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“reactans” e/o di P. tolaasii.
I risultati ottenuti indicano che i b
possono essere considerati re.
giallimento™ di P. ostreatus. In pa
laasii sembra causare lesioni di
arancio depresse e decolorazioni gia
tre P. “reactans” e Pseudomonas sp.
decolorazioni giallastre sul pileo di
fetri.
Parole chiave: funghi coltivati, Ple
tus, malattie batteriche, ingialli
monas tolaasii, P. “reactans”, Pseudc

ria identified as P. tolaasii and/o
were also obtained.
These results clearly show that ti
bed bacteria account for yel
ostreatus. In particular, P. tolaasii
brown-orange blotches and yellow
whereas P. “reactans” and Pseu
pear to be mainly responsible for
ration of oyster mushroom pilei.
Key words: cultivated mushro
ostreatus, bacterial diseases, yell
monas tolaasii, P. “reactans”,

Introduzione

La produzione italiana di
funghi coltivati &, secondo i dati
ISTAT riferiti al 1993, pari a
655.731 q (1). Il fungo oggetto
di pit intensa coltivazione & il
prataiolo (Agaricus bisporus), la
cui produzione costituisce, in-

Figura I - Carpofori di Pleurotus ostreatus ingialliti e con

arresto dello sviluppo.

fatti, circa I'80% di quella tota-
le. La restante quota & costituita
essenzialmente da ostricone
(Pleurotus ostreatus) e poche
altre specie (9).

La produzione dell’ostricone
¢ destinata esclusivamente al
mercato fresco e ha avuto negli
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ultimi tempi un notevole incre-
mento. Tale fenomeno & dovuto
ad una richiesta di mercato ab-
bastanza sostenuta ed alla so-
stanziale semplicita della tecni-
ca produttiva, che, infatti, non
richiede impianti sofisticati o
strutture costose necessari, vice-
versa, per la coltivazione del
prataiolo.

Durante la
coltivazione,
in serre condi-
zionate o in
tunnel, 1’ostri-
cone pud es-
sere attaccato
da una serie di
patogeni e pa-
rassiti che so-
no causa di
perdite di pro-
duzione. Seb-
bene non siano
disponibili da-
ti attendibili a
tale riguardo si
ritiene che le
malattie ad
eziologia bat-
terica ne siano la causa principa-
le (3, 4). Tra di esse I’“ingialli-
mento” causato da Pseudomonas
tolaasii, agente eziologico anche
della maculatura bruna del pra-
taiolo, € certamente la pitt danno-
sa (3, 4).

La malattia interessa tutti gli

stadi di sviluppo dei carpofori.
Quando essa interessa la coltura
all’atto della differenziazione
dei primordi, i giovani carpofori
presentano una colorazione gial-
lo-arancio, quindi manifestano
un arresto dello sviluppo ed av-
vizziscono. L alterazione pud
interessare tutto un gruppo di
giovani carpofori o solo parte di
essi (fig. 1).

Sul cappello di carpofori
maggiormente sviluppati, la ma-
lattia si manifesta con maculatu-
re depresse di colore bruno-
arancio, spesso, circondate da
aree ingiallite (fig. 2). Simili le-
sioni sono presenti anche sul
gambo (fig. 3). Talvolta, i car-
pofori presentano aree ingiallite
superficiali che possono interes-
sare interamente o in parte il
carpoforo (fig. 4).

In condizioni di elevata
temperatura ed umidita i car-
pofori alterati marciscono rapi-
damente ed emanano odore
sgradevole.

La frequente comparsa della
batteriosi nelle coltivazioni di P.
ostreatus in molte fungaie della
Puglia e della Basilicata, le con-
seguenti perdite di prodotto e, in
particolare, la varieta dei sinto-
mi osservati ci ha indotti ad av-
viare studi volti a definire
I’agente/i responsabile/i delle
diverse alterazioni osservate.
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Qui di seguito sono riportati i

risultati ottenuti.

Materiali e metodi
Isolamenti batterici

Gli isolamenti di batte-
ri da carpofori di P.
ostreatus con sintomi di
ingiallimento sono stati
effettuati sul substrato B
di King (KB) seguendo le
tecniche usuali (8). Le co-
lonie batteriche con diver-
sa morfologia e rappre-
sentative delle piastre di
isolamento sono state pre-
levate e ristrisciate sullo
stesso substrato. Tutte le
colture pure sono state va-
lutate per la patogenicita
su blocchetti di pseudo-
tessuto ricavati da car-
pofori di Agaricus bispo-
rus (2) e per la risposta
nel saggio della linea
bianca (13). Allo scopo
ceppi autentici di Pseu-
domonas tolaasii e di P.
“reactans’ sono stati uti-
lizzati 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
glicerolo.

Le sottocolture degli
isolati sono state effettua-
te sul substrato KB.

Saggi di patogenicita

I saggi di patogenicita
su blocchetti di pseudo-
tessuto ricavati da car-
pofori di Agaricus bispo-
rus sono stati effettuati
seguendo la procedura di
Ercolani (2). Alcuni degli
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isolati batterici capaci di altera-
re tali tessuti sono stati utiliz-
zati nei saggi di patogenicita su
carpofori di Pleurotus ostrea-
tus. Sulla superficie del pileo di
carpofori a diverso livello di
sviluppo sono state deposte

Figura 2 - Maculature bruno-arancio, depresse e cir-
condate da aloni giallastri su pileo di carpoforo di Pleu-
rotus ostreatus.

Figura 3 - Lesioni bruno-arancio e depresse su stipite di
carpoforo di Pleurotus ostreatus.
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gocce di 10 pl di sospensioni
batteriche contenenti circa 108
ufc/ml. In alcuni saggi nell’area
di applicazione delle gocce sui
pilei sono state effettuate delle
ferite con un ago sterile. Inol-
tre, aliquote delle suddette so-

spensioni sono state
iniettate nei pseudotes-
suti dei carpofori me-
diante siringhe ipoder-
miche.

In altri saggi la so-
spensione batterica ¢ sta-
ta spruzzata sulla superfi-
cie di gruppi del fungo in
sviluppo.

Ceppi autentici di
Pseudomonas tolaasii e
di P. “reactans” e tratta-
menti con acqua distillata
sterile sono stati utilizzati
come confronto.

Caratterizzazione degli
isolati batterici

La capacita degli iso-
lati batterici di formare
precipitato nel substrato
KB quando accresciuti
vicino a colonie di Pseu-
domonas tolaasii e/o di
P. “reactans” (saggio
della linea bianca) ¢ sta-
ta valutata seguendo la
procedura di Wong e
Preece (13). Gli isolati
batterici risultati positivi
nei diversi saggi di pato-
genicita e rappresentati-
vi dei diversi isolamenti
sono stati valutati per i
caratteri LOPAT (8) e
per quelli nutrizionali
differenziali per i batteri
patogeni dei funghi col-
tivati (5). Ceppi autenti-
ci di batteri patogeni dei
funghi coltivati sono
stati utilizzati come con-
fronto.
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Risultati e discussione

La quasi totalita dei tentativi
di isolare batteri dai carpofori di
ostricone con i diversi tipi di le-
sioni sono risultati positivi. Co-
munque, nelle piastre di isola-
mento, contenenti il substrato B
di King (8), sono state osservate
colonie con diversa morfologia.
La maggior parte degli isolati bat-
terici hanno prodotto sul suddetto
substrato pigmenti fluorescenti
mentre solo una parte di essi non
hanno mostrato tale capacita.

Tutti gli isolati batterici che
hanno prodotto pigmenti fluore-
scenti, hanno mostrato i caratteri
LOPAT del V gruppo delle pseu-
domonadi fluorescenti (8). Co-
mungque, essi sono risultati diversi
per i caratteri nutrizionali diffe-
renziali dei batteri patogeni dei
funghi coltivati (5), per la risposta
nel saggio della linea bianca (13)
e per la capacita patogenetica su
blocchetti di pseudotessuto di A.
bisporus (2) e su carpofori di
ostricone.

In particolare, dalle macula-
ture bruno—z}rancio, depresse e
circondate da aloni giallastri
presenti sui pilei e/o stipiti di P.
ostreatus sono stati sempre i50-
lati batteri che hanno formato
precipitato in agar (13) quando
fatti accrescere vicino al ceppo
NCPPBI1311 di P. “reactans”.
Tali isolati hanno causato im-
brunimento, necrosi e successi-
vo disfacimento dei blocchetti
di pseudotessuto di A. bisporus
(2) e, inoltre, quando inoculati
su carpofori di P. ostreatus,
hanno causato sintomi di tipo
diverso in relazione alla moda-
lita di inoculazione. In partico-
lare, essi hanno causato lesioni
depresse sui carpofori inoculati
quando aliquote delle loro so-
spensioni sono state introdotte
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all’interno degli
stessi attraverso
ferite o mediante
siringhe ipoder-
miche (fig. 5). Al
contrario, quando
le stesse sospen-
sioni sono state
deposte sulle su-
perfici integre del
pileo, & stato suc-
cessivamente os-
servato un ingial-
limento dell’area
inoculata che é ri-
sultata solo leg-
germente depres-
sa. Le sospensio-
ni del patogeno,
quando nebuliz-
zate su famigliole
giovani di P.
ostreatus, hanno
causato ingialli-
mento, arresto
della crescita e
quindi avvizzi-
mento delle stes-
se. In alcuni casi,
nello stesso tipo
di saggio, i car-
pofori hanno mo-
strato maculature
depresse di colore
bruno-arancio.
Non ¢ escluso che
tali lesioni siano
state causate dalla
penetrazione del
batterio all’inter-
no del fungo at-
traverso microfe-
rite gia presenti
sui carpofori.

I suddetti ca-
ratteri, e quelli
biochimici e nu-
trizionali (5), in-
dicano che gli
isolati batterici in
considerazione
sono ceppi di P.

Figura 4 - Lesione superficiale di colore giallastro su
pileo di carpoforo di Pleurotus ostreatus.

Figura 5 - Sintomi su carpoforo di Pleurotus ostreatus
inoculato, mediante siringa ipodermica, con sospensio-
ne batterica di Pseudomonas tolaasii.
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tolaasii. Alle stesse conclusioni
si & giunti quando tali isolati
sono stati valutati per la capaci-
ta di utilizzare 95 diversi com-
posti organici con il sistema
computerizzato “Biolog™.

Dagli stessi campioni pato-
logici sono stati sempre isolati,
oltre a P. tolaasii, altri batteri
con i caratteri biochimici del V
gruppo delle pseudomonadi
fluorescenti (8), che hanno cau-
sato imbrunimento di blocchetti
di pseudotessuto di A. bisporus
e, inoltre, hanno causato ingial-
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scere vicino al ceppo tipo
NCPPB2192 di P. rolaasii (13)
e gli stessi caratteri nutriziona-
li (5) di ceppi autentici di P.
“reactans”. Essi, inoltre, han-
no causato un marcato imbruni-
mento dei blocchetti di pseudo-
tessuto di A. bisporus sebbene,
al contrario di ceppi di P. to-
laasii non ne abbiano determi-
nato il disfacimento. Questi
ceppi, quando inoculati su car-
pofori di P. ostreatus, hanno
causato sempre l’ingiallimento
(fig. 6) dei tessuti inoculati e,

Figura 6 - Sintomi su carpoforo di Pleurotus ostreatus inoculato, mediante si-
ringa, con sospensione batterica di Pseudomonas “reactans”.

limento dei carpofori di P.
ostreatus. Comunque, i sintomi
sono risultati sempre meno in-
tensi di quelli causati da ceppi
di P. tolaasii utilizzati come
confronto.

Taluni di tali isolati sono
stati identificati come ceppi di
P. “reactans”, una entita batte-
rica non ancora classificata e
ritenuta una forma saprofitaria
(13). Infatti, essi hanno mostra-
to capacita di formare precipi-
tato in agar quando fatti accre-

al contrario di P. tolaasii, non
hanno mai causato sugli stessi
lesioni depresse. La capacita di
P. “reactans” di causare l’in-
giallimento dei tessuti, osserva-
to nei diversi saggi di patogeni-
cita, & risultata inferiore a quel-
la dei ceppi di P. tolaasii usati
come testimone. Tale compor-
tamento € stato osservato, in
particolare, quando 1’inocula-
zione ¢ stata effettuata median-
te nebulizzazione delle sospen-
sioni del batterio su famigliole
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del fungo.

La presenza di P. tolaasii e
di P. “reactans” nei tessuti al-
terati & stata dimostrata dalla
presenza di precipitato tra colo-
nie di diversa morfologia nelle
piastre di isolamento.

Gli altri isolati, con i caratte-
ri patogenetici su blocchetti di
pseudotessuto di A. bisporus si-
mili a quelli di P. “reactans”,
sono risultati negativi nel saggio
della linea bianca (13) e diversi,
inoltre, per alcuni caratteri nu-
trizionali (5), da quelli di P. to-
laasii e di P. “reactans”. In
ogni caso, essi hanno condiviso
piu caratteri nutrizionali con P.
tolaasii che con P. “reactans”,
P. agarici, P. “gingeri” e ceppi
di Pseudomonas sp. agenti cau-
sali del “mal della mummia™ su
A. bisporus. Solo alcuni di tali
isolati hanno mostrato gli stessi
caratteri biochimici e nutrizio-
nali di P. tolaasii (5, 8). Essi si
sono differenziati da P. rolaasii
per I'incapacita di produrre pre-
cipitato in agar quando fatti ac-
crescere vicino al ceppo
NCPPB2192 e al ceppo
NCPPB1311, rispettivamente, di
P. tolaasii e di P. “reactans”.
Essi inoltre, hanno causato 1’im-
brunimento dei blocchetti di A.
bisporus senza determinare il
disfacimento dei pseudotessuti
inoculati. Tali ceppi sembrano
essere ceppi ipovirulenti di P.
tolaasii (10).

La dimostrazione che P.
“reactans” sia patogeno per P.
ostreatus € una novita. Questo
batterio ¢ utilizzato per la iden-
tificazione di P. tolaasii nel
saggio della linea bianca e non
& considerato un parassita (13).
Solo recentemente & stato ripor-
tato che esso ¢ in grado di cau-
sare imbrunimento di carpofori
di A. bisporus (7, 12). La capa-
cita di pseudomonadi fluore-
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scenti diverse da P. tolaasii di
causare alterazioni dei funghi
coltivati A. bisporus e P.
ostreatus ¢ stata gia osservata
(3,6,11).

Dalle lesioni gialle e superfi-
ciali presenti su carpofori di P.
ostreatus e da piccoli carpofori
ingialliti e mummificati, sono
state ottenute principalmente
pseudomonadi fluorescenti, che
non hanno formato precipitato
quando fatte accrescere vicino al
ceppo NCPPB2192 e al ceppo
NCPPB1311, rispettivamente, di
P. tolaasii e di P. “reactans’.
Questi isolati batterici hanno mo-
strato gli stessi caratteri patoge-
netici di P. “reactans” e delle
pseudomonadi fluorescenti de-
scritti in precedenza. Solo in al-
cuni casi, insieme con i suddetti
batteri, sono stati ottenuti anche
batteri identificati come P. tolaa-
sii e/lo P. “reactans”.

I ceppi di P. “reactans” e le
pseudomonadi fluorescenti ne-
gativi al saggio della linea bian-
ca sebbene siano differenziabili
per alcuni caratteri nutrizionali
(5), per la patogenicita e per la
risposta nel saggio della linea
bianca, (13), sembrano tassono-
micamente molto prossimi a P.
tolaasii. Infatti, gli stessi valuta-
ti per la capacita di utilizzare 95
diversi composti organici con il
sistema computerizzato “Bio-
log”, sono stati identificati come
ceppi di P. rolaasii.

In conclusione, i risultati ot-
tenuti indicano che tutte le for-
me batteriche qui descritte con-
tribuiscono, sebbene in misura
diversa, allo sviluppo dei sinto-
mi dell’“ingiallimento” di P.
ostreatus. In particolare, P. to-
laasii sembra di colore bruno
aranciato, capace di provocare
sia lesioni depresse e circonda-
te da aree ingiallite sia 1’ingial-
limento dei carpofori inoculati,
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mentre P. “reactans” e le
pseudomonadi fluorescenti ne-
gative al saggio della linea
bianca sembrano essere princi-
palmente responsabili dell’in-
giallimento dei carpofori del
fungo.
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