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Pseudomonas marginalis

(Brown) Stevens agente causale
del marciume della lattuga
in Basilicata

Pietro Lo Cantore - Nicola Sante lacobellis

RIASSUNTO

In agro di Villa d’Agri (Marsicovetere, Poten-
za) in Basilicata sono stati osservati tipici sin-
tomi di marciume molle a carico di una colti-
vazione di lattuga tipo “romana” in tunnel
freddo. Le piante presentavano, inizialmente,
delle aree necrotiche marginali del lembo fo-
gliare e, successivamente, sintomi di marciu-
me molle che interessavano le foglie e nella
maggior parte delle piante anche il midollo del
fusto. Gli isolati batterici ottenuti dai tessuti
alterati hanno presentato i caratteri patogene-
tici, nutrizionali e biochimici di Pseudomonas
marginalis (Brown) Stevens. Si discutono alcu-
ni aspetti epidemiologici della malattia e ven-
gono indicati i criteri per la lotta alla batterio-
si.

PAROLE CHIAVE:

Pseudomonadi fluorescenti, Asteraceae, mar-
ciume batterico.

SUMMARY

Pseudomonas marginalis (Brown) Stevens the ca-
sual agent of lettuce soft rot in Basilicata

In a lettuce type “romana” cultivation grown
in cold tunnel at Villa d’Agri (Marsicovetere,
Potenza) in Basilicata, typical symptoms of
soft rot have been observed. The plants
showed marginal necrosis of leaf which then
turned rotted in most of the cases. Also the
pith stem showed rotting. Bacterial isolates
obtained from the altered tissues showed the
pathological, nutritional and biochemical fea-
tures of Pseudomonas marginalis (Brown) Ste-
vens. The epidemiological aspects and the con-
trol measures for this bacterial disease are di-
scussed.
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Fig. 1 - Lesioni necrotiche marginali

e internervali su foglie di lattuga causate
da Pseudomonas marginalis.

Figure 1 - Marginal and intervein necrotic
lesions on lettuce leaves caused by
Pseudomonas marginalis.

Introduzione

Nel gennaio 2003 in agro di Villa
d’Agri (Marsicovetere, Potenza) in
Basilicata, su una coltivazione di lat-
tuga (Lactuca sativa L.) tipo “roma-
na”, in tunnel freddo, sono stati ri-
scontrati sintomi riconducibili ad in-
fezioni di natura batterica. Le piante
mostravano inizialmente aree necroti-
che che interessavano principalmente
i margini delle foglie piu esterne al ce-
spo (Fig. 1). Successivamente i lembi
fogliari alterati risultavano depressi e
con evidenti fenomeni di marcescen-
za. In condizioni di elevata umidita re-
lativa dell’aria le infezioni si estende-
vano all’intera pianta che risultava no-
tevolmente compromessa a causa de-

gli estesi fenomeni di marciume mol-
le delle foglie. La sezione del fusto
evidenziava imbrunimenti intensi an-
che a carico del midollo che presenta-
va una consistenza molle (Fig. 2).

L'intera coltivazione di lattuga & ri-
sultata, infine, totalmente compro-
messa.

In questa indagine vengono affron-
tati gli aspetti eziologici ed epidemio-
logici della malattia e indicati i criteri
per una sua razionale gestione.

Materiali e metodi

Isolamenti batterici

Da foglie e da midollo di lattuga
con sintomi di marciume molle sono
stati prelevati porzioni di tessuto, al li-
mite tra le zone malate e quelle anco-
ra apparentemente sane, che sono sta-
ti finemente sminuzzati in acqua di-
stillata sterile. Aliquote delle sospen-
sioni batteriche cosi ottenute sono sta-
te distribuite sulla superficie di piastre
Petri contenenti il substrato B di King
(KB: King et al., 1954). Le piastre
inoculate sono state poste ad incubare
a 25 °C per 72 ore.

Colonie isolate sono state prelevate
e purificate mediante ripetuti strisci su
KB. Le colture pure sono state mante-
nute a 4 °C in tubi da batteriologia
contenenti agar nutritivo addizionato
con 2% di glicerolo (ANG) e quindi
gli isolati di interesse sono stati liofi-
lizzati e conservati a 4 °C.

Le sottocolture degli isolati sono
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Fig. 2 - Sezione di un fusto di lattuga con imbrunimenti e marciumi del midollo causati

da Pseudomonas marginalis.

Figure 2 - Section of lettuce with rotted pith stem caused by Pseudomonas marginalis.

state ottenute accrescendo i batteri per
48 ore su KB.

Saggi di patogenicita

I saggi di patogenicita, ripetuti due
volte, sono stati effettuati sia su pian-
te intere che su sezioni di fusto di lat-
tuga.

Nel primo caso sono state utilizza-
te piantine di lattuga tipo “romana”,
accresciute in vaso e tenute in serra
ad una temperatura di 20-25 °C ed
una umidita relativa del 70-90%. Do-
po 20 giorni dal trapianto le piante
sono state inoculate mediante nebu-
lizzazione con sos%ensioni batteriche
contenenti circa 10” u.f.c./ml e quindi

Fig. 3 - Foglie di lattuga mostranti lesioni
marginali, depresse, idropiche e marcescenti
in seguito ad inoculazione per
nebulizzazione con una sospensione
batterica contenente circa 10° u.f.c./ml

di Pseudomonas marginalis.

Figure 3 - Lettuce leaves showing marginal,
water soaked and soft rot lesions after
spray inoculation with a bacterial
suspension containing about 10° c.f.u./ml
of Pseudomonas marginalis.
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poste in camera umida per altre 72
ore. Inoltre, le stesse sospensioni so-
no state iniettate, mediante siringa
sterile, alla base della costa di foglie
di altre piante. Nei due saggi, per
ognuno dei 10 isolati batterici valuta-
ti sono state utilizzate tre piante. Altre
tre piante di lattuga trattate con acqua
distillata sterile sono state utilizzate
come controllo.

Fusti di lattuga sono stati lavati
sotto acqua corrente e immersi per 10
minuti in ipoclorito di sodio all’1%.
Dopo due lavaggi in acqua distillata
sterile, sono stati asciugati sotto cap-
pa sterile per cinque minuti. Da essi
sono stati ottenute delle sezioni di cir-
ca 3 mm di spessore che sono state
poste su vetrini da microscopia conte-
nuti in piastre Petri di vetro sterili sul
cui fondo ¢ stato posto un foglio cir-
colare di carta da filtro imbevuto con
2 ml di acqua distillata sterile. Le pia-
stre con la carta da filtro e il vetrino
sono state precedentemente steriliz-
zate in autoclave a 121 °C per 21 mi-
nuti. Le sezioni di fusto di lattuga so-
no state inoculate mediante deposi-
zione di 50 pl di sospensioni batteri-
che contenenti circa 10® u.f.c./ml. In
ogni piastra, due sezioni di fusto di
lattuga sono state inoculate con le so-
spensioni batteriche mentre altre due
sono state trattate con acqua distillata
sterile. Per ogni isolato batterico sono
state utilizzate tre piastre. Le piastre
Petri inoculate sono state poste ad in-
cubare a 25 °C per 48 ore.

La degradazione dei tessuti & stata
accertata infiggendo un ago sterile
sulla superficie del tessuto. L'affon-

damento facile dell’ago nei tessuti &
stato considerato come risultato posi-
tivo.

Saggi biochimici e nutrizionali

Gli isolati batterici sono stati sotto-
posti alla colorazione di Gram e valu-
tati per la capacita di produrre pig-
menti fluorescenti sul substrato KB e
per i caratteri biochimici LOPAT (Lel-
liott e Stead, 1987).

La capacita degli isolati di idroliz-
zare I'acido poligalatturonico & stata
determinata inoculando piastre Petri
contenenti il substrato cosi composto:
6,7 g di “yeast nitrogen base” (Difco),
10 g di glucosio, 10 g di acido poliga-
latturonico (Sigma) e 15 g di agar in
un litro di tampone fosfato 50 mM,
pH 7. Dopo 5 giorni di incubazione a
25 °C, I'attivita poligalatturonasica &
stata evidenziata versando sulla super-
ficie agarizzata una soluzione allo
0,1% di rosso rutenio per 5 min. L'e-
ventuale presenza di aloni rosso por-
pora intorno alle colonie batteriche,
dopo il lavaggio della superficie aga-
rizzata con acqua distillata, ha indica-
to I’avvenuta degradazione dell’acido
poligalatturonico.

Le caratteristiche nutrizionali di al-
cuni isolati sono state ulteriormente
studiate mediante il sistema compute-
rizzato “Biolog” (Biolog, Inc.,
Hayward, CA).

Risultati e discussione

Gli isolamenti effettuati da tessuti
alterati provenienti da lamine fogliari
e da sezioni del fusto di lattuga hanno
sempre dato esito positivo e hanno
permesso I’ottenimento di colture so-
stanzialmente pure di batteri che, do-
po tre giorni di incubazione sul sub-
strato KB, hanno prodotto pigmenti
diffusibili fluorescenti verdi.

I saggi di patogenicita su piante di
lattuga, mediante nebulizzazione del-
le sospensioni batteriche, hanno evi-
denziato la capacita degli isolati bat-
terici di determinare la comparsa di
lesioni fogliari presenti principal-
mente lungo i margini della lamina
fogliare. Esse si presentavano idropi-
che e marcescenti (Fig. 3). L'iniezio-
ne degli isolati batterici alla base del-
la costa della foglia ha determinato lo
svuotamento e il rammollimento dei

INFORMATORE FITOPATOLOGICO @ / 2005



tessuti vegetali (Fig. 4). Fenomeni di
rammollimento dei tessuti sono stati
ottenuti anche quando I'inoculazione
degli stessi ¢ stata fatta su fette di fu-
sto di lattuga.

Tutti gli isolati batterici sono risul-
tati Gram negativi e con il profilo bio-
chimico LOPAT del gruppo 1V,
(++++-) delle pseudomonadi fluore-
scenti (Lelliott and Stead, 1987) a cui
appartiene Pseudomonas marginalis.
In particolare, essi sono capaci di
produrre levano su agar nutritivo al
5% di saccarosio (ANS), presentano
ossidasi, macerano le fette di patata,
utilizzano 1’arginina e non producono
la reazione di ipersensibilita in foglie
di tabacco. Inoltre, la capacita pecti-
nolitica degli isolati batterici ¢ stata
confermata nel saggio di idrolisi del-
I’acido poligalatturonico.

L’analisi del profilo nutrizionale di
due isolati batterici (USBI2I1 e
USB1214) con il sistema computeriz-
zato  “Biolog” (Biolog, Inc.,
Hayward, CA) ha permesso di identi-
ficarli come ceppi di P. marginalis,
con valori di similitudine, rispetto al
profilo nutrizionale della specie bat-
terica depositata nella banca dati Bio-
log, di 0,91 e 0,87, rispettivamente.
Gli stessi ceppi sono stati depositati
presso la International Collection of
Micro-organisms from Plants, Auck-
land, New Zealand.

I risultati dell’indagine hanno evi-
denziato, mediante I’analisi delle ca-
ratteristiche patogenetiche, fisio-bio-
chimiche e nutrizionali degli isolati
batterici, che le alterazioni a carico
della coltivazione di lattuga in Basili-
cata sono state determinate da ceppi
di P. marginalis. Questo conferma
che la sola osservazione del quadro
sintomatologico non & assolutamente
sufficiente per effettuare una diagno-
si completa. Infatti, i sintomi osserva-
ti nella coltura in questione sono mol-
to simili a quelli determinati da un’al-
tra entita batterica |P. cichorii (Swin-
gle) Stapp] piu frequentemente ritro-
vata in [talia a carico della lattuga e di
altre composite (Bazzi e Mazzucchi,
1979; Caponero et al., 1994; D’A-
scenzo et al., 1997). P. marginalis &
un batterio ad habitat tellurico (Cup-
pels e Kelman, 1974) capace di deter-
minare sintomi a carico delle foglie
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Fig. 4 - Foglia di lattuga con sintomi

di marciume molle in seguito all’iniezione
di una sospensione contenente circa 10°
u.f.c./ml di Pseudomonas marginalis.
Figure 4 - Soft rot symptoms on lettuce leaf
caused by the artificial injection of a
suspension containing about 10° ¢.f.u./ml
of Pseudomonas marginalis.

(necrosi marginali e maculature fo-
gliari) e marciumi molli di molti or-
taggi e piante ornamentali (Bradbury,
1986). In Italia il batterio & stato ri-
scontrato come agente causale di
marciumi a carico di diverse piante
ornamentali e ortive ma non, a nostra
conoscenza, su lattuga. Inoltre, il pa-
togeno grazie alla sua capacita di
moltiplicarsi e di produrre enzimi
pectinolitici anche a basse temperatu-
re, risulta uno dei principali agenti di
marciume molle degli ortaggi durante
il loro stoccaggio anche in celle refri-
gerate (Tamietti e Matta, 1981; God-
frey e Marshall, 2002).

P. marginalis & un batterio opportu-
nista che al verificarsi delle condizio-
ni predisponenti la malattia pu0 deter-
minare notevoli perdite di prodotto.
Nel caso della coltivazione in esame
risulta molto probabile che, nonostan-
te non sia chiara I’origine dell’inoculo
batterico, la mancanza di una appro-
priata pacciamatura del terreno, 'ele-
vata umidita relativa dell’aria nei tun-
nel freddi, I'irrigazione effettuata per
aspersione e con acque superficiali e
la mancanza totale di interventi con
formulati rameici, hanno sicuramente
favorito il manifestarsi della malattia
che ha reso il prodotto non piu com-
merciabile.

Risulta chiaro a questo punto che la
lotta al marciume molle della lattuga
deve essere improntata su quelle prati-
che che non favoriscono la moltiplica-
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zione del batterio (aerazione dei tun-
nel, irrigazione con acque profonde e
mediante gocciolatori e interventi con
prodotti a base di rame rispettando ov-
viamente i tempi di carenza e sull’'uso
di piantine sane). Inoltre, i grumoli do-
po la raccolta, sebbene asintomatici,
devono essere asciugati e rapidamente
refrigerati. Si consiglia di non prolun-
gare la conservazione in quanto alcune
pseudomonadi e, in particolare P. mar-
ginalis, non sono del tutto controllate
con la refrigerazione (Friedman, 1951;
Schober e Zadorks, 1999; Godfrey e
Marshall, 2002).
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