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Recenti acquisizioni sul determinismo
della batteriosi del cardoncello
(Pleurotus eryngii)

N. S. Iacobellis e P. Lo Cantore
Dipartimento di Biologia, Difesa e Biotecnologie Agro Forestali, Universita degli Studi della Basilicata.
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Introduzione

In alcune aree centro-meridio-
nali del nostro Paese e, in partico-
lare, in Puglia e Basilicata, si ¢
andata sempre piu diffondendo la
coltivazione del cardoncello
(Pleurotus eryngii). La produzio-
ne nazionale del fungo, stimata
per oltre 500 t (3), ¢ destinata
esclusivamente al mercato fresco.

La coltivazione del cardoncel-
lo, realizzata in aiuole sia in serre
condizionate che in tunnel, &
complicata dalla frequente com-
parsa di alterazioni causate da
batteri non ben identificati e appa-
rentemente riconducibili a Pseu-
domonas tolaasii (2). Le perdite
di produzione dovute a tali altera-
zioni possono essere notevoli e
hanno spinto non pochi agricolto-
ri ad abbandonare detta coltura.

La malattia, nota come “in-
giallimento™ o piu comunemente
“batteriosi” del cardoncello, si
manifesta sul pileo con decolora-
zioni inizialmente di colore noc-
ciola chiaro, che virano, poi, al
marrone-rossastro. Sullo stipite i
sintomi sono rappresentati da aree
idropiche, spesso allungate e con-
fluenti, che acquistano successi-
vamente colore bruno-rossastro.
In condizioni di elevata umidita, i
carpofori possono essere ricoperti
di essudato batterico (fig. 1). 1
funghi alterati presentano interna-
mente aree idropiche che col tem-
PO necrotizzano.

I carpofori possono essere col-
piti in ogni stadio di sviluppo e
manifestare, conseguentemente,
arresto di crescita e marciume
molle con emanazione di odore
sgradevole.

Lo sviluppo della malattia e il
suo andamento hanno aspetti par-
ticolari. L’alterazione pud compa-
rire, infatti, in maniera distruttiva
in prima volata per, poi, scompa-
rire del tutto nella seconda. In al-
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tri casi, la prima volata risulta
normale mentre la seconda ¢&
completamente compromessa dal-
la batteriosi. Altre volte la malat-
tia ha uno sviluppo tale da di-
struggere la produzione intera.

I primi studi sull’eziologia
della malattia (5) hanno portato
all’isolamento da carpofori altera-
ti, provenienti da diverse fungaie
della Puglia e della Basilicata, di
batteri del gruppo V delle pseudo-
monadi fluorescenti (7), di cui, tra
I’altro, fa parte P. tolaasii. Tali
batteri, sulla base della patogeni-
cita su blocchetti di pseudotessuto
ricavati da carpofori di Agaricus
bisporus (1) e della risposta nel
saggio della linea bianca (9), sono
risultati diversi da
P. tolaasii (5).

Vista la notevole
pericolosita dell’*‘in-
giallimento™ nella
coltura del cardon-
cello, sono stati re-
centemente ripresi
gli studi sulla sua
eziologia e qui di
seguito sono riporta-
ti i risultati ottenuti.

Materiali e metodi

Isolamenti batterici

saggio della linea bianca (9). Allo
scopo ceppi autentici di Pseudo-
monas tolaasii e di P. “reactans”
sono stati utilizzati per confronto.
Gli isolati batterici sono stati
mantenuti a 4°C su agar nutritivo
contenente il 2% di glicerolo e/o a
- 80°C in presenza del 30% di gli-
cerolo.

Le sottocolture degli isolati
sono state effettuate sul substrato
KB.

Saggi di patogenicita

I saggi di patogenicita su bloc-
chetti di pseudotessuto ricavati da
carpofori di Agaricus bisporus
sono stati effettuati seguendo la

Figura 1- Carpofori di cardoncello coltivato con sin-

tomi di “ingiallimento”.

Gli isolamenti di
batteri da carpofori di P. eryngii
con sintomi di “ingiallimento” so-
no stati effettuati sul substrato B
di King (KB) seguendo le tecni-
che usuali (7). Le colonie batteri-
che con diversa morfologia e rap-
presentative delle piastre di isola-
mento sono state prelevate e ri-
strisciate sullo stesso substrato.
Tutte le colture pure sono state
valutate per la patogenicita su
blocchetti di pseudotessuto rica-
vati da carpofori di Agaricus bi-
sporus (1) e, per la risposta nel

procedura descritta da Ercolani
(1). Alcuni degli isolati batterici
risultati capaci di alterare tali
pseudotessuti sono stati utilizzati
anche nei saggi di patogenicita su
carpofori di Pleurotus eryngii
(ceppo E*) e/o su confezioni del
fungo in produzione.

In tali prove, aliquote di 10 ul
di sospensioni batteriche conte-
nenti 108 u.f.c./ml sono state de-
poste e iniettate mediante siringhe
ipodermiche sterili, rispettiva-
mente sulla cuticola e nella carne
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di carpofori del ceppo E* di P.
eryngii in diverso stadio di svi-
luppo e sulla superficie di confe-
zioni di substrato infungato con lo
stesso ceppo del fungo, messe a
dimora da circa 10 giorni e pre-
sentanti piccoli carpofori con pi-
lei di diametro non superiore ad
un cm.

Inoculazioni con ceppi autenti-
ci di Pseudomonas tolaasii e di P.
“reactans” e trattamenti con ac-
qua distillata sterile sono stati uti-
lizzati come testimoni.

Caratterizzazione degli isolati
batterici

La capacita degli isolati batte-
rici di formare precipitato nel sub-
strato KB quando accresciuti vici-
no a colonie di Pseudomonas ro-
laasii e/o di P. “reactans™ & stata
valutata seguendo la procedura di
Wong e Preece (9). Gli isolati
batterici risultati positivi nei di-
versi saggi di patogenicita e rap-
presentativi dei diversi isolamenti
sono stati valutati per i caratteri
LOPAT (7) e per quelli nutrizio-
nali differenziali per i batteri pa-
togeni dei funghi coltivati (4).
Ceppi autentici dei batteri pato-
geni dei funghi coltivati sono stati
utilizzati come confronto.

Risultati e discussione

Da carpofori di P. eryngii con
sintomi di “ingiallimento”, prove-
nienti da fungaie ubicate in Puglia
¢ Basilicata, sono stati ottenuti so-
stanzialmente batteri capaci di
produrre pigmenti fluorescenti
quando accresciuti sul substrato B
di King. La maggior parte di essi
hanno alterato i blocchetti di
pseudotessuto ricavati da carpofo-
ri di Agaricus bisporus. L’inten-
sita delle alterazioni &, comunque,
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risultata inferiore a quella causata
da ceppi autentici di P. rolaasii
utilizzati come confronto (fig. 2).

Una parte di tali isolati batteri-
ci, ottenuti costantemente nei di-
versi isolamenti, sono risultati po-
sitivi nel saggio della linea bianca
(9), e, in particolare, hanno for-
mato un precipitato in agar quan-
do fatti accrescere vicino al ceppo
tipo NCPPB2192 di P. tolaasii.
Tale risultato non & stato ottenuto
quando i suddetti isolati sono stati
fatti accrescere vicino al ceppo
NCPPBI1311 di P. “reactans”
(9). Gli altri isola-
ti batterici, otte-
nuti insieme ai
precedenti nei di-
versi isolamenti,
sono risultati ne-
gativi nel saggio.

Tutti gli isolati
batterici hanno
presentato i carat-
teri LOPAT del
gruppo V delle
pseudomonadi
fluorescenti (7).
Gli isolati batteri-
ci positivi nel sag-
gio della linea
bianca, quando
saggiati per i ca-
ratteri nutrizionali
differenziali dei
batteri patogeni dei funghi colti-
vati (4), hanno presentato i carat-
teri tipici di P. “reactans”, una
entita batterica non ancora classi-
ficata (4, 9).

I saggi di patogenicita sulle
confezioni di substrato infungato
in produzione di P. eryngii con
ceppi di P. “reactans”, non sem-
pre hanno dato un esito chiaro e
definitivo. Infatti, sebbene tali
ceppi siano risultati capaci di ri-
produrre i sintomi della batteriosi,
talvolta, gli stessi sintomi sono
stati osservati su carpofori pro-
dotti da confezioni di substrato

lata sterile.
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non inoculate e/o trattate con ac-
qua distillata sterile. Dai suddetti
funghi alterati sono stati sempre
isolati batteri con i caratteri bio-
chimici, nutrizionali e patogeneti-
cidi P. “reactans” (1,4,7,9) ed
altri batteri con i caratteri LOPAT
del gruppo V delle pseudomonadi
fluorescenti (7). Evidentemente
tali batteri sono presenti nelle
confezioni di substrato infungato
in produzione e/o nel terriccio uti-
lizzato per coprirne la superficie;
essi, nelle condizioni di saggio,
sembrerebbero, quindi, capaci di

Figura 2 - Sintomi su blocchetti di pseudotessuto ricavati
da carpofori di Agaricus bisporus ed inoculati con Pseu-
domonas tolaasii (a) e P. “reactans” (b). I blocchetti a si-
nistra di ogni piastra sono stati trattati con acqua distil-

causare la malattia.

L’uso nelle stesse prove di pa-
togenicita di un ceppo di P.
“reactans’ naturalmente resisten-
te alla rinfampicina ha permesso
di dimostrare, almeno in parte, i
postulati di Koch. In questo caso,
infatti, dai carpofori inoculati arti-
ficialmente con il suddetto ceppo
di P. “reactans” e che mostrava-
no i sintomi di “ingiallimento™,
sono stati isolati, oltre a batteri
Resistenti alla rinfampicina con le
stesse caratteristiche del ceppo di
P. “reactans” utilizzato nelle ino-
culazioni artificiali, altri batteri
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non resistenti all’antibiotico, alcu-
ni dei quali, con i caratteri di P.
“reactans” (4, 7, 9) ed altri del
gruppo V delle pseudomonadi
fluorescenti (7).

In conclusione i risultati otte-
nuti indicano abbastanza chiara-
mente che P. “reactans” pud es-
sere considerato come responsa-
bile dell” “ingiallimento™ di P.
eryngii. 1l fatto che, in studi pa-
ralleli (Iacobellis e Lo Cantore,
risultati non pubblicati), da un
carpoforo di P. eryngii selvati-
co, che mostrava un’estesa area
con ingiallimento del pileo, siano
stati ottenuti batteri identificati
come ceppi di P. “reactans”,
rinforza tale possibilita. Non &
escluso, comunque, che anche le
pseudomonadi fluorescenti, iso-
late insieme con i ceppi di P.
“reactans”, siano responsabili
e/o contribuiscano, come dimo-
strato nel caso dell” “ingialli-
mento” di P. ostreatus (6), allo
sviluppo dei sintomi dell” “in-
giallimento” su P. eryngii.

P. “reactans’”, come in pre-
cedenza accennato, € una entita
batterica .non ancora classificata
che viene utilizzata per 1’identi-
ficazione di P. tolaasii nel sag-
gio della linea bianca (9). Tale
batterio € ritenuto un saprofita
ma recentemente ¢ stato dimo-
strato che esso ¢ in grado di
causare 'imbrunimento di car-
pofori di A. bisporus (6, 8) ed &
risultato responsabile, insieme
con P. tolaasii ed altre pseudo-
monadi fluorescenti, dell” *in-
giallimento™ di P. ostreatus (6).
I ceppi di P. “reactans”, sebbe-
ne siano differenziabili da quelli
di P. tolaasii per alcuni caratteri
nutrizionali (4), per la patogeni-
cita (6) e per la risposta nel sag-
gio della linea bianca (9), sem-
brano molto prossimi a questi
ultimi. Infatti, ceppi di P. “reac-
tans” isolati in questo studio,
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valutati per la capacita di utiliz-
zare 95 diverse sostanze organi-
che con il sistema computeriz-
zato “Biolog”, sono stati identi-
ficati come ceppi di P. rolaasii.

Da carpofori di P. eryngii
con 1 sintomi dell’” “ingialli-
mento”’, non sono mai stati otte-
nuti batteri riconducibili in sen-
so stretto a P. tolaasii (4, 7, 9).
Inoltre, quando gocce di sospen-
sioni di ceppi di P. rolaasii sono
state deposte sulla superficie di
carpofori di detta specie di
Pleurotus o iniettate nei car-
pofori mediante siringa ipoder-
mica, sono state osservate lesio-
ni bruno scure e depresse. In
questi saggi di patogenicita, i
ceppi di P. “reactans” hanno
causato lesioni brune e superfi-
ciali. Questi sintomi, a diffe-
renza di quelli comparsi a se-
guito di infezione artificiale con
ceppi di P. tolaasii, sono pil ve-
rosimilmente riconducibili a
quelli tipici dell” “ingiallimen-
to” di P. eryngii.
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