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Gravi attacchi di maculatura

batterica causata da Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria
su peperone in Basilicata

Pietro Lo Cantore - Nicola Sante lacobellis

RIASSUNTO

Vengono segnalati in Basilicata gravi attacchi di
“maculatura batterica” su “Peperone di Senise” e
su alcune varieta commerciali sia da mensa (cvs
(Gemini, Sienor, Solero ed Eolo) che da industria
(cv. Topepo) causata da Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria. In diversi campi, le infezioni bat-
teriche sono state riscontrate sulla totalith delle
piante con notevoli danni alle produzioni. Gli iso-
lati del patogeno sono stati identificati mediante
saggi morfologici, biochimici, nutrizionali e di
patogenicita. Si discutono alcuni aspetti epide-
miologici della malattia e vengono indicati i crite-
ri per la lotta alla batteriosi.
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SUMMARY

Severe outbreaks of bacterial spot caused by
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria on pepper
in Basilicata

Severe outbreaks of bacterial spot caused by
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria on *‘Pepe-
rone di Senise” and on commercials varieties
either for fresh market (cvs Gemini, Sienor, Sole-
ro and Eolo) or industry (cv. Topepo) have been
observed in Basilicata. In several pepper fields
the bacterial infection interested almost the tota-
lity of the plants with heavy crop losses. The iso-
lates of the pathogen have been identified by
morphological, biochemical, nutritional and
pathogenicity tests. Epidemiological aspects of
the disease, as well as measures for the control of
the disease, are discussed.
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Introduzione

In Italia, il peperone (Capsicum an-
nuum L.) & coltivato su una superficie
di circa 12.131 ha in pieno campo e di
circa 1.889 ha in serra. La “maculatu-
ra batterica” del peperone causata da
Xanthomonas campestris pv. vesica-
toria ¢ diffusa in tutte le aree di colti-
vazione della solanacea (Jones et al.,
1998) ed & stata rinvenuta in Italia per
la prima volta in Puglia (Laviola,
1965) e successivamente in diverse re-
gioni dell’ltalia centro-meridionale
(Marche, Umbria, Toscana e Puglia)
sia in pieno campo che in semenzai
(Buonaurio et al., 1994).

11 batterio, noto per la sua capacita
di attaccare, oltre al peperone, anche
il pomodoro ed altre solanacee (Jones
et al., 1998) e che per decenni ¢ stata
considerata un’entita batterica omo-
genea, € costituito, di fatto, da popola-
zioni distinguibili, sulla base della
omologia del DNA, in due gruppi ge-
netici recentemente proposti come
specie Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria e X. vesicatoria (Vauterin
et al., 1995). A complicare il quadro &
da considerare che un’altra xantho-
monade attualmente classificata come
X. gardneri, specie ritenuta di minore
importanza in quanto poco diffusa,
causa sintomi simili sulle due specie
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Fig. 1 - Maculature necrotiche circondate da aloni clorotici causate da Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria su foglie di “Peperone di Senise”.
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di solanacee ed & geneticamente di-
stinta dalle prime due. Tra I'altro, i
ceppi del batterio sono distinguibili
per la diversa capacita patogenetica.
In particolare, essi attualmente vengo-
no distinti per la patogenicita verso il
solo pomodoro (gruppo XcvT), il solo
peperone (gruppo XcvP) o per en-
trambe le specie vegetali (gruppo
XcvPT) (Jones et al., 1998; Bouzar et
al., 1999). Su peperone sono state di-
stinte sette razze fisiologiche utiliz-
zando linee quasi isogeniche della cv.
“Early Calwonder” (ECW-10R,
ECW-20R e ECW-30R) contenenti,
rispettivamente, uno dei tre singoli ge-
ni di resistenza (Bs/, Bs2 e Bs3). La
resistenza verso il patogeno presente
in Capsicum pubescens permette di
distinguere altre due razze fisiologi-
che. In pomodoro, vengono distinte
tre razze fisiologiche utilizzando due
linee della cv. Hawaii (H7998 e
H7981) contenenti, rispettivamente, i
geni Rxl, Rx2, Rx3 e RxvT3 (Jones et
al., 1998).

Durante rilievi fitopatologici, effet-
tuati nelle estati del 2001 e del 2002,
su diverse coltivazioni della varieta
tradizionale “Peperone di Senise”,
prodotto tipico lucano tutelato dall’U-
nione Europea (Reg. n. 1263/96) con
il marchio di identificazione geografi-
ca protetta (igp), e di peperone com-
merciale, sia da mensa (cvs Gemini,
Solero, Eolo e Sienor) che da indu-
stria (cv. Topepo), effettuate in agro di
Grumento Nova, di Paterno, di Marsi-
covetere e di Sarconi nel territorio
della valle dell’Agri in provincia di
Potenza, sono state riscontrate sia su
foglie che su bacche di peperone alte-
razioni riconducibili ad infezioni di X.
campestris pv. vesicatoria. In partico-
lare, i sintomi, in genere gravi, sia su
foglie che su bacche erano presenti
nella maggior parte dei campi visitati.
In diversi di questi i sintomi della ma-
lattia erano presenti sulla quasi tota-
lita delle piante interessando, in parti-
colare, le bacche e quindi rendendo il
prodotto non commerciabile. I sinto-
mi osservati sulle foglie consistevano
inizialmente in macchioline idropiche
ben evidenti sulla pagina inferiore
delle foglie e di aspetto traslucido se
osservate in controluce. Successiva-
mente le maculature necrotizzavano
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Fig. 2 - Foglia di peperone, osservata in
controluce, con tipiche maculature
traslucide e necrotiche causate da
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

ed erano circondate da un alone cloro-
tico ben evidente sulla pagina superio-
re delle foglie (Fig. 1; Fig. 2). Molto
spesso le lesioni necrotiche confluiva-
no fino a raggiungere dimensioni di
diversi millimetri di diametro. Le bac-
che presentavano pustole, inizialmen-
te piccole, di colore bruno chiaro con
margini pit scuri, che successivamen-
te necrotizzavano, si presentavano
scabbiose e interessavano i tessuti cir-
costanti raggiungendo dimensioni di
diversi millimetri di diametro (Fig. 3).

Data I'importanza economica della
coltivazione del “Peperone di Senise”
in Basilicata e la presenza della batte-
riosi anche a carico di altre coltivazio-
ni di peperone della valle dell’ Agri ci
¢ sembrato opportuno verificare che
suddette alterazioni fossero realmente
dovute a X. campestris pv. vesicato-
ria.

In questa nota si riportano i mate-
riali e metodi adottati e i risultati otte-
nuti dalle indagini effettuate in campo
e in laboratorio. Vengono, inoltre, di-
scussi alcuni aspetti epidemiologici

della malattia e vengono indicati i cri-
teri per la lotta alla batteriosi.

Materiali e metodi

Isolamenti batterici

Porzioni di tessuto con singole ma-
culature idropiche provenienti da fo-
glie e/o da bacche di peperone infette
sono state finemente sminuzzate in
acqua distillata sterile. Aliquote delle
sospensioni batteriche cosi ottenute
sono state distribuite sulla superficie
di piastre Petri contenenti il substrato
WA (saccarosio 10 g/l; bacto-peptone
5 g/l; K,HPO,4 0,5 g/l; MgSO, x 7TH,0
0,25 g/1; agar 18 g/l). Le piastre d’iso-
lamento, dopo incubazione a 25°C per
72 ore, sono state osservate allo ste-
reomicroscopio per l'individuazione
delle colonie mostranti i tipici caratte-
ri morfologici del genere Xanthomo-
nas. Colonie isolate sono state prele-
vate e ulteriormente purificate su pia-
stre Petri contenenti WA. Le colture
pure sono state mantenute a 4°C in tu-
bi da batteriologia contenenti lo stesso
substrato e quindi i ceppi di interesse
sono stati liofilizzati e conservati a
4°C.

Le sottocolture degli isolati, se non
altrimenti specificato, sono state otte-
nute dopo incubazione per 72 ore su
WA.

Saggi biochimici e nutrizionali

Gli isolati batterici sono stati sotto-
posti a colorazione di Gram e ai saggi
biochimici e nutrizionali (Schaad et
al., 2001). Le caratteristiche nutrizio-
nali di alcuni degli isolati sono state
ulteriormente studiate mediante il si-
stema computerizzato “Biolog” (Bio-
log, Inc., Hayward, CA, USA) che
permette anche la rapida identifica-
zione dei batteri.

Il ceppo tipo NCPPB422 di
Xanthomonas campestris pv. vesica-
toria, ottenuto dalla “National Collec-
tion of Plant Pathogenic Bacteria”
(UK) ¢ stato usato come coltura di ri-
ferimento.

Saggi di patogenicita

I saggi di patogenicita degli isolati
sono stati effettuati su piantine di pe-
perone cv. Cornetto giallo e rosso.

Le piantine sono state fatte accre-
scere in serra ad una temperatura di
20+25 °C ed una umidita relativa del
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70+90% e quando hanno raggiunto lo
stadio di 6*+7" foglia vera sono state
inoculate mediante nebulizzazione di
sospensioni batteriche contenenti cir-
ca 10* u.f.c./ml. Le piantine sono sta-
te successivamente poste in camera
umida per 72 ore.

Piantine trattate con acqua distilla-
ta sterile e inoculate come in prece-
denza con il ceppo tipo NCPPB422 di
Xanthomonas campestris pv. vesica-
toria sono state usate, rispettivamente,
come controllo negativo e positivo.

Sensibilita al rame

La sensibilita/resistenza degli isola-
ti batterici al rame ¢ stata determinata
seguendo le usuali procedure (Buo-
naurio et al., 1994). Allo scopo, i bat-
teri di interesse sono stati accresciuti
sul substrato SPA contenente Saccaro-
sio (20 g/l), Bacto-Peptone (5 g/l),
K5HPO, (0,5 g/1) ed Agar (15 g/l) e su
SPA addizionato di CuSO, x 5H50 al-
la concentrazione finale di 200 pg/ml.

Risultati e discussione

Tutti gli isolamenti da maculature
idropiche su foglie e bacche di pepe-
rone hanno dato esito positivo. Infatti,
le piastre di isolamento dopo tre gior-
ni di incubazione presentavano per lo
pil colonie con i tipici caratteri
morfologici del genere Xanthomonas;
le colture pure, dopo tre giorni di in-
cubazione su WA, erano costituite da
colonie piccole, gialle, circolari con
margine intero e successivamente ele-
vate e con aspetto mucoso.

Tutti gli isolati sono risultati Gram-
negativi, ureasi e ossidasi negativi, ca-
paci di liberare acido solfidrico dalla
cisteina, di crescere a 35°C, di idroliz-
zare la caseina e I'esculina, di liquefa-
re la gelatina e di produrre acidi da
arabinosio, glucosio e mannosio.

Il sistema computerizzato Biolog
ha identificato gli isolati USB716,
USB717, USB718, rappresentativi
dei diversi isolamenti come ceppi di
X. campestris pv. vesicatoria. Tali
ceppi sono stati depositati presso
I'“International Collection of Mi-
crorganisms from Plants” (ICMP),
Auckland, New Zealand, rispettiva-
mente, con i seguenti numeri di ac-
cessione: ICMP14926, ICMP14927,
ICMP14928.
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Fig. 3 - Bacca di “Peperone di Senise” con
pustole necrotiche e scabbiose causate da
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

I saggi di patogenicita effettuati su
piantine di peperone cv. Cornetto gial-
lo e rosso hanno confermato la viru-
lenza dei ceppi USB716, USB717,
USB718 e NCPPB422. Infatti, dopo
sette giorni dall’inoculazione le foglie
presentavano numerose maculature
idropiche di 1+2 millimetri di diame-
tro. Queste successivamente necrotiz-
zavano e tendevano a confluire. Nes-
sun sintomo € stato osservato su pian-
tine trattate con acqua distillata sterile.

Gli isolamenti da tali lesioni, effet-
tuati su WA, hanno dato luogo a col-
ture morfologicamente identiche a
quelle utilizzate per le inoculazioni
artificiali.

Sulla base dei caratteri morfologici,
biochimici, nutrizionali e di patogeni-
cita gli isolati batterici sono stati iden-
tificati come ceppi di X. campestris
pv. vesicatoria che necessita ricordare
¢ tra gli organismi nocivi (patogeno
da quarantena) regolato dal DM n. 33
del 31/01/1996 (Supplemento G.U. n.
41 del 19/02/1996).

Nei saggi di resistenza al rame, tut-

ti 1 ceppi batterici sono risultati sensi-
bili al solfato di rame; quando trasfe-
riti su SPA contenente 200 pug/ml di
CuSO, x 5H»O non si sono moltipli-
cati anche dopo 7 giorni di incubazio-
ne a 25°C. Gli stessi ceppi batterici
hanno invece evidenziato una norma-
le crescita sullo stesso substrato in as-
senza di solfato di rame. Questi risul-
tati indicano che le popolazioni del
batterio oggetto di questo studio, al
contrario di quanto osservato per la
maggior parte dei ceppi di X. campe-
stris pv. vesicatoria isolati nelle regio-
ni dell'ltalia centro-meridionale
(Buonaurio et al., 1994) o in altre aree
mondiali (Bouzar et al., 1999), non
sembrano aver subito la pressione se-
lettiva del rame.

Per quanto riguarda le coltivazioni
di “Peperone di Senise™, solo di recen-
te praticata nella valle dell’Agri, e
molto probabile che le sementi, ripro-
dotte dagli stessi agricoltori e utilizza-
te per I’ottenimento di piantine, siano
contaminate/infette dal suddetto pato-
geno. Infatti, X. campestris pv. vesica-
foria ¢ capace di contaminare e/o in-
fettare il seme di peperone, in cui pud
mantenersi vitale anche per molti anni
(Bashan et al., 1982) e con esso essere
disseminato anche a grande distanza.
Inoltre, il patogeno potrebbe essere
stato introdotto nella valle con seme
e/o piantine di altre cultivar di pepero-
ne, prodotte anche in altre Regioni e
poi disseminato alle colture del “Pepe-
rone di Senise”. I gravi attacchi a cari-
co delle varieta commerciali riscontra-
ti negli anni 2001-2002 e riportati in
questa nota sembrano rafforzare que-
sta ipotesi. Non da trascurare ¢ la pos-
sibilita che la coltura di pomodoro,
praticata nella valle, possa rappresen-
tare una sorgente di inoculo. Non &
escluso che il patogeno, che tra I’altro
ha una fase residente sul filloplano,
possa essere presente da tempo nella
valle ma per una serie di concomitan-
ze ambientali sfavorevoli non abbia
potuto causare malattia o che eventua-
li focolai pur verificatisi, possibilmen-
te in maniera limitata e di scarsa rile-
vanza, possono essere passati inosser-
vati. E noto che condizioni climatiche
caratterizzate da clima primaverile-
estivo caldo-arido non sono certo fa-
vorevoli alle attivita patogenetiche dei
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batteri fitopatogeni, comunque pronti
a moltiplicarsi e a causare malattia ap-
pena queste sono favorevoli.

Nelle ultime stagioni la valle dell’ A-
gri ¢ stata caratterizzata da inverni
freddi e piovosi ed estati non eccessi-
vamente calde associate a frequenti
temporali. Tali condizioni favoriscono
Iattivita del patogeno e lo sviluppo
delle infezioni sulle colture di pepero-
ne.

Allo stato attuale della caratterizza-
zione gli isolati batterici in oggetto so-
no stati identificati come ceppi di X.
campestris pv. vesicatoria. L' ulteriore
caratterizzazione per aspetti molecola-
ri (per es. rep-PCR) e/o patogenetici
(per es. determinazione della virulenza
su peperone e/o pomodoro e delle raz-
ze fisiologiche) di un numero discreto
e rappresentativo di ceppi del patoge-
no, ottenuti sia da “Peperone di Seni-
se” che da varieta commerciali della
solanacea, potrebbe permettere di
ascrivere tali isolati a una delle due
nuove specie proposte, rispettivamen-
te, X. axonopodis pv. vesicatoria o X.
vesicatoria. Tali conoscenze potrebbe-
ro, inoltre, chiarire alcuni degli aspetti
epidemiologici discussi in precedenza.

Gli isolati batterici considerati sono
risultati tutti sensibili al solfato di ra-
me sebbene i trattamenti preventivi
con formulati cuprici, che a dire dei
tecnici interessati sono stati effettuati
sulla coltura, non sono stati efficaci
nel contenere la malattia. Questo ri-
sultato, potrebbe essersi verificato in
quanto tali interventi sono stati effet-
tuati solo nelle prime fasi di sviluppo
delle piante e non piu ripetuti nelle
successive fasi fenologiche della col-
tura al fine di rispettare il periodo di
carenza dei prodotti stessi. Tale eve-
nienza, insieme all’andamento clima-
tico piovoso che ha determinato sia il
dilavamento superficiale di suddetto
principio attivo che le condizioni otti-
mali per I'attacco batterico, potrebbe
aver favorito enormemente lo svilup-
po della malattia.

Comunque, & sempre importante ri-
cordare che il criterio pil efficace per
prevenire gli attacchi di X. campestris
pv. vesicatoria & riferibile all’uso di
seme sano.

Vi sono diversi procedimenti per
verificare lo stato di sanita della se-
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mente. Il pill semplice & quello di uti-
lizzare un substrato selettivo come il
Tween B con cui il batterio viene fa-
cilmente isolato e riconosciuto grazie
alla particolare morfologia mostrata
sulla superficie agarizzata (colonie
gialle, circolari, convesse, mucose e
circondate da precipitati biancastri
evidenzianti I’avvenuta idrolisi del
Tween 80). L'uso di metodi molecola-
ri, pit sensibili e rapidi nonché speci-
fici, potrebbe permettere di valutare
un numero elevato di campioni di se-
mi (Kuflu e Cuppels, 1997).

La disinfezione dei semi ¢ possibi-
le con I’'uso di ipoclorito di calcio o di
sodio (Dempsey e Walker, 1973) o an-
che mediante immersione dei semi in
acqua a 50°C per 30 minuti.

Nella successiva fase di produzione
delle piantine ¢ molto importante alle-
stire i semenzali con terriccio sterile,
permettere una buona areazione dei
locali e trattare le piantine con prodot-
ti rameici. Tutto cid permette di con-
tenere I’insorgenza e la diffusione del-
la malattia in semenzaio.

In pieno campo, € consigliabile 1’a-
dozione di un’ampia rotazione coltu-
rale, un sesto di impianto tale da favo-
rire una buona aerazione tra le piante,
I’uso di irrigazione a goccia, concima-
zioni azotate e fosfo-potassiche equi-
librate, I’eliminazione della vegeta-
zione infetta e interventi a base di ra-
me nelle prime fasi di sviluppo delle
piante.

In ogni caso, per una efficace dife-
sa integrata della coltura dalla suddet-
ta batteriosi, diversi sono i criteri che
si dovrebbero adottare e, oltre alle ci-
tate, da non trascurare sono le cono-
scenze sugli aspetti epidemiologici e
della caratterizzazione della popola-
zione del patogeno. Vista la variabilita
genetica delle popolazioni del patoge-
no (Jones et al., 1998) le suddette co-
noscenze sono essenziali per le scelte
di gestione della coltura.

La costituzione di cultivar resisten-
ti alle razze del patogeno mediante
I'introduzione nei pregevoli genotipi
di peperone commerciale, dei geni
della resistenza Bsl, Bs2 e Bs3 in gra-
do di conferire resistenza alle razze
del patogeno & auspicabile (Jones et
al., 1998) e potrebbe costituire alme-
no nel medio-lungo periodo la solu-

zione alla batteriosi. Questa strategia
appare non facilmente praticabile ed
in prospettiva potrebbe determinare la
perdita e/o modificazione dei caratteri
distintivi della varieta tradizionale
“Peperone di Senise”.
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