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Introduzione

Il progetto di Short Term mobility a suo tempo approvato prevedeva la continuazione di una collaborazione già esistente tra il laboratorio del Dott. Falk, presso il Department of Plant Pathology dell’Università della California-Davis e l’istituto di Virologia Vegetale di Torino. Il laboratorio del Dott. Falk, è probabilmente il laboratorio piu’ importante nello studio dei Crinivirus, un gruppo di virus a RNA a catena positiva, a genoma bipartito, di elevata complessità per il numero di ORFs codificate e coinvolte nel processo di infezione della pianta.. 
Tale gruppo di virus, e’ considerato “emergente” dal punto di vista epidemiologico, in quanto, a parte il membro tipo “Lettuce infectious yellows virus” (LIYV), che ormai non riveste piu’ importanza come patogeno in quanto  il vettore e’ stato soppiantato da popolazioni di Aleurodidi che non sono efficienti vettori (scomparsa del biotipo A di Bemisia tabaci), vi sono almeno quattro specie virali importanti dal punto di vista agrario. Tra queste ricordiamo Tomato Infectious Chlorosis Virus (ToICV) e Tomato chlorosis virus (ToCV), entrambi presenti anche in Italia, e Cucurbit yellow stunt disorder virus (CYSDV), presente in varie aree del mediteranneo, e negli stati del sud ovest degli Stati Uniti.
Breve inquadramento teorico del problema dello studio dei Crinivirus

Alla base delle difficoltà nello studio dei crinivirus vi è non solo la già citata complessità ed estensione del genoma (che rende tutti i clonaggi particolamente complessi e suscettibili di errori), ma anche alcune caratteristiche biologiche di questo gruppo che hanno limitato il suo studio: tra queste vanno ricordate il loro esclusivo accumulo nei tessuti floematici, la impossibilità di trasmissione meccanica, e la loro trasmissione in campo da parte di insetti Aleurodidi in modo semipersitente. Da queste caratteristiche in particolare deriva una limitazione nel sistema di studio fino ad ora utilizzato che impedisce l’utilizzo dei trascritti in vitro degli RNA virali per l’infezione diretta della pianta (che invece è il sistema base che ha permesso un approccio di genetica inversa per la maggior parte dei gruppi di virus delle piante a genoma a RNA a catena singola ad orientamento positivo). Per questo gruppo di virus, i cloni cDNA infettivi la cui sintesi di RNA virale è guidata in vitro dalla polimerasi batteriofagica T3, sono stati ottenuti per LIYV a meta’ degli anni 90, ma la loro utilità è limitata dal fatto che l’RNA ottenuto non puo’ infettare direttamente la pianta, ma solo mediante una metodologia complessa e costosa, che prevede dapprima infezione di protoplasti, successivamente una purificazione delle particelle virali e da ultimo una acquisizione in vitro delle particelle da parte delle B. tabaci per la trasmissione del virus alle piante. Data la poca riproducibilità dei risultati delle infezioni di protoplasti nel caso di alcuni mutanti nelle varie ORF, è stato poi difficile ottenere risultati di rilevanza sperimentale nella trasmissione delle particelle virali alla pianta da parte del vettore.

La collaborazione tra i due laboratori prevede un approccio sperimentale  alternativo che semplifica notevolemente lo studio dei mutanti di cDNA dei crinivirus. Tale modello di studio prevede lo sviluppo di cloni cDNA del genoma virale, che siano infettivi non tramite trascrizione in vitro degli RNA, ma direttamente sulla pianta mediante infiltrazione in foglia di colture di Agrobacterium tumefaciens che portino plasmidi contenenti il genoma virale  trascritto in vivo sotto la guida del promotore 35S. Inoltre tali pasmidi devono contenere un ribozima derivato da Hepatitis Delta Virus (HV) a monte del terminatore Nos  per il taglio esatto dell’estremità 3’ del genoma virale, .
Era scopo del mio soggiorno ripetere gli esperimenti di agroinfiltrazione cercando di ottimizzare la percentuale  di infezione nelle piante, e di dimostrare la trasmissibilità mediante aleurodidi dell’infezione virale ottenuta tramite agroinfiltrazione. Allo stesso tempo, visto il successo teorico ottenuto con LIYV, si è proceduto alle prime fasi di assemblaggio dei corrispondenti cloni di CYSDV.

Risultati ottenuti durante il periodo di Short term mobility, Ottobre-Novembre 2008

1) Incremento della percentuale di infezione di N. benthamiana mediante agroinfiltrazione diretta di cloni infettivi. 
A tal fine ho proceduto a utilizzare ceppi di A. tumefaciens diversi, quali C58C1 (invece di GV301 utilizzato precedentemente), e ad un utilizzo di piante di N. benthamiana piu’ giovani, e a temperature generalmente piu’ basse di quelle utilizzate precedentemente. In un esperimento iniziale è stata ottenuta una infezione dell’80% delle piante a tre settimane dall’agroinfiltrazione, e del 100% a 5 settimane dall’agroinfiltrazione.
2) Controllo della presenza delle principali proteine strutturali e non codificate dall’RNA 2
A tal fine sono stati eseguiti esperimenti di Western blot utilizzando anticorpi contro la proteina p26, contro la proteina CPm, e contro le particelle virali, che hanno dimostrato la presenza di tutte le proteine saggiate . Inoltre e’ stata controllata la integrità della struttura delle particelle virali mediante osservazione al microscopio elettronico di particelle decorate con gli anticorpi specifici.
3) Esperimenti di trasmissione in vitro a lattuga da parte dell’insetto vettore a partire delle particelle virali ottenute da piante di N. benthamiana infettatte mediante agroinfiltrazione

Al fine di confermare l’effettiva equivalenza biologica tra isolato wild type di LIYV, e quello ottenuto mediante agroinfiltrazione, si è proceduto ad esperimenti di trasmissione controllata utilizzando protocolli già precedentemente  in uso nel laboratorio ospitante che prevedono la parziale purificazione del virus mediante cicli di ultracentrifugazione differenziale, e la acquisizione del virus da parte del biotipo A di B. tabaci a partire da nutrizione su membrana. Una volta acquisito il virus, adulti di B. tabaci sono stati messi per la trasmissione su lattuga per 24 ore e in seguito e’ stato eseguito un trattamento insetticida.  Sintomi evidententi sulle foglie di lattuga hanno suggerito l’avvenuta infezione nel 100% delle piante, che e’ stata confermata mediante analisi western. Tale esperimento ha confermato anche la competenza dell’isolato ottenuto per agroinfiltrazione rispetto all’infezione di lattuga.
4) Sperimentazione dell’utilizzo di piante transgeniche di N. benthamiana per il soppressore di gene silencing P1-NC-Pro negli esperimenti di agroinfiltrazione
Sempre al fine di aumentare la percentuale di infezione mediante agroinfiltrazione, si è anche provato ad agroinfiltrare i due cloni per RNA1 e RNA2, direttamente su piante transgeniche per P1/HC-Pro. Anche in questo caso si è ottenuto il cento per cento di infezione, con sintomi molto severi che hanno portato alla morte delle N. benthamiane infette.
5) Dimostrazione della necessita’ della proteina P34 per l’infezione sistemica di N. benthamiana

La co-agroinfiltrazione di un mutante dell’RNA1 che sostituisce buona parte del gene p34 con GFP,  con il clone dell’RNA2 WT ci ha permesso di valutare la infettivita’ di tale combinazione. Nessuna delle 10 piante di N. benthamiana e’ risultata infetta, dimostrando un ruolo della proteina p34 nell’infezione sistemica della pianta, dato che il costrutto di per se replica nelle cellule singole  e in protoplasti.
6) Assemblaggio in vettori binari derivati da quello iniziale di mutanti delle proteine dell’RNA2

Una serie di mutanti delle proteine codificate dall’RNA2 erano gia’ stati preparati mediante inserzione di due codoni Stop a valle di ciascun ORF nel clone infettivo mediante trascrizione in vitro. Tutti i mutanti sono in grado di replicare in protoplasti, ma il ruolo singolo di ciascuno di essi nell’infezione della pianta non si è potuto precedentemente dimostrare data la poca efficienza di replicazione per le successive fasi di trasmissione da parte del vettore. A partire da ciascun mutante e’ stato derivato l’agroclone corrispondente: MT22, MT23, MT24, MT25,  MT26  e  MT26X che rispettivemente introducono codoni Stop nell’ORF CPm, HSP70, CP, p59, e  p26.
La valutazione dell’infettivita’ di tali cloni sara’ effettuata nei mesi successivi.
7) Tentativi di agroinfezione di lattuga e di cucurbitacee mediante gli agrocloni gia’ dimostratisi efficaci nella agroinfezione di N. benthamiana
La varietà di lattuga Colbert green e’ stata agroinfiltrata con gli stessi costrutti descritti precedentemente trasformati in cellule agrobatteriche C58C1. A 5 settimane dall’agroinfiltrazione ancora non si vedevano segni di infezione da parte del virus. Allo stesso tempo, due varieta’ di melone sono state agroinfiltrate con gli stessi costrutti, ma trasformati in un ceppo di agrobatterio diverso (EHA105 con pCH32). La valutazione verrà fatta nelle prossime settimane.
8) Clonaggio e sequenza completa dell’RNA2 di CYSDV
Durante il soggiorno precedente era stato eseguito il clonaggio e sequenziamento completo dell’RNA1 di un isolato di CYSDV proveniente da meloni infetti dell’Arizona.
A partire da sequenze gia’ pubblicate di ceppi europei di CYSDV, sono stati disegnati oligonucleotidi per il clonaggio mediante RT-PCR e il relativo sequenziamento dell’RNA2 del genoma di CYSDV. Sono stati clonati 4 frammenti di circa 2kb, la cui sequenza era in parte sovrapposta, a partire da campioni di melone infetto proveniente dall’Arizona. I cloni sono stati sequenziati, e la sequenza completa dell’isolato americano e’ stata depositata in Genbank e utilizzata nelle fasi del punto successivo.  
9) Fasi inziali dell’assemblaggio della cassetta plasmidica 35S/RNA2/HV relativa a CYSDV

A partire dal plasmide JL89, vettore binario contenente 35S e HdV, si e’ iniziato il clonaggio dell’RNA2 di CYSDV. Al momento sono stati inseriti 2kb di genoma alle due estremita’nelle posizioni che danno origini alle esatte estremita’ del 5’ e del 3’ dell’RNA2 risultando nel clone pCYSDV-MT23 (Fig. 10).

Conclusioni
Il pur breve soggiorno nell’ambito della Short Term Mobility ha permesso di concludere un lavoro precedentemente iniziato che è di fondamentale importanza per la  comprensione degli aspetti molecolari  del ciclo vitale dei Crinivirus. Sono in corso di elaborazione una serie di manoscritti di cui il sottoscritto sarà co-autore. 

Rimane come obiettivo quello di costruire un sistema infettivo mediante “Agro-cloni”, anche per CYSDV: il miglioramento genetico per la resistenza a tale virus dipende in modo diretto dall’assemblaggio di tali cloni, e numerose ditte sementiere nel campo orticolo hanno manifestato interesse a tale aspetto applicativo della ricerca.
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