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IL VIRUS DEL PINOT GRIGIO
SEMBRA ESSERE COMPARSO

NEI VIGNETI DEL VENETO

SOLO RECENTEMENTE

Il virus del Pinot grigio (GPGV) é stato da poco tempo scoperto in Italia; successivamente & stato segnalato an-
che in altri Paesi europei ed in Corea. In questo studio é stata analizzata la presenza di GPGV in 441 campioni di
vite raccolti in Europa nel periodo 2002-2014. | risultati suggeriscono che il virus sia comparso in Veneto solo di
recente, mentre sembra essere stato presente in alcuni Paesi dell'est Europa gia da almeno 10 anni. La caratteriz-
zazione genetica di diversiisolati di GPGV raccolti in Italia e in altri Paesi europei mostra un basso polimorfismo,
con una divergenza nucleotidica massima del 3,2% nella regione genomica 5.

INTRODUZIONE

M Il virus del Pinot grigio (GPGV) & un mem-
bro del genere Trichovirus nella famiglia Beta-
flexiviridae, recentemente identificato in viti
della cv. Pinot grigio provenienti dal Trenti-
no Alto Adige (1). Il suo parente pil stretto
a livello molecolare ¢ il Berry inner necrosis
virus (GINV), un altro trichovirus che ¢ stato
ritrovato in Giappone (2). GPGV ¢ stato indi-
viduato in diverse varieta di vite provenienti
da varie regioni italiane (3-6). In aggiunta, la
presenza di GPGV e stata riportata in Slove-
nia (7), Corea (8), Slovacchia e Repubblica
Ceca (9), Francia (10) e Grecia (11). I principali

sintomi associati alla presenza di GPGV, visibi-
li soprattutto all'inizio della stagione vegeta-
tiva, sono ritardo nel germogliamento, foglie
piccole e deformate, con maculature cloroti-
che e decolorazioni nervali, internodi corti,
rese ridotte e scarsa qualita delle bacche,
spesso associatiad arresto della crescita e de-
perimento della pianta (Figg. 1, 2, 3) (1, 12).
M Diversi lavori hanno perd mostrato un'as-
sociazione poco chiara tra i sintomi ed il
virus, dato che e presente anche in molte
viti asintomatiche (1, 7, 13). Studi recenti
hanno inoltre rivelato 'esistenza di isolati
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di GPGV geneticamente distinti che potreb-
bero influenzare la manifestazione della
malattia (14).

MATERIALI
E METODI

M L3 presenza di GPGV é stata valutata pri-
ma in vigneti del Veneto e poi di altri Paesi
europei su campioni raccolti sia nel periodo
2002-2005 sia nel 2013-2014, conserva-
ti nella collezione del CREA a -80 °C come
estratti di RNA totale.
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Fig. 1 - Sintomi della virosi del Pinot grigio: deformazioni e decolorazioni fogliari su varieta Glera.

Fig. 3 - Sintomi della virosi del Pinot grigio: ritardo nel germogliamento, foglie di dimensione ridotta,
internodi corti, e deperimento generale della pianta su varieta Traminer aromatico.

B L'RNA totale é stato estratto dal tessuto
floematico di tralci legnosi o foglie secondo
il protocollo di Mackenzie et al. (15), e i cDNA
sono stati preparati secondo quanto descrit-
toin Angelinietal. (16). La diagnosi di GPGV &
stata eseguita con una coppia di primer, dise-
gnatain questo studio, specifica per l'amplifi-
cazione di un frammento di 430 pb del gene
per la proteina di rivestimento del capside
(CP-F2 5'-ATAGCAGTTGAAGGGACCTC-3"; CP-
R2 5-AAGCCGTGATAGCATTAGTC-3). La PCR
@ stata eseguita usando l'enzima Taq DNA
polimerasi con le seguenti condizioni: dena-
turazione iniziale a 94 °C per 5 min; 35 cicli di
94°Cper20s,52°Cper30se72°Cperd5ss;
e allungamento finale a 72 °C per 5 min.

m Primer per |'amplificazione dellrRNA 18S
di Vitis spp. sono stati usati come controllo
interno per verificare la qualita dellRNA e la
riuscita del saggio molecolare RT-PCR (17).
Tale verifica e stata molto importante nella
valutazione degli estratti di RNA archiviati che
sono stati conservati a -80 °C per diversi anni.

RISULTATI E
DISCUSSIONE

M In totale sono state analizzate 225 viti pro-
venienti dal Veneto, scelte a prescindere dal
loro stato sanitario. | campioni, raccolti da
vigneti commerciali o da collezioni ampe-
lografiche di eta variabile dai 2 ai 50 anni,
corrispondevano a 28 diverse varieta, rap-
presentative delle principali varieta di vite
coltivate in Veneto. Erano inclusi 75 campioni
raccolti nel 2002-2005 e 150 campioni rac-
colti nel 2013-2014. Un controllo prelimina-
re per verificare la qualita dell'RNA totale &
stato eseguito con i primer per 'rRNA 18S di
vite, in modo da scartare i campioni che non
venivano bene amplificati (meno dell'1%).
L'analisi per GPGV dei campioni raccolti nel
2002-2005 ha rivelato la presenza del virus
solo in una pianta della cv. Cabernet franc;
al contrario, € risultato positivo il 78% delle
viti raccolte pili recentemente (2013-2014),
con infezione estesa a quasi tutte le varieta
analizzate (21 su 25). Un'analisi comparativa
condotta sulle stesse 34 viti, corrispondenti
a 15 varieta, coltivate in due collezioni am-
pelografiche del Veneto, ha mostrato la pre-
senza di GPGV sul 79% dei campioni saggiati
nel 2014, mentre gli stessi risultano negativi
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negli estratti del 2002 (Tab. 1). Tab. 1 - Risultati delle analisi di GPGV nelle stesse viti provenienti da due collezioni ampelografiche loca-
m Questi risultati suggeriscono quindi che  lizzate in Veneto e campionate in due periodi: nel 2002 e nel 2014.

GPGV sia comparso recentemente in Veneto
e chesisia poi difuso rapcamente, anche = [ IS B

vecchi vigneti di collezioni ampelografiche.

e ) N Cabernet franc 0/2 2/2

Un'alta incidenza del virus é stata da poco .
riportata anche in vigneti delle regioni Trenti- Gl S T o/1 Uil
no (82%) (14) e Friuli Venezia Giulia (18). Cardinal 0/1 11
M La presenza di GPGV e stata quindi valu- Carmenere 0/1 1/1
tata in 216 viti provenienti da diversi Paesi Glera 0/6 6/6
europei. .I campioni erano stati raccolti da Incrocio Manzoni 2-15 o/1 11
collezioni di germoplasma locale durante
due distinti periodi: 104 campioni prima Malvasia istriana 0/2 2/2
del 2005, altri 114 campioni dopo il 2010. Merlot 0/4 3/4
Anche in questo caso il controllo prelimi- Negro amaro 0/2 2/2
nare ha confermato l'ottima qualita degli Pinot nero 0/1 11
estratti di RNA totale che erano stati con- N

. S L Raboso piave 0/1 0/1
servati per lungo tempo. | dati dei campioni
raccolti prima del 2005 hanno mostrato la Raboso veronese 0/1 0/1
presenza di GPGV in quasi tutte le piante Refosco dal peduncolo rosso 0/1 0/1
provenienti dalla Repubblica Ceca e dall'U- Regina 0/2 2/2
craina e in circa la meta dei campioni prove- e 01 11
nienti da Macedonia e Montenegro (Tab. 2).
W Gli altri campioni provenienti da Croazia, Syrah o/ 1
Francia, Grecia, Portogallo e Serbia erano ne- Tocai friulano 0/2 1/2
gativi (57), mentre 3 viti spagnole, apparte- Tocai rosso 0/2 2/2
nentialla stes.sa varieta, sono ri;ultate infette VerdlEs il 0/2 0/2
da GPGV. Nei campioni raccolti dopo il 2010 Infette/totale 0/34 2734

il virus & stato trovato in meta delle viti pro-
venienti da tutti i Paesi considerati (Tab. 2).

. . . Per ciascuna varieta viene riportato il numero di piante infette con GPGV sul numero totale di piante testate.
B Sebbene la dimensione del campiona-

menFo sia limitata, i risultaFi mOStranO PET Tab. 2 - Risultati delle analisi di GPGV in 216 campioni di vite saggiati prima del 2005 e/o dopo il 2010
la prima volta la presenza di GPGV in Roma-  provenienti da diversi Paesi europei.

nia, Ucraina, Bosnia, Montenegro, Serbia,
Croatia, Macedonia, Portogallo & Spagna

sottolineando come il virus sia ampiamente

. o . Bosnia - 1/15

presente in Europa. | nostri risultati sem- -
brano suggerire che GPGV fosse limitato ad Croazla /14 10/16
alcuni Paesi dell’Europa orientale prima del Rep. Ceca 16/17 -
2005, e che si sia largamente diffuso in Eu- Francia 0/8 2/2
ropa dopo it 2010. Grecia 0/11 1/15
W In effetti nei primi anni del 2000, molti .

. oW o Macedonia 7/12 -
Paesi produttori di vino avevano mostrato
grande interesse per il germoplasma vitico- Montenegro 6/13 -
lo dell'est Europa. Diversi Istituti di Ricerca, Portogallo 0/2 7/16
nonché costitutori pubblici e privati e vivaisti, Romania . 16/16
hann-o-|mp.orta't'o‘ genotipi mte're-ssan'tl per Serbia ofs 13
scopi sia scientifici che commerciali. Il virus in
questo modo potrebbe aver raggiunto ['ltalia SESdE 3/18 8/15
ed altri Paesi dell'Europa, anche a causa del Ucraina 2/2 16/16
fatto che allora non era possibile diagnosti- Infette/totale 34/102 62/114

carlo. Una volta introdotto, il virus potreb-
be essersi diffuso attraverso due vie: insetti Per ciascun Paese viene riportato il numero di piante infette da GPGV sul totale delle piante testate.
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Fig. 4 - Relazioni evolutive tra isolati di GPGV nella regione genomica 5’ (533 pb). L'albero NJ non radica-
to e stato ottenuto con il programma MEGA usando le 21 sequenze ottenute in questo articolo (indicate
con asterischi), le sequenze pubblicate dialtri 6 isolati di GPGV e la sequenza del GINV. Valori di bootstrap
(>75) sono riportati ai nodi.
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vettori o materiale di propagazione infetto.
A questo riguardo, € stato recentemente
dimostrato che l'acaro dell’erinosi Colome-
rus vitis puo trasmettere GPGV in condizioni
sperimentali (19). E noto che C. vitis & specie
molto comune nei vigneti europei ed anche
nel nord-est d'ltalia, tanto da essere presente
in tutti gli areali viticoli.

M Alcuniisolati di GPGV sono poi stati caratte-
rizzati tramite sequenziamento nucleotidico.
L'analisi in silico della sequenza del genoma

completo di tre isolati di GPGV slovacchi (nu-
meri di accessione di GenBank: FK134123-
FK134125) e la loro comparazione con il
primo isolato italiano caratterizzato prove-
niente dal Trentino (NC_015782) avevano
mostrato un'alta divergenza nella regione
terminale 5' del genoma del virus (230 nt)
(9), portandoci quindi a caratterizzare l'e-
stremita 5" anche sui nostri isolati di GPGV.
L'analisi molecolare é stata esequita su 21
viti provenienti dall'ltalia (Veneto, Trentino

Alto Adige, Friuli Venezia Giulia e Puglia), ol-
tre che da Portogallo, Spagna e Francia. Il se-
quenziamento nucleotidico é stato eseguito
su frammenti di DNA ottenuti con la coppia
di primer GPG 14F-632R, disegnata da Glasa
et al. (9), e le sequenze sono state deposi-
tate in GenBank con i numeri di accessione
KP204961-KP204981. E stato eseqguito un
allineamento multiplo e l'albero filogenetico
(neighbor-joining, NJ) ha mostrato che tutti
gliisolati di GPGV si raggruppano insieme, a
prescindere dalla loro origine geografica (ad
es. Italia, Francia, Slovacchia), formando un
raggruppamento distinto dall'isolato origina-
le trentino (NC_015782) (Fig. 4). Questi dati
mostrano quindi una bassa variabilita gene-
tica del virus (3,2% nella regione genomica
del 5'), che & in accordo con lipotesi di una
recente introduzione del patogeno.

CONSIDERAZIONI
CONCLUSIVE

M In conclusione, abbiamo analizzato la pre-
senza di GPGV in vari campioni di vite raccolti
tra il 2002 e il 2014. | risultati suggeriscono
che GPGV sia stato introdotto in Veneto e
probabilmente anche in varie altre aree viti-
cole europee solo di recente, presumibilmen-
te da Paesi dell'est Europa dove il virus era gia
presente da piu di dieci anni. Ulteriori indagi-
ni pil ampie sarebbero necessarie per valida-
re i nostri risultati in relazione alla presenza
delvirus nel resto dellEuropa. E sicuramente
necessario uno sforzo comune della comuni-
ta scientifica e dei diversi operatori del set-
tore vitivinicolo per affrontare questa nuova
emergenza sanitaria, non solo a livello italia-
NO Ma europeo. [ |
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