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Riassunto

Nelcorso della primavera 2021, alcune piante di 4dquilegia
flabellata allevate presso una serra del Centro Agroinnova
di Grugliasco (TO}, recavano i sintomi descritti in questa
nota. Dalle necrosi presenti in particolare sulle foglie
basali e sui piccioli venivano isolate numerose colonie
fungine, le cui caratteristiche morfologiche, osservate
al microscopio ottico, ne consentivano |’attribuzione
al genere Alternaria sez. Alternaria. La successiva
analisi della sequenza ITS (Internal Transcribed Spacer)
condotta su due isolati, 1i identificava entrambi come
Alternaria alternata. Le analisi molecolari per [ geni tef
ed endoPG condotte sull’isolato 21/59-9 confermavano
I'identificazione di A. alternata. Vengono descritti i
sintomi osservati sulle piante colpite, le osservazioni e le
analisi di laboratorio condotte sugli isolati per giungere
all’identificazione del microrganismo. Infine, vengono
fornite alcune indicazioni utili a prevenire e contrastare
la diffusione di 4. alternata su A. flabellata, ospite su cui
la presenza del patogeno € qui riportata per la prima volta
in Ttalia, cosi come nel resto del mondo.

Parole chiave: piante ornamentali; colombina; necrosi
fogliari.

Summary

Presence of Alternaria alternata on Aquilegia flabellata
grown in Italy

During the spring 2021, brown spots and necrosis
appeared on basal leaves and petioles of plants of
Aquilegia flabellata growing in a glasshouse belonging
to the Agroinnova Centre, located in Grugliasco (Torino
province, Northern Italy). Fungal colonies isolated from
affected plants were observed on the microscope and
their morphological characteristics permitted to identify
the microorganism as Alternaria sect. Alternaria. The ITS
(Internal Transcribed Spacer) analysis carried out on two
isolates identified the fungal causal agent of the disease
as Alternaria alternata (Syn.. A. tenuis). The molecular
analyses carried out on the isolate 21/59-9 with primers
Jor genes tef and endoPG confirmed the identification
of A. alternata. Symptoms observed on affected plants
and the analyses carried out to identify the pathogen
are described. Finally, some strategies to prevent and to
conirol A. alternata on A. flabellata are proposed. This is
the first report of A. alternata on A. flabellata in Italy, as
well as worldwide.

Key words: ornamentals, fan columbine, leaf spots.
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Introduzione

Aquilegia  flabellata appartiene alla famiglia delle
Ranunculaceae ed ¢ una pianta erbacea perenne, impiegata
per realizzare bordure in cui produce prolungate fioriture
primaverili di fiori azzurri. E’ noto anche il suo utilizzo per
la produzione di fiore reciso. Su alcune piante di questa
specie coltivate in Piemonte, sono stati osservati i sintomi
della malattia, causata da un parassita fungino, di seguito
riportati.

Sintomi riscontrati ed identificazione del parassita
Durante la primavera 2021, circa 50 piante di 4. flabellata
di 3 mesi di etd, allevate in vaso presso una serra del
Centro Agroinnova di Grugliasco (TQ), presentavano
alterazioni, a partire dalla base della chioma. Macchie
brune di forma irregolare si diffondevano su buona parte
della superficie delle foglie basali ed erano seguite da
necrosi estese sui piccioli fogliari (Figura 1). Le foglie pit
colpite ingiallivano e disseccavano. Gli isolamenti erano
effettuati da numerose foglie e piccioli infetti, dopo che
erano stati lavati, disinfettati in ipoclorito di sodio (1%6) per
30 secondi e risciacquati in acqua sterile. Dai frammenti
di tessuto (circa 1 mm?) prelevati lungo i margini delle
alterazioni e distribuiti su terreno PDA (Patata, Dextrose,
Agar), si ottenevano numerose colonie fungine verdastre
che, successivamente, venivano allevate in purezza, su
substrato PCA (Potato, Carrot, Agar) (Simmons, 2007), in
alternanza di luce/buio (14h/10h). Su questo substrato, le
colonie producevano rami conidiofori costituiti da catene
ramificate di conidi bruni, settati, di forma da ovoidale a
obclavata. I conidi presentavano 1-4 sefti trasversali e 0-2
setti longitudinali/obliqui e misuravano 8-28 x 6-15 (media:
19 x 9) ym {n = 30). A volte, 1 conidi erano dotati di un
apice, le cui misure variavano da 2 a 10 (media: 4) pm (n
= 50). Queste caratteristiche consentivano di idenfificare
il fungo isolato da A. flabellata come Alternaria sez.
Alternaria (Woudenberg ef al., 2015).

Per confermare I’identificazione morfologica, gli isolati
siglati 21/59-8 e 21/59-9 venivano allevati in vifro, su
PDA, ed il loro DNA era estratto dalle colonie ottenute,
con Iausilio delI’E.Z.N.A. Fungal DNA Mini Kit (Omega
Bio-Tek, Darmstadt, Germany). Dalla successiva reazione
di PCR, condotta con i primers ITS1/ITS4 (White et
al., 1990), si ottenevano due sequenze, enframbi di 496
paia di basi (GenBank accession numbers MZ474197;
MZ474198). Le analisi delie sequenze, svolie con
Palgoritmo BLAST (Altschul et al., 1997), mostravano
per entrambi il 100% di identitd con il ceppo ex-type
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CBS 130265 di Alternaria alternata (GenBank accession
number KP124391). Sull’isolato 21/59-9 era condotta
una PCR anche con i primers tef ed endoPG (GenBank
Accession Nos. OL990028; OL990029 rispettivamente)
(Woundenberg ef al., 2015). Le analisi di queste sequenze
confermavano I’identificazione di A. alternata (100,00%
e 99,55% di identita, rispettivamente per tef ed endoPG).
Pertanto, il fungo isolato da A. flabellata era identificato
come A. alternata (Sin.: A. tenuis; Farr e Rossman, 2021),
in accordo con le caratteristiche morfologiche osservate e
prima riportate.

Inoculazione artificiale e riproduzione dei sintomi

Nel test di patogenicitd, isolato 21/59-8 era allevato su
terreno PCA, e dalle colonie veniva ricavata una sospensione
conidica, poi irrorata alla concentrazione di 1,0x10° conidi/
ml sulle foglie basali di tre piante, apparentemente sane, di.4.
flabellata di 3 mesi di etd. Tre piante dello stesso ospite erano
invece trattate con acqua sterile e utilizzate come testimoni.
Tutte le piante erano chiuse in camere umide, mantenute per
5 giomi, e allevate in serra, dove la temperatura variava da 20
a 26°C. T primi sintomi di alterazione di colore comparivano
circa 10 giorni dopo I’inoculazione, soltanto sulle foglie basali
delle piante inoculate. Successivamente, necrosi simili a quelle
descritte comparivano sui piccioli e si estendevano fino a 5
mm e, da queste, veniva reisolata 4. alfernata. Le tre piante
testimoni restavano invece asintomatiche. Il test di patogenicita
era condotto due volte, ottenendo lo stesso risultato.

Conclusioni

Sono numerosissimi gli ospiti riportati in bibliografia scientifica
per A. alternata (Farr e Rossman, 2021), tuttavia 4. flabellata
non compare fra questi, né in Italia, né altrove. Pertanto, questa
& la prima segnalazione di A. alternata su A. flabellata in Ttalia,
cosi come nel resto del mondo.

Le misure preventive adottabili nei confronti di 4. alfernata
consistono nel disporre le piante di 4. flabellata a distanza
corretta le une dalle altre, per favorire 1’aerazione fra le chiome,
soprattutto negli ambienti di coltivazione chiusi come le serre,
e nell’uso oculato dell’irrigazione (ala gocciolante), finalizzata
alla bagnatura del solo terreno. La presenza di umidita sulle
superfici di foglie e piccioli favorisce invece gli attacchi del
microrganismo che, come osservato nella descrizione dei
sintomi, partono dalle parti pili basse ¢ aduggiate della chioma.
In caso di attacchi, occorre rimuovere le parti /o le piante
infette per abbassare il potenziale di inoculo. Inoltre, andrebbe
saggiata ’efficacia dei principi attivi a base di rame per un
eventuale impiego in fase preventiva, qualora I’ambiente di
coltivazione presenti condizioni di elevata umidita, favorevoli
agli attacchi del parassita.
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Figura 1 - Imbrunimenti e necrosi causati da Alternaria alternata

sulle foglie basali di Aquilegia flabellata.
Figure I - Leaf spots and necrosis caused by Alternaria alternata on

Aquilegia flabellata.

Ringraziamenti
Lavoro finanziato con fondi dell’Universitd di Torino
(progetto ex 60% “Sviluppo e applicazione di tecniche
di diagnostica fitopatologica applicate alla filiera
agroalimentare™).

Lavori citati

Altschul S. F., Madden T. L. Schaffer A. A., Zhang Z.,
Miller W., Lipman D. J. (1997) - Gapped BLAST and
PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs. Nucleic Acid Research, 25, 3389-3402.

Farr D. F., Rossman A. Y. (2021) - Fungal Databases, U.S.
National Fungus Collections, ARS, USDA. June 23, from
https://nt.ars-grin.gov/fungaldatabases/

Simmons E. G. (2007) - Alternaria. An identification
manual. Utrecht, The Netherlands, CBS Biodiversity Series,
775 pp.

White T. J., Bruns T., Lee S., Taylor J. W. (1990) -
Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal
RNA genes for phylogenetics. In: PCR Protocols: a guide
to methods and applications (Innis M. A., Gelfand D. H.,
Sninsky J. J., White T. J. coord). Accademic Press, San
Diego, California, USA, 315-322.

Woudemberg J. H., Seidl M. F., Groenewald J. Z., de Vries
M., Stielow J. B., Thomma B. P, Crous P. W. (2015) -
Alternaria section Alternaria: Species, formae speciales or
pathotypes? Studies in Mycology 82, 1-21.

5-2021



