da
tripidi, provoca necrosi molto gravi ed e nella
lista EPPO A1l per la regolamentazione della
quarantena riguardante i virus.
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Sintomi da chrysantlemum stem sis virus
(EPPO Global Database) \
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Altri virus sono stati descritti in crisantemo in passato, tra questi cucumber mosaic virus,

potato virus X e tobacco mosaic virus; & importante inoltre segnalare che dal 2010 ad 8 »l'
.~ oggi sono stati segnalati in Cina, Taiwan e Korea su crisantemo particolari infezioni da virus non ‘(-ﬁ}

comuni, quali bidens mottle virus, potato virus Y, zucchini yellow mosaic virus

-~ -

., e carnation Italian ringspot virus (Chen et al 2012, Liu et al 2014, Niu et al 2015, Seo et
-, al 2015).
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Ashwathappa et al 2020 tomato leaf curl New Delhi virus with mosaic and
leaf curl disease of chrysanthemum in India

Insetto vettore Bemisia tabaci



Afidi/cicaline/bemisia

Liu et al 2021 - a novel cytorhabdovirus

associated with chrysanthemum yellow dwarf disease
in China

Provvisoriamente chiamato
"chrysanthemum yellow dwarf
associated virus" (CYDaV).
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Yan et al 2020 - Fi 2 Virus
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Kubota et al 2021 - chrysanthemum mosaic-associated virus,
a novel emaravirus infecting chrysanthemum in Giappone — mosaico ed
anulature clorotiche

Trasmessi in genere da acari

family Fimoviridae, order Bunyavirales




chrysanthemum stunt viroid

Trasmissione con pratiche colturali

Healthy

Crisantemo sano e infetto a
confronto

Il crisantemo e tra le prime tre piu importanti ornamentali da fiore
reciso. Il CSVd e I'agente causale di una delle principali malattie del
crisantemo (noto in vari modi come Chrysanthemum morifolium,
C. indicum, Dendranthema morifolium, D. grandiflora e D.
grandiflorum). Questa malattia e stata scoperta per la prima volta
negli Stati Uniti, dove ha avuto un grave effetto sull'industria di
produzione del crisantemo (Horst et al., 1977; Lawson, 1987).
Successivamente, la malattia e stata riscontrata in praticamente
tutti i paesi in cui si coltiva il crisantemo (Lawson, 1987).
L'incidenza dell'infezione varia notevolmente da paese a paese e
nel tempo, anche all'interno di un singolo paese; in base alla zona
di campionamento e alla cultivar, con incidenze fino al 100% in
Corea del Sud (Chung et al., 2005), 90% in Giappone (Matsushita
et al., 2007), 70% in India (Singh et al., 2010) , e una media
inferiore al 12% in Cina (Palukaitis 2019)
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CSVd e stato segnalato in 26
paesi (Yoon e Palukaitis,
2013). 15 paesi in Europa
(Austria, Belgio, Repubblica
Ceca, Danimarca, Francia,
Germania, Ungheria, Italia,
Lettonia, Norvegia, Polonia,
Spagna, Svezia, Paesi Bassi e
Regno Unito), quattro in
Asia (Cina, India, Giappone e
Corea del Sud), due in Africa
(Egitto e Sud Africa), due in
Nord America (Canada e
Stati Uniti), due in Oceania
(Australia e Nuova Zelanda)
e uno in Sud America
(Brasile).

E probabile che CSVd sia
stato diffuso dal commercio
internazionale di

talee (Lawson, 1987).




Sacco et al 2018 — survey presso I'azienda Biancheri Creation 2011-2013 — saggio su
presenza di 13 virus

Table 3 Comparison of results for detection of viruses in ranunculus field samples using ELISA (E) and RT-PCR (P).

TSWV RWMV RanLDV RanMMV
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Virosi del ranuncolo

Tomato spotted wilt virus - Necrosi sulle
foglie, sui piccioli e sugli steli fiorali, necrosi apicali
con possibilita di morte della pianta




Quattro potyvirus del ranuncolo - RanLDV, ranunculus leaf distortion virus;
RanMMYV, ranunculus mild mosaic virus; RanMV , ranunculus mosaic virus e
artichok latent virus (Macluravirus)
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Sintomi su fiori




Ranunculus white mottle virus (Ophiovirus)
+ potyvirus

Spore dormienti di Olpidium brassicae




Inoculazione mecc: AV in condizioni

controllate proc



ek Progetta CRIREC
¥ Crisantemao da fiore reciso: interventi di miglioramento varietale @IPSP

Recuperare, risanare e rendere disponibili varieta di crisantemi da fiore reciso
(Dilana, Snowdon e Turner) appetibili dal punto di vista commerciale ma ormai scomparse dai cataloghi
perché hanno perso le loro caratteristiche positive a causa delle malattie virali diffuse dalla continua
propagazione agamica.

Ricostruire il viroma del crisantemo

Mettere a punto saggi diagnostici per i virus e viroidi trovati

Risanare il materiale vegetale per ottenere piante madri virus-free

Verificare |'assenza di virus e viroidi nelle piante madri risanate



Varieta DILANA rosso e giallo e
Campionati a novembre 2017 Variets TURNER
Bianco/clorosi internervale, arrossamenti, clorosi,
accartocciamento fogliare

Campionato a novembre 2019
Blocco della crescita,
deformazione fogliare,
MNECros|

Varieta SNOWDON bianco e giallo Campionati a novembre 2017

Prezzemalatura, mosaico e necrosi, clorosi, deformazione fogliare, arrossamenti QRSP




Valle o,
F%%@i Progetto CRIREC AP

Crisantemo da fiore reciso: interventi di miglioramento varietale

A

Recuperare, risanare e rendere disponibili varieta di crisantemi da fiore reciso
(Dilana, Snowdon e Turner) appetibili dal punto di vista commerciale ma ormai scomparse dai cataloghi
perché hanno perso le loro caratteristiche positive a causa delle malattie virali diffuse dalla continua
propagazione agamica.

ruire il viroma del crisantemo

2. Mettere a punto saqgi diagnostici per i virus e viroidi trovati

3. Risanare il materiale vegetale per ottenere piante madri virus-free

4. \Verificare |'assenza di virus e viroidi nelle piante madri risanate



Ricostruire il viroma del || viroma ossia |'insieme dei virus e agenti virus-simili & molto pit QPSP
crisantemo esteso e vario di quello che si pensava un tempo

1 Ix increase in phylogenetic

diversity of NCLDVs

wciiesbismtnet.. 2B | virus sono |e entita biologiche pit abbondanti sulla

vicophage genomes . JE L es: phages with very large terra (108 il numero di virus esistenti stimati) e
genomes common in gut microbiomes . T 00 0
possono infettare tutti i tipi di esseri viventi

Inoviridae found infecting
all bacterial phyla 2018 \
Autolykiviridae: marine prokaryotic
ICTV embraces metagenomics —— 2017 viruses with broad host range

CrAss-like phages abundant 2014
in human gut

2010s—  Aymento esponenziale dei virus scoperti

NGS, comparative genomics; ——2000s  Prima applicazione delle tecnologie di sequenziamento ad alta efficienza
first metagenomes

1990s —— PCR enables abundance counts,
gene surveys, virome fingerprints
Cryo-EM improves morphometry —— 1984
and classification
1977 —— First DNA genome sequenced da Wang, 2015
First gene and first RNA genome — 1972-76 (phage OX174)
sequenced (phage MS2)

1967 - ICTV formed
First phage survey published —— 1966

1939 ——— EM allows first visualization of viruses;
morphometry is used for classification

Bacteriophages discovered —— 1915

Number of virus species nodes
in NCBI taxonomy database

La scoperta del primo virus
1890s— (TMV)

Figure 1

Major developments in viral discovery. A timeline of some of the most significant discoverics and cvents in
virology lcading to the current cra of metagenomics methods. “Contagium: vivum fluidum” (contagious living
fluid) was the description Beijerinck used to describe tobacco mosaic virus. The scale of the timeline has
been expanded following 2010. Items in red text highlight prominent examples of recent publications using
metagenomic approaches (114-119). Abbreviations: cryo-EM, cryogenic EM; EM, clectron microscopy;
ICTV, International Committee on “Taxonomy of Viruses; NCLDVs, nucleocytoplasmic large DNA viruses;
NGS, next-genceration sequencing; PCR, polymerase chain reaction.

da Call et al., 2021




(% .of°fl |. Ricostruire il viroma del
Ejhﬁ&' crisantemo

Cosa sono le tecnologie di sequenziamento ad alta efficienza (high-throughput)?

tecnologie di sequenziamento
accomunate dalla capacita di sequenziare

MILION] BI SEBUENZE
di DNA o RNA

TE & 2 GOST MOLTE

paTT!
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Le tecnologie di sequenziamento ad alta efficienza associate ad
opportune analisi bioinformatiche permettono di identificare i virus
causa di importanti malattie e nuovi virus/virus-simili senza
Nessuna conoscenza a priori
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R % | Ricostruire il viroma del (@] T
| :?,;: crisantemo _ . . .

b Come funzionano le tecnologie di sequenziamento ad alta efficienza?

Estrazione Frammentazion Sequenziamento in Analisi

RNA/DNA e RNA/DNA parallelo di RNA/DNA bininformatiche

____________ 4ot .
e e T e Vlrus 1

____________ NS WEIR

____________ Virus 2

Ricostruzione del viroma presente 5=




Ricostruire il viroma del

crisantemo

| 'approccio basato sulle tecnologie di sequenziamento ad alta efficienza & attualmente il piv usato per
indagine dei viromi

Neotropic Nearctic Afrotropic Palearctic Indo-Malay Australasia
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e Metagenomic Studies of Viruses in Weeds and Wild Plants: A
I I G & q0 5120 25 Powerful Approach to Characterise Variable Virus Communities

. . . Number of new tomato z 2

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 virus species discovered

Number of new tomato ©
virus species discovered




%E Progetto CRIREC

¥ Crisantemo da fiore reciso: interventi di miglioramento varietale @ PSP

Recuperare, risanare e rendere disponibili varieta di crisantemi da fiore reciso
(Dilana, Snowdon e Turner) appetibili dal punto di vista commerciale ma ormai scomparse dai cataloghi
perché hanno perso le loro caratteristiche positive a causa delle malattie virali diffuse dalla continua
propagazione agamica.

[.  Ricostruire il viroma del crisantemo

re a punto saggi diagnostici per i virus e viroidi trovati

3. Risanare il materiale vegetale per ottenere piante madri virus-free

4. \Verificare |'assenza di virus e viroidi nelle piante madri risanate
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%%K‘ re a punto saggi diagnostici per i virus e viroidi trovati QRSP
¥ b

Evoluzione dei metodi diagnostici e

1900 1910 : L 2020 2030 |

<5 Hestsymptomatology le tecnologie di

Bap transméssbon, graft fnoculation, ulrafifiraticn, indicator plants sequenziamento

l—l oy — oical - ad alta
saggi biologici efficienza
basati su sintomi e stanno

piante indicatrici rivoluzionando

. e . . 13
saggi sierologici . )
e (I cs— ¢ 2pprocc
rilevano le proteine virali . .

diagnostici

saggi molecolari
rilevano ’'RNA/DNA virale

»  Virus diversi possono » Basati su anticorpi che » Messa a punto » Messa a punto
indurre sintomi simili riconoscono le abbastanza veloce veloce
proteine virali
»  Problemi fisiologici » Sensibilita » Sensibilita maggiore
possono indurre »  Utili er la diagnosi di maggiore dei test dei test sierologici
sintomi simil-virali specifici virus noti sierologici
»  Utili per la diagnosi di
»  Virus asintomatici non » Limiti di sensibilita » Utili perla virus noti e nuovi
diagnosticati diagnosi di senza conoscenza a

specifici virus noti priori
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¥ - Crisantemo da fiore reciso: interventi di miglioramento varietale

@PSP

Recuperare, risanare e rendere disponibili varieta di crisantemi da fiore reciso
(Dilana, Snowdon e Turner) appetibili dal punto di vista commerciale ma ormai scomparse dai cataloghi
perché hanno perso le loro caratteristiche positive a causa delle malattie virali diffuse dalla continua
propagazione agamica.

. Ricostruire il viroma del crisantemo con tecniche di sequenziamento ad alta efficienza
2. Mettere a punto saqgi diagnostici per i virus e viroidi trovati

3. Risanare il materiale vegetale per ottenere piante madri virus-free

are l'assenza di virus e viroidi nelle piante madri risanate



Ricostruire il viroma del
crisantemo

varieta di
crisantemg

Mettere a punto saggi
diagnostici per i virus
B viroidi trovati

Verificare
I'assenza di
virus e viroidi
nelle piante
madri risanate

Sequenziamento ad
alta efficienza

Diagnosi molecolare







