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ceppi di Pseudomonas “reactans” e di P. to-

laasii hanno confermato di possedere i tipici
caratteri LOPAT del gruppo V delle pseudomo-
nadi fluorescenti e i profili nutrizionali diffe-
renziali indicati da Goor et al. (1986) confermando
la validita di tale schema diagnostico per l'iden-
tificazione dei batteri patogeni e/o associati dei
Junghi coltivati.
L'indagine delle caratteristiche nutrizionali dei
due batteri mediante il sistema computerizzato Bio-
log Inc. ha evidenziato che i ceppi di P. tolaasii
sono stati identificati come tali, seb-
bene sia stata osservata una certa
variabilita di risposta al saggio. Cir-
ca il 50% dei ceppi di P. “reactans”
sono stati identificati come ceppi di P.
fluorescens méntre i restanti ceppi
sono stati identificati come ceppi di P.
marginalis, P. tolaasii, P. synxantha
e Pseudomonas spp. Comunque, il
confronto delle caratteristiche nu-
trizionali di P. “reactans” con il
“data base” della Biolog Inc. ha in-
dicato che i ceppi di P. “reactans” for-
mano un “cluster” che é distinto da
quelli che includono, rispertivamente, i ceppi
di P. tolaasii, P. fluorescens, P. marginalis e
P. synxantha.
Nel saggio della “linea bianca”, tutti i ceppi di
P. “reactans” e di P. tolaasii hanno formato
precipitati bianchi.
I ceppidi P. “reactans” e di P. tolaasii, quando
saggiati su blocchetti di prataiolo, sono risultati
in grado di alterare in modo significativo lo
pseudotessuto fungino, sebbene i ceppi di P. to-
laasii siano risultati apparentemente piit ag-
gressivi/virulenti di P. “reactans”.
I saggi di antagonismo in piastra hanno indica-
to che i ceppi di P. “reactans” e di P. tolaasii pro-

Srrains of Pseudomonas “reactans” and P.
tolaasii confirmed the typical LOPAT char-
acteristics of group V of fluorescent pseudomo-
nads and the nutritional profiles indicated by
Goor et al. (1986). The latter results confirm
the validity of the above diagnostic scheme for the
identification of bacteria pathogen and/or as-
sociated to cultivated mushrooms.

The evaluation of the nutritional characteris-
tics of the above bacterial with the computer-as-
sisted system Biolog Inc. showed that strains of
P. tolaasii presented a
certain variability.
About 50% of P. “reac-
strains  were
identified as strains of P.
fluorescens whereas the
others were identified
as strains of P. margin-
alis, P. tolaasii, P.
synxantha and Pseudo-
monas spp.. Neverthe-
less, the comparison of
the nutritional charac-
teristics of P. “reac-
tans” with the data base of the Biolog Inc. system
showed that strains of P. “reactans" formed a clus-
ter which is separated from those including
strains of P. tolaasii, P. fluorescens, P. mar-
ginalis e P. synxantha, respectively.

In the white line assay, all strains of P. tolaasii
and P. “reactans" formed white precipitates
between colonies.

Strains of both P. telaasii and P. “reactans”
caused the alteration of Agaricus tissue blocks but
the former showed a higher aggressiveness/vir-
ulence when compared to those of P. “reac-
tans”.

Plate antagonistic assays showed that strains
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ducono sostanze in grado di inibire la crescita di
Bacillus megaterium, Rhodotorula pilimanae
ed Escherichia coli.

I saggi di patogenicita, di antagonismo e della “li-
nea bianca” hanno evidenziato una variabilita di
risposta tra i ceppi batterici e, in particolare, per
lo stesso ceppo, quando tali saggi sono stati ri-
petuti nel tempo. Tale variabilita é apparentemente
dovuta alla formazione nelle colture di P. “reac-
J tans” e di P. tolaasii di varianti morfologiche che
|

sono risultate avirulente, incapaci di produrre, |

| rispettivamente WLIP e tolaasina I, e negative nel
| saggio della “linea bianca”.

. . . . |
t_ Parole chiave: funghi coltivati, Pleurotus ervn-

gii, Pseudomonas tolaasii, Pseudomonas “reac-

|

of P. “reactans” and P. tolaasii produced sub-
stances capable to inhibit the growth of Bacillus
megaterium, Rhodotorula pilimanae and Es-

cherichia coli.

Pathogenicity, antagonism and white line as-
| sayvs showed a variability among strains and,
|
repeated over the time. The observed variability was
apparently due to the formation of phenotypic
variants in the cultures of both P.
and P. tolaasii strains. The above variants were avi-
rulent, unable to produce, respectively, WLIP or
‘ tolaasiin and negative in the “white line” assay.

“reactans

in particular, for the same strain when assays were |

| Key words: cultivated mushrooms, Pleurotus

| eryngii, Pseudomonas tolaasii, Pseudomonas

‘ “reactans", Pseudomonas spp., vellowing, bac- |

terial diseases.

| tie batteriche.

tans"”, Pseudomonas spp., ingiallimento, malat- |
|
|

Introduzione

Pleurotus eryngii (D.C.: Fr.)
Quél, comunemente conosciu-
to come cardoncello, viene col-
tivato in alcune regioni meri-
dionali del Paese e la sua pro-
duzione, pur limitata rispetto
alla produzione di funghi col-
tivati del genere Agaricus, ha
un peso economico non trascu-
rabile e comunque suscettibile di

uno sviluppo significativo (2).
Il cardoncello, durante la
crescita, ¢ attaccato da una serie
di parassiti che sono causa di
notevoli perdite di produzione e,
sebbene non siano disponibili
dati a tale riguardo, si ritiene
che I'"ingiallimento™ ne sia la
causa principale (fig. 1) (4).
L’*ingiallimento™ del car-
doncello & una malattia la cui
eziologia € rimasta non ben de-

finita per molti anni. Inizial-
mente essa & stata attribuita a
pseudomonadi fluorescenti ri-
conducibili a Pseudomonas to-
laasii (4), ma altri studi, pur se
non definitivi, avevano indicato
che ai funghi alterati erano as-
sociate delle pseudomonadi

Figura | - Sintomi di “Ingialli-
mento"” su carpofori di Pleurotus
ervngii.
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fluorescenti diverse da P. to-
laasii (10). Ulteriori studi han-
no, recentemente, dimostrato
che la batteriosi & causata da
P. “reactans” (12). Inoltre, al-
tri studi hanno dimostrato che la
“maculatura bruna” di A. bi-
sporus (Lange) Imbach (pra-
taiolo) e I'"ingiallimento™ di
P. ostreatus (Jacq.: Fr.) Kum
(ostricone), attribuiti, in pas-
sato, a P. tolaasii (7, 21, 22), so-
no in effetti malattie causate
da diverse entita batteriche (13,
14, 18). Infatti, oltre a P. to-
laasii, che ne € da considerare il
principale agente causale, al-
tri batteri, tra cui P. “reac-
rans”, sono responsabili dei sin-
tomi delle due malattie (13, 14,
18). Simili risultati sono stati
recentemente ottenuti in studi
indipendenti da altri autori (23).
P. “reactans” & conosciuto in bi-
bliografia come un batterio sa-
protrofo, associato a funghi
coltivati del genere Agaricus, e
utile nel saggio della “linea
bianca™ per la specifica identi-
ficazione di P. rolaasii (24). 11
saggio consiste nel far cresce-
re le colonie di P. tolaasii e P.
“reactans” in vicinanza su
substrati agarizzati. L’even-
tuale produzione di tolaasina
I e WLIP (“White Line Inducing
Principle”), lipodepsipeptidi
(19, 20) prodotti, rispettiva-
mente, da ceppi di P. tolaasii e
di P. “reactans” (21, 22), de-
termina la formazione di un
precipitato bianco (fig. 2) (24).

Il fatto che P. “reactans” sia
risultato responsabile del-
I"*ingiallimento™ del cardon-
cello e che partecipi all’altera-
zione del prataiolo e ostricone, ci
ha stimolati ad avviare una serie
di studi volti a caratterizzare il
batterio, anche in confronto a P.
tolaasii, per ottenere informa-
zioni sulla sua biologia e per
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Figura 2 - Saggio della “linea
bianca" tra isolati batterici, otte-
nuti da carpofori alterati, e ceppi
autentici di Pseudomonas tolaasii
(A) e P. “reactans” (B). L’assenza
di precipitato bianco tra le colonie
degli isolati analizzati e i ceppi
indicatori dimostra che essi sono di-
versi, rispettivamente, da P.
“reactans” e P. tolaasii.

una sua adeguata classificazione.

Allo scopo 20 ceppi di P.
“reactans” ed altrettanti di P. to-
laasii, isolati da funghi coltiva-
ti del genere Pleurotus ed Aga-
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ricus in diverse aree geografiche,
sono stati caratterizzati per una
serie di caratteri fenotipici.

In questa nota sono riportati
alcuni dei risultati ottenuti.

Materiali e Metodi
Colture batteriche

Colture pure di Pseudomo-
nas “reactans” e P. tolaasii, ot-
tenute mediante isolamento da
carpofori alterati di funghi del ge-
nere Pleurotus e Agaricus e da
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collezioni internazionali, sono
state mantenute a 4°C su agar
nutritivo contenente il 2% di
glicerolo e/o a - 80°C in pre-
senza del 30% di glicerolo.

Le sottocolture degli isolati
sono state effettuate sul sub-
strato KB (15).

Saggi di patogenicita

I saggi di patogenicita su
blocchetti di pseudotessuto ri-
cavati da carpofori di prataiolo
sono stati effettuati seguendo la
procedura descritta da Gandy
(6) ed Ercolani (3).

I saggi di patogenicita su
carpofori interi di prataiolo, so-
no stati effettuati utilizzando
carpofori freschi di prataiolo,
con pileo di circa 5 cm di dia-
metro. Questi sono stati lavati sot-
to acqua corrente e collocati in
vassoi di alluminio all’interno dei
quali ¢ stato posto un foglio di
carta assorbente.

Gli stessi vassoi, coperti
con un foglio dello stesso me-
tallo, sono stati preventiva-
mente sterilizzati in autoclave
a 121°C per 21 min.

Per ogni ceppo batterico sono
stati utilizzati almeno tre car-
pofori.

Gocce di 20 pl di sospensio-
ni batteriche contenenti circa
108 u.f.c./ml sono state deposte
sul pileo di detti carpofori. I
vassoi sono stati incubati a 25°C
per 48 + 72 ore. Alternativa-
mente, sospensioni batteriche
contenenti circa 108 u.f.c./ml
sono state nebulizzate sul pileo
di detti carpofori. In questo ca-
so, i vassoi sono stati incubati a
4°C per 7 giorni.

Carpofori inoculati con i cep-
pi NCPPB2192 e NCPPB1311, ri-
spettivamente, di Pseudomonas
tolaasii e di P. “reactans” e
trattati con acqua distillata sterile
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sono stati utilizzati come testi-
moni.

Saggio della “linea bianca”

La capacita dei ceppi batterici
di formare precipitati bianchi
nel substrato KB quando accre-
sciuti vicino a colonie dei ceppi
NCPPB2192 e NCPPB1311, ri-
spettivamente, di Pseudomonas
tolaasii e di P. “reactans”, &
stata valutata seguendo la pro-
cedura di Wong e Preece (24).

Caratteri biochimici
e nutrizionali

I ceppi batterici risultati po-
sitivi nei diversi saggi di pa-
togenicita e nel saggio della
“linea bianca” sono stati va-
lutati per i caratteri LOPAT
(17) e per quelli nutrizionali
differenziali dei batteri patogeni
dei funghi coltivati e/o ad essi
associati (8). Inoltre, essi sono
stati saggiati per la capacita
di utilizzare 95 fonti di carbo-
nio con il sistema computeriz-
zato Biolog (Biolog, Inc.,
Hayward, CA).

Saggi di antagonismo in piastra

I ceppi batterici sono stati
valutati seguendo le procedure
precedentemente riportate (11,
16), in saggi di antagonismo in
piastra per la capacita di pro-
durre in coltura sostanze con
attivita antimicrobica.

In particolare, i ceppi sono
stati valutati per la capacita di
inibire la crescita del ceppo
ITM100 del batterio Gram po-
sitivo Bacillus megaterium, del
ceppo ITM103 del batterio
Gram negativo Escherichia co-
li K12 e del ceppo ATCC26423
del lievito Rhodotorula pili-
manae.

Risultati e discussione

Quando gocce di sospensioni
batteriche contenenti 108
u.f.c./ml di ceppi di P. tolaasii so-
no state deposte sulla superficie
di blocchetti di pseudotessuto di
prataiolo, questi hanno mostrato,
dopo 48 ore di incubazione a
25°C, un marcato imbrunimento
con depressione e leggera deli-
quescenza del plectenchima.
Nello stesso saggio, tutti i ceppi
di P. “reactans” hanno causato un
imbrunimento degli stessi ma
non hanno determinato la deli-
quescenza del plectenchima. Ul-
teriori saggi di patogenicita su
blocchetti di pseudotessuto han-
no mostrato che la concentra-
zione della sospensione batterica
necessaria per causare altera-
zioni visibili & di circa 10©
u.f.c./ml nel caso di ceppi di P. to-
laasii ed & compresa tra 107 e
108 u.f.c./ml, anche in relazio-
ne al ceppo utilizzato, per i cep-
pidi P. “reactans”.

Nei saggi di patogenicita su
carpofori interi di prataiolo, i
ceppi di P. rolaasii sono risultati
pill virulenti rispetto a quelli di P.
“reactans”. 1 ceppi di P. tolaa-
sii, quando inoculati su pilei di
carpofori sani, mediante nebu-
lizzazione di sospensioni batte-
riche contenenti circa 108
u.f.c./ml, hanno causato la com-
parsa, dopo 7 giorni di incuba-
zione a 4°C, di lesioni brune e de-
presse del plectenchima. Nelle
stesse condizioni di saggio, i pi-
lei dei carpofori nebulizzati con
sospensioni batteriche di isolati
di P. “reactans’” hanno presentato
sintomi simili a quelli causati
da P. tolaasii ma di intensita in-
feriore. I carpofori trattati con ac-
qua distillata sterile sono rima-
sti sostanzialmente inalterati. |
ceppi di P. rolaasii, quando ino-
culati su pilei di carpofori sa-
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ni, mediante deposizione di goc-
ce di sospensioni batteriche con
circa 108 u.f.c./ml, hanno causato,
dopo 48 ore di incubazione a
25°C, maculature brune e de-
presse nel plectenchima. Nello
stesso saggio, i ceppi di P.
“reactans” hanno determinato
sintomi meno intensi ma so-
stanzialmente simili a quelli
causati da P. tolaasii.

I ceppi di P. tolaasii e P.
“reactans”, come atteso, hanno
presentato i caratteri LOPAT
del gruppo V delle pseudomonadi
fluorescenti (17).

I ceppi di P. tolaasii e P.
“reactans”, valutati per i ca-
ratteri nutrizionali differenzia-
li dei batteri patogeni dei funghi
coltivati (8), hanno presentato i
profili tipici delle due entita
batteriche, confermando la va-
lidita ed affidabilita di tale
schema diagnostico. In parti-
colare, i ceppi di P. tolaasii si
sono accresciuti sui substrati
minimali contenenti eritritolo,
sorbitolo, L-arabitolo, 2-che-
togluconato e n-valerato ma
non su quelli contenenti L-ara-
binosio, L-ramrrosio, D-tartra-
to e istamina. I ceppi di P.
“reactans” si sono accresciuti
sui substrati minimali conte-
nenti eritritolo, sorbitolo, L-
arabinosio, L-ramnosio, L-ara-
bitolo, 2-chetogluconato e n-
valerato ma non su quelli con-
tenenti D-tartrato e istamina.

I ceppi di P. tolaasii, sag-
giati con il sistema computeriz-
zato Biolog (Biolog Inc., Hay-
ward, Ca, USA), sono stati iden-
tificati, come atteso, come cep-
pi di P. tolaasii anche se & stata
osservata una certa variabilita
di risposta al saggio.

I ceppi di P. “reactans”, bat-
terio ancora non classificato e,
quindi, non presente nella banca
dati della Biolog Inc., sono sta-
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ti identificati in modo diverso.
Nove di essi sono stati identifi-
cati come ceppi di P. fluore-
scens, tre come ceppi di P. mar-
ginalis, due come ceppi di P.
tolaasii, due come ceppi di P.
synxantha e, infine, due come
ceppi di Pseudomonas spp. Altri
due ceppi non sono stati identi-
ficati probabilmente a causa
delle interferenze nel saggio
causate dai polisaccaridi capsu-
lari (1, 5). L’analisi del com-
portamento nutrizionale dei
ceppi di P. “reactans"” con il
sistema computerizzato Biolog
ha permesso, infine, di creare
un “data base”. Questo & stato
confrontato, sempre tramite
analisi “cluster™, con il “data
base” della Biolog Inc. in cui
sono presenti i profili nutrizionali
di 501 batteri Gram negativi.
Tale analisi ha indicato che i
ceppi di P. “reactans” formano
un “cluster” che ¢ distinto da
quello che include i ceppi di P.
tolaasii, P. fluorescens, P. mar-
ginalis e P. synxantha.

Nel saggio della “linea bian-
ca’ (24), tutti i ceppi di P. tolaasii
e di P. “reactans” hanno mo-
strato la capacita di formare pre-
cipitati bianchi in agar quando
fatti accrescere, vicino ai ceppi
NCPPB2192 e NCPPBI1311,di P.
tolaasii e di P. “reactans”.

I saggi di antagonismo in
piastra (11, 16), hanno indicato,
che i ceppi di P. tolaasii inibi-
scono la crescita dei ceppi
ITMI100, ATCC26423 e K12
ITM 103, rispettivamente, di Ba-
cillus megaterium, Rhodotorula
pilimanae ed Escherichia coli,
mentre i ceppi di P. “reactans”
solo la crescita di B. megate-
rium e di E. coli.

I saggi di patogenicita, del-
la “linea bianca™ e di antago-
nismo in piastra hanno, co-
munque, evidenziato una no-
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tevole variabilita per tali ca-
ratteri. Questa ¢ risultata ap-
parentemente dovuta alla for-
mazione nelle colture di un
elevato numero d: varianti
morfologiche, che, infatti, so-
no state osservate nella quasi to-
talita dei ceppi di P. “reac-
tans” e di P. tolaasii quando ac-
cresciuti su substrati agariz-
zati. Tali varianti hanno perso
i suddetti caratteri. Infatti, le va-
rianti isolate da ceppi di P. ro-
laasii hanno perso I'abilita di
produrre metaboliti tossici e
sono risultate avirulente e ne-
gative nel saggio della “linea
bianca”. Questi effetti sono
dovuti all’incapacita delle va-
rianti di produrre la tolaasina I,
un metabolita tossico respon-
sabile dei sintomi delle malat-
tie causate da P. rolaasii (21,
22). Anche le varianti morfo-
logiche di P. “reactans” hanno
perso 1'abilita di produrre me-
taboliti tossici e sono risultate
avirulente e negative nel saggio
della “linea bianca”. Tutto cio
indica che il WLIP sembra
coinvolto nei fenotipi sopra
elencati. Mentre per P. rolaasii
la formazione di varianti fe-
notipiche nelle colture del bat-
terio € un fenomeno noto (9),
per P. “reactans” & invece una
novita, Tale fenomeno, in pre-
senza di un alto rapporto di
varianti nelle colture, potrebbe
essere responsabile della va-
riabilita di risposta osservata nei
suddetti saggi e, in particolare,
dell’attenuazione e/o della
perdita della patogenicita dei
ceppi del batterio. Tale eve-
nienza potrebbe spiegare perché
la patogenicita di P. “reac-
" non sia stata valutata
correttamente nel passato e in-
dica che il WLIP, al pari della
tolaasina I nel caso di P. to-
laasii, sembra essere impor-

tans'
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tante nella virulenza del batterio
produttore.

Lavoro eseguito in parte con fondi
MURST (Ex 60%), della Regione
Basilicata e del Mi.PA.F. Si rin-
grazia L'azienda Fungo Puglia
Cooperativa, Rutigliano (Ba) per
la collaborazione. Dedicato al Prof.
Antonio Graniti in occasione del
suo 75° compleanno.
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