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RIASSUNTO

Nel corso di indagini epidemioiogiche condette in Emilia Romagna al fine di individuare le
infezioni virali pitl frequenti su piante officinali, il virus del mosaico dell’erba medica (affalfa
mosaic virns: AIMV) & stato riscontrato in coltivazioni della provincia di Ravenna e Bologna.
Presso il Giardino delle Erbe di Casola Valsenio sono stati prelevati campioni fogliari
sintomatici di: Digifalis purpurea L. (mosaico, nanismo), Lippia citriedora Humb. B. et K.
(macchie gialle, aree necrotiche), Phytolacca americana L. (mosaico, anulature). In un Campo
sperimentale della Facoltd di Agraria ad Imola & stato raccolto Cynoglossum officinale L.
(restringimento e decolorazioni fogliari, nanismo); presso I'Orto Botanico di Bologna ancora
C. officinale (maculature, necrosi, nanismo) e L. citriodora (anulature, variegatura), La
presenza di AIMV in tuite queste specie ¢ stata diagnosticata applicando le tecniche di
“routine” (saggi biologici, microscopia elettronica, PAS-ELISA, IME, GLAD). E la prima
segnalazione di AIMV in C. officinale, D. purpurea, P. americana. Ulteriori studi sono in
corso per valutare la possibilitd che AIMV si trasmetta per seme in aleune di queste specie,

Parole chiave: virus del mosaico dell’erbn medica, Cynoglossum officinale, Digitalis
purpurea, Lippia citriodora, Phytolacca americana.

SUMMARY
VIRUS INFECTIONS ON MEDICINAL AND AROMATIC PLANTS IN EMILIA-
ROMAGNA. IV REPORT

During an epidemiological survey carried out in Emilia Romagna region (Northern ltaly) to
identify the most frequently virus infections occurring in medicinal plants, alfalfa mosaic virus
(AIMV) has been found in crops located in the provinces of Ravenna and Bologna. At the
Herbs Garden of Casola Valsenio, symptomatic leaf samples of Digitalis purpurea L.
(mosaic, stunting), Lippia citriodora Humb. B. et K. (yellow spots, necrotic areas),
Phytolacca americana L. (mosaic, rings), were collected. At an Experimental crop of Imola
(belonging to the Agricultural Faculty of Bologna), Cynoglossum officinale L. (chiorosis and
narrowing of the leaves, stunting) has been found; at the Botanical Garden of Bolagna, other
plants of C. afficinalis (mottle, necrosis, stunting} and L. citriodora (rings, variegation) were
collected. AIMV presence was detected in all these species by applying virological tests
(mechanical inoculations on herbaceous plants, electron microscopy, PAS-ELISA, IME,
GLAD). This is the first report of AIMV infecting C. officinale, D. purpitrea, P. americana.
Other studies are need to verify AIMV seed transmission in some of these medicinal plants.

Key words: aifaifa mosaic virus, Cynoglossum officinale, Digitalis prrpurea, Lippia
citriodora, Phytolacca americana.




INTRODUZIONE

Nel corso di indagini epidemiologiche iniziate nel 1992 con lo scopo di individuare fe
infezioni virali piti frequenti su piante officinali coltivate nell’Italia settentrionale, il virus del
mosaico dell’erba medica {alfaifa mosaic virus: AIMV) ¢ stato ripetutamente diagnosticato in
diverse specie associato a sintomatologie anche gravi. In particolare, questo virus & stato
riscontrato in coltivazioni allestite presso il Giardino delle Erbe di Casola Valsenio (Ravenna)
di: lavandino (ibridi di Lavandula spica L. x Lavandula vera DC.) e menta (Mentha
rotundifolia 1..) con sintomi di mosaico giallo fogliare (Bellardi et /., 1997); cardiaca
(Leonorus cardiaca L.) caratterizzata da nanismo, clorosi e macchie gialle sulle loglie; salvia
sclarea (Salvia sclarea L.) con sintomi di mosaico clorotico e/o giallo sulle foglic bollose
(Bellardi ef al., 1999),

Le indagini sono proseguite ininterrottamente fino al 2001 coinvolgendo altre coltivazioni
dell’Emilia Romagna. Nel periodo primavera-autunno del 2001, in particolare, sono stati
escguiti sopralluoghi non solo nel Giardino delle Erbe, ma anche in un Campo sperimentale
dell'Universita di Bologna allestito presso ['Istituto tecnico agrario “G. Scarabelli” di Imola
(Bologna) ed in alcuni Orti Botanici della regione, fra cui quello della Universita di Bologna.

Di seguito vengono riportati i risultati delle indogini condotte che hanno portato alla
individuazione di alcuni “nuovi” vspili naturali di AIMV.

MATERIALI E METODI
Reperimento dei campioni
Giardino delle Erbe di Casola Valsenio (Ravenna) - L’accurato esame visivo delie specie

coltivate in questa zona collinare (250 m s.l.m.) dell’ Appennino romagnolo, ha permesso di
individuare alcuni casi di probabile eziologia virale, fra cui:

Digitalis purpnrea L. (Scrophulariaceae) (digitale rossa). Alcune delle piante ottenute da
seme ¢ coltivate singolarmente in  vaso, all’interno di una serra, presentavano un leggero
mosaico clorotico sulle foglie, soprattutte su quelle centrali pitt giovani, ¢ riduzione di
sviluppo.

Lippia citriodora Humb. B. et K, (Verbenaceae) (cedrina). Circa il 50% delle piante facenti
parte di un impianto in pieno campo manifestava macchie gialle alquante ampie sulle foglie;
in alcuni casi erano presenti anche aree necrotiche con conscguente malformazione del lembo

{Fig. la).
Phytolacca americana L. (Phytolaccaceae) (fitolacca). Pochi esemplari di una coltivazione in

pieno campo erano di taglia ridotta e producevano foglic caratterizzate da un vivace mosaico
clorotico e/o ginllo, oppure da anelli concentrici anch’essi clorotici e/o gialli (Fig. 16).

Campo sperimentale della Facoltd di Agraria ad Imola (Bologna) - | soprailuoghi eseguiti nel

periodo estive hanno consentito di verificare la presenza di specie sintomatiche, fra cui:

Cynoglossum officinale L. (Boraginaceae) (cinoglosso). Alcune delie piante in coltivazione si
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presentavano di taglia ridotta; sulle foplie, dal lembo fortemenie riswretto, erano visibili
decolorazioni internervali (Fig. 1b).

Orto Botanico dell'Universita di Bologna: L"Orto dei Semplici - A seguito dei sopralluoghi
eseguiti nel periodo estivo-nutunnale, sono stati individuati i seguenti casi di probabile
eziologia virale: i

C. afficinale L. (cinoglosso) Le piante mostravano un minore vigore vegetativo. Le loglic
erano di ridotta dimensione, accartocciate verso il basso, con una leggern maculaturn

internervale e necrosi della nervatura centrale. La produzione di seme & stata scarsa o nulla
{Fig. 1d). '

L. citriodora Humb. B. er K. (cedrina). Sulle foglie, spesso malformate, erano visibili
anulature e variegature clorotiche e/o gialle (Fig. lc).

Indagini virologiche

Tutti i campioni sono stati utilizzati per eseguire inoculazioni mececaniche su piante di sagpio
appartenenti alle seguenti famiglie botaniche: Chenopodiaceae, Cicurbitaceae, Brassicaeae
(Cruciferae), Lamiaceae (Labiatoe), Fabaceae (Leguminosae), Selanaceae, Apiaceae
(Umbelliferae). Porzioni di foglie sintomatiche sono stale macerate in presenza di tampone
fosfato 0,01M, pH 7, addizionato det 3% di PEG (glicole polietilenico, p.m. 6,000).

Osservazioni al microscopio elettronico Philips CM 10 (80 KV) sono state esepuite
utilizzando porzioni fogliari di ciascun campione e delle piante inoculate e mostranti sintomi
{metodo del *leaf-dip™}. A tale scopo il succo cellulare & stato contrastate con PTA (acido
fosfotungstico) all’ 1%,

Per i saggi sierolopici & stata applicata la tecnica ELISA (“enzyme-linked immunosorbent
assay™) “indiretta”, impiegando la proteina A (PAS-ELISA) (Edwards e Cooper, [985). Nei
saggl immunoenzimatici sono stati utilizzati 1 sieri contro i seguenti virus: virus del mosaico
del cetriolo (cucumber mosaic virus: CMV) (PVAS 30) (fornito dall’ Americun Type Colture
Collection, ATCC, Manassas, VA, USA); virus dell’avvizzimenta della fava (broad bean wift
virus: BBWY) sierotipo 1 e 1l (forniti dall'lstituto di Fitovirologia Applicata di Torino);
AIMYV (disponibile presso il DiSTA-Patologia Vegetale (Bellardi et af., 1984).

Ulteriori saggi sierologici sono stati eseguiti applicando le tecniche di immunomicroscopia
eletironica (IME) (“decoration”) (Milne ¢ Luisoni, 1977) e quella di immunomarcatura con
particelle di oro colloidale (*gold-labeled antibody decoration’™: GLAD), di 15 am di
diametro, coniugate con siero di capra anti-coniglio (Lin, 1984),

RISULTATI

In tutti i campioni con i sintomi deseritti sottoposti a saggi PAS-ELISA & stato individuato
AIMV. Unicamente nella fitolncca era presente anche CMV.

Le inoculazioni meccaniche hanno conseatito di trasmettere AIMV su piante erbacee di
sapgio da cedrina (sia di Casola Valsenio che dell’Orto Botanico di Bologna) e da cinoglosso
(unicamente del Campo sperimentale di imola). Quelle eseguite utilizzando campioni
sintomatici foglinri di digitale rossa {Casola Valsenio) e cinoglosso (Orto Botanico di
Bologna) sono risultate negative. Gli inoculi effettuati con foplie sintomatiche di fitolacca
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Fig. 1 - a) Lippia citriodora con sintomi di macchie gialle alquanto ampie sulle foglie. b)
Piante di Cynoglossum officinale, di taglia ridotta, le cui foglie hanno lembo fortemente
risiretto e mostrano decolorazioni internervali. ¢) L. citriodora le cui foglie evidenziano
variegature clorotiche efo gialle. d} C. officinale con sintomi di minore vigore vegetativo; le
foglie, di ridotta dimensione, sono accartocciate verso il basso. ¢) Foglia cotiledonare di
fagiolo su cui sono visibili le lesioni locali necrotiche indotte da AIMV-L. citriadora. f)
Phytolacea americana, di taglia ridotta, le cui foglie sono caratterizzate da un vivace mosaico
e da anelli concentrici clorotici efo gialli,

(Casola Valsenio) hanno consentito di trasmettere su alcune piante indicatrici, in particolare
Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn. ed altre chenopodiacee, unicamente CMV.

Gli isolati di AIMV da cedrina (delle due provenienze) e da cinoglosso hanno infettato le
specie erbacee notoriamente suscettibili a questo A{famovirus, fra cui: C. ameranticalor
(lesioni locali cloro-necrotiche e lineature perinervali sistemiche), Vigna sinensis L. {lesioni
locali rosso-violacee), fagiolo (lesioni necrotiche brune sulle foglie cotiledonari inoculate}
(Fig. le).

Una ulteriore conferma della presenza di AIMV nei campioni originali raceolti in campo ed
in quelli infettati artificialmente & stata fornita dalla applicazione delle teeniche sierologiche
abbinate alla microscopia elettronica IME e GLAD,

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Quests indagine conferma 'elevata frequenza di infezioni virali su specie officinali in
Emilia Romagna ed in particolare quelia di AIMV, responsabile di gravi sintomatologie sia da
solo clie in associazione ad aliri virus fra cui CMV, come verificato su fitolacca.

AIMYV & un virus esiremamente diffuso in tutto il mondo come dimestrato dall’ampio spettro
di ospiti naturali: almeno 230 specie appartenenti a 50 famiglie botaniche, principalmente
Fabaceae (Legiminosae), Compositae, Lamiaceae (Labiatae) e Solanaceae (Conti et al.,
1996).

In Letteratura non risultano segnalazioni riguardanti infezioni naturali da questo virus su D.
purpurea, P. americana e C. officinale. La digitale rossa e la fitolacca sono state invece pill
volte indicate, anche in Italia, ospiti naturali di BBWYV e, relativamente alla seconda, anche di
CMYV (Bellardi et al., 1998).

Per quanto riguarda il cinoglosso, questa specie, unitamente alla cedrinn, viene riporiata nel
Viruses infecting peppers and other solanaceons crops (Edwardson e Christie, 1997)
suscettibile all'infezione di AIMV, ossia ospite “non naturale” di questo virus. Questi duc casi
di infezione in Emilia Romagna riguardanti il cinoglosso confermano quindi quanto in
precedenza sperimentato con inoculazioni meccaniche,

Per quanto riguarda invece la cedrina, c’¢ da notare che, nel sud d'ltalia, AIMYV era stato
isolato da piante con sintomi fogliari di maculatre giallastre e malformazione del lembo
(Martelli e Quacquarelli, 1966). Questa sintomatologia & simile a quelia da noi riscontrata su
cedrina presente nel Giardino delle Erbe, ma diversn da quella (variegature ed anulature)
osservaia sulla cedrina coltivata neil'Orto Botanico di Bologna.

Per quanto riguarda 'origine delle infezioni, & presumibile che queste siano state confratte
dalle piante in campo in seguito alle infestazioni, sempre presenti, di afidi vettori di AIMV,
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tenendo conto anche che questo virus ¢ frequentemente ospitato in piante spontanee. Resta
qualche dubbio per la digitale rossa, ottenuta da seme e coltivata invece in una serra ove non
sono stale riscontrate infestazioni da afidi. E noto che AIMYV in certe specie si trasmette per
seme e per polline (erba medica, peperone, Amaranthus albus, ecc.) (Conti et al., 1996),
Sarebbe quindi opportuno raccogliere il seme prodotto dalle piante di dlgltale rossa infette da
AIMV per verificarne I'eventuale trasmissione per via gamica. E stato invece gia raccolto il
poce seme prodotto dal cinoglossa infetto coltivato nell’Orto Botanico di Bologna per
effettuarne |"analisi.

Sapere se AIMV si trasmetta o meno per seme in specie officinali pud assumere una
importanza di rilievo se si considera che esiste una fitta rete di scambi di materiale di
germoplasma (principalmente seme, ma anche organi ipogei) fra i vari Giardini ed Orti
Botanici, sia nazionali che esteri, cosi come & presente un discreto flusso di sementi fra i
Compi sperimentali di piante officinali allestiti a scopo di ricerca. Con questi scambi si puo
favorire mconsapevolmente la diffusione di patogeni, e non solo virus, da una zona all’altra,
con gravi rischi per le altre specie in produzione. Sopralluoghi e monitoraggi effettuati
periodicamente in queste coltivazioni, ed analisi virologiche opportunamente eseguite,
porterebbero ad un miglioramento della qualitd sanitaria delle singole specie, evitando nel

contempo di allestire i successivi impianti con seme gia infetto all’origine o inviarlo a coloro
che ne fanno richiesta.
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