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Riassunto

Il batterio Pseudomonas avella -
nae, agente causale del cancro batterico
del nocciolo, meglio noto come ‘moria’,
è un patogeno caratterizzato da un’ele-
vata aggressività nei confronti della spe-
cie ospite che può portare a morte
nell’arco di sei mesi. È un patogeno
sistemico, quindi presente anche nel
materiale di propagazione, aspetto
preoccupante in quanto i polloni sono
frequentemente utilizzati per la costitu-
zione di nuovi impianti. Non esiste,
inoltre, alcun tipo di intervento chimico
risolutivo, di conseguenza il controllo
della diffusione di questa malattia si
fonda principalmente sulla prevenzione.
L’efficacia degli interventi di prevenzio-
ne è basata sulla disponibilità di tecni-

che diagnostiche valide, utilizzabili da
più strutture operanti dello specifico set-
tore (laboratori di diagnosi accreditati e
Servizi Fitosanitari Regionali). La dia-
gnosi mediante la reazione a catena
della polimerasi (PCR) basata sull’uso
di inneschi specifici scelti sulle sequen-
ze del gene h r p W, permette il rileva-
mento rapido, specifico e sensibile di P.
avellanae. Vengono di seguito descritti i
protocolli messi a punto per la diagnosi
del batterio da materiale sintomatico e
asintomatico e la loro applicazione ai
fini del monitoraggio della malattia.

Parole chiave: Cancro batterico, Dia-
gnosi, Isolamento, PCR, Geni hrp.
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Summary

Survey and diagnosis of Pseudomonas avellanae, causal agent
of hazelnut bacterial decline in the Viterbo province (central Italy)

Introduzione

A partire dalla fine degli anni ‘70, nella zona dei Colli Cimini in provincia
di Viterbo, il fenomeno noto come ‘moria’ del nocciolo ha causato gravi danni a
dispetto di tutte le misure profilattiche adottate. L’agente causale è il batterio
Pseudomonas avellanae, caratterizzato da un elevato grado di aggressività nei con-
fronti della specie ospite (Scortichini e Tropiano, 1994; Janse et al., 1996). Al fine
di contenere la disseminazione del patogeno, oltre alla distruzione dei focolai
d’infezione, è necessario disporre di  strumenti di monitoraggio della malattia e di
controllo del materiale di propagazione, essendo il patogeno sistemico.

L’efficacia di tutti questi tipi di interventi è basata sostanzialmente sulla
disponibilità di strumenti diagnostici validi. La diagnosi tradizionale di P. avel -
lanae mediante l’isolamento del patogeno dal tessuto vegetale infetto, la messa in
coltura pura dello stesso e l’applicazione di saggi biochimico-fisiologici e
nutrizionali per l’identificazione della specie, comporta un notevole dispendio di
tempo. Per contro, la diagnosi molecolare, come la reazione a catena della
polimerasi (PCR), garantisce oltre alla rapidità di esecuzione, la possibilità di appli-

Pseudomonas avellanae the main
cause of bacterial canker and decline of
hazelnut, the so called ‘moria’ in central
Italy, is very aggressive towards the host
plant that can kill within a period of few
months. The pathogen can systemically
migrate in the woody tissues and so can
be present on the propagative material.
The sanitary assessment of the suckers,
used for the establishing new hazelnut
orchards, is usually not carried out.
Moreover, the chemical control of the
disease is not resolutive. The application
of a diagnostic method, able to ascertain
the presence of the pathogen inside the
plants, is very important to enhance the
sanitation of the affected areas, since the
destruction of wilted branches and the

uprooting of diseased hazelnut trees are
regarded as fundamental to avoiding the
spread of the pathogen. The use of a dia-
gnostic technique, based on specific pri-
mers deduced on hrpW sequence to use
in polymerase chain reaction (PCR),
represents a useful tool for the rapid
screening of propagative material and
for the control of the efficacy of sanita-
tion of an area. This paper reports on the
diagnosis of P. avellanae from sympto-
matic and asymptomatic plant materials
and the application to monitoring the
disease.

Key words: Hazelnut decline, Diagno-
sis, Isolation, PCR, hrp genes.
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cazione ad un elevato numero di campioni, mantenendo una elevata sensibilità ed
affidabilità del metodo. Attualmente, si dispone di due metodi per la diagnosi
mediante PCR di P. avellanae (Scortichini e Marchesi, 2001; Loreti e Gallelli,
2002).

Attraverso l’applicazione del metodo di PCR messo a punto da Loreti e Gal-
lelli (2002), sono stati definiti dei protocolli per la diagnosi del batterio, oltrechè da
materiale sintomatico, anche da polloni apparentemente asintomatici. Tali protocol-
li sono stati utilizzati per il monitoraggio del batterio in tre diverse aree in cui la
malattia è ormai conclamata, per una valutazione del rischio di diffusione del batte-
rio. Si riportano i risultati relativi all’attività svolta durante il periodo 2003-2005.

La malattia e l’agente causale

La ‘moria’ del nocciolo si manifesta con scoppi epidemici ai quali possono
alternarsi periodi nei quali rimane endemica. Nella primavera del 1998 e del 1999
si è assistito ad una recrudescenza della malattia, in particolare nei comuni di
Capranica, Sutri, Ronciglione, Caprarola e Soriano, dove sono stati estirpati circa
400 ettari di noccioleto, tanto da destare l’interesse dell’opinione pubblica (Il Mes-
saggero 26-09-1999) e l’emanazione di un progetto di legge al fine di cautelare gli
interessi economici dei produttori. La malattia si manifesta in primavera con avviz-
zimento di foglie e dei rami con conseguente pallida colorazione della vegetazione.
Seguirà, durante il periodo estivo, il disseccamento di rami e branche e talvolta
dell’intera pianta; il disseccamento è talmente repentino che le foglie rimangono
saldamente attaccate ai rami. Le branche e i rami possono presentare aree brune,
idropiche, alle quali corrispondono, in prossimità del cambio, necrosi e annerimenti
dei tessuti. In corrispondenza dei cancri, può osservarsi emissione di essudati batte-
rici e linfa. In autunno, i frutti dei rami malati rimangono saldamente attaccati
all’asse vegetativo disseccato. L’apparato radicale presenta estese necrosi che pos-
sono estendersi alla ceppaia e da qui alle branche. Durante il periodo invernale è
possibile osservare avvizzimento e imbrunimento di gemme femminili e a legno, e
avvizzimento degli amenti che rimangono inseriti ai rami; come conseguenza la
fioritura è scarsa (Scortichini, 1992).

Il batterio P. avellanae (Psallidas) Janse et al., 1996, è considerato l’agente
causale della malattia (Scortichini e Tropiano, 1994; Janse et al., 1996). Individua-
to a partire dagli anni 1980 in Grecia (Psallidas e Panagoulopus, 1979; Psallidas,
1987; Psallidas, 1993), in Italia è stato segnalato nei primi anni ’90 in provincia di
Roma e Viterbo (Scortichini, 1992). Il batterio penetra nella pianta attraverso le
cicatrici fogliari in autunno e migra sistemicamente fino a raggiungere l’apparato
radicale (Scortichini e Lazzari, 1996). Può causare la morte della pianta nell’arco di
sei mesi fino a qualche anno. Studi volti all’identificazione di resistenze naturali
nel germoplasma di Corylus avellana L. hanno evidenziato l’elevata suscettibilità
di questa specie al batterio (Scortichini, 1998).
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In questo contesto, appare fondamentale il controllo della diffusione della
malattia, per il quale, parallelamente alla distruzione dei focolai d’infezione è neces-
sario disporre di strumenti di monitoraggio della malattia e di controllo del materia-
le di propagazione, essendo il patogeno sistemico. 

Caratteristiche peculiari di un efficace metodo di diagnosi

Un protocollo di diagnosi efficace ed operativo deve prevedere il persegui-
mento dei seguenti obiettivi:
– semplicità  e rapidità di esecuzione, basso impatto economico, applicabilità su

larga scala, al fine di consentire l’analisi di un elevato numero di campioni nel
corso di indagini massali; 

– affidabilità, specificità e sensibilità, al fine di annullare il rischio di falsi positivi
e/o falsi negativi, per garantire l’assenza nel materiale di propagazione e l’accerta-
mento di campioni sospetti;

– atossicità, a garanzia della salubrità dell’operatore.

Diagnosi tradizionale di Pseudomonas avellanae

La diagnosi tradizionale di P. avellanae è molto dispendiosa in termini di
tempo per l’ottenimento del risultato, inoltre non permette l’identificazione di infe-
zioni latenti. È basata sull’isolamento diretto, l’ottenimento di una coltura pura e
l’applicazione di saggi biochimici, fisiologici e nutrizionali. 

L’isolamento diretto si effettua macerando, in soluzione fisiologica sterile,
piccoli frammenti (circa 1 cm) di tessuto legnoso, prelevato a confine tra area sana e
area necrotica. Una aliquota della sospensione, opportunamente lasciata a decantare,
viene piastrata su terreno nutritivo aggiunto di saccarosio al 5% (NSA). Su questo
terreno P. avellanae (così come altre pseudomonadi, nonché Erwinia amylovora),
forma delle colonie aventi una caratteristica conformazione a cupola (levaniformi).
L’incubazione a temperature di 26-28 °C per 48 ore determina la crescita, oltrechè
delle colonie dell’agente causale, anche di batteri saprofiti od opportunisti associati
al nocciolo. Le colonie levaniformi sono quindi piastrate fino ad ottenere una coltu-
ra pura. Su quest’ultima vengono applicati i saggi necessari per l’identificazione
della specie (ipersensibilità su tabacco, presenza di ossidasi, presenza di catalasi,
metabolismo del glucosio, capacità di utilizzo di L(+)tartrato, L-arginina, L-aspara-
gina). Il risultato della diagnosi si ottiene in almeno 6-8 giorni. Qualora si dovesse
effettuare la prova di patogenicità sull’ospite i tempi si allungano fino a 6-7 mesi.



Diagnosi basata sul polimorfismo delle proteine
solubili totali e del DNA genomico

L’analisi del polimorfismo delle proteine solubili totali e l’analisi del poli-
morfismo del DNA genomico mediante uso di sequenze aspecifiche (es. RAPD) o
sequenze ripetute (es. minisatelliti, rep-PCR) permettono l’ottenimento di un risulta-
to in circa 5-6 giorni. Infatti, entrambe necessitano della coltura pura del patogeno
ed essendo basate sul confronto di un complesso profilo di bande con quello del
ceppo di riferimento, sono di piuttosto difficile interpretazione. Non consentono,
inoltre, l’identificazione del patogeno in caso di infezioni latenti.

Diagnosi mediante PCR specifica

L’acquisizione di conoscenze sul DNA genomico dei batteri e in particolare
di P. avellanae, ha permesso la scelta di inneschi specifici che consentono l’amplifi-
cazione di brevi tratti del DNA del batterio. La PCR è basata sull’ottenimento di
bande specifiche che vengono visualizzate mediante corsa su gel di agarosio. Quan-
do effettuata su una sospensione della colonia batterica, la PCR permette l’otteni-
mento del risultato in circa 4-5 giorni, mentre qualora applicata direttamente su
DNA estratto da matrice vegetale fornisce il risultato in 1-2 giorni. In quest’ultimo
caso la diagnosi è, quindi, molto rapida. Inoltre, il risultato è di facile interpretazio-
ne essendo basato sulla presenza/assenza di una specifica banda cui corrisponde
presenza/assenza di infezione batterica. 

Attualmente sono disponibili due metodi di diagnosi mediante PCR (Scorti-
chini e Marchesi, 2001; Loreti e Gallelli, 2002). Il primo metodo è basato sulla
amplificazione di un tratto di 762 pb del gene codificante il 16S rRNA. Quest’ulti-
mo è un gene conservato, il cui sequenziamento è frequentemente utilizzato come
tecnica di identificazione di specie batteriche (Minardi e Mazzucchi, 1999). Questa
metodica ha permesso di confermare la stretta correlazione esistente tra P .
avellanae, P. syringae pv. theae e P. syringae pv. actinidiae, permettendo l’otteni-
mento dell’amplicone di 762 pb su tali microrganismi (Scortichini et al., 2002). La
seconda metodica fa uso di inneschi specifici (WA e WC) scelti sulla sequenza del
gene hrpW caratterizzato in P. avellanae (Loreti et al., 2001). I geni hrp, organizzati
in un “cluster”, controllano la capacità dei batteri fitopatogeni a indurre la patogeni-
cità nell’ospite e la risposta ipersensibile in piante resistenti (He et al., 1993; Lind-
gren, 1997). In particolare, il gene hrpW codifica  per una arpina, proteina caratteri-
stica dei batteri fitopatogeni, la cui funzione è conservata nei fitobatteri, ma la
rispettiva sequenza nucleotidica differisce fra diverse specie. L’amplicone è lungo
350 pb. La PCR è stata messa a punto, con esito positivo, a partire da DNA genomi-
co del batterio, dalla colonia batterica, e infine, direttamente da DNA estratto da tes-
suto legnoso di nocciolo infetto. Al fine di verificare la specificità di reazione sono
stati utilizzati in PCR, come controllo, varie altre specie di batteri fitopatogeni
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(Agrobacterium, Erwinia, Xanthomonas, Ralstonia), altre pseudomonadi (P s e u d o -
m o n a s viridiflava, putida, cichorii, corrugata, syringae, savastanoi, marginalis) ,
varie pathovars di P. syringae (syringae, tomato, morsprunorum, actinidiae, lachry -
mans), e vari batteri opportunisti e/o saprofiti associati al nocciolo. Soltanto i ceppi
di P. avellanae hanno dato reazioni positive in PCR, confermando la specificità del
metodo e la sua possibilità di applicazione sia sulla colonia batterica che diretta-
mente su DNA estratto da tessuto vegetale naturalmente infetto (Fig. 1a). Relativa-
mente la sensibilità del metodo è possibile individuare fino a 20 pg di DNA e 2x103

CFU/reazione PCR anche in presenza di un eccesso di 1:20 e 1:200 di cellule di P.
syringae pv. syringae (Loreti e Gallelli, 2002).

È stata, inoltre, verificata la possibilità di conservare i campioni prelevati in
campo al fine di analizzarli in tempi più lunghi. Mantenendoli a 4 °C per circa un
mese, non veniva inficiato il risultato della diagnosi mediante PCR, consentendo
l’analisi di  un elevato numero di campioni (diagnosi massale) (Fig. 1b).

Fig. 1 – a) Analisi elettroforetica dei prodotti di amplificazione ottenuti con gli inneschi WA e
WC da DNA estratto da materiale vegetale sintomatico (banda di 350 pb). 1, 9 = marcatore di peso mole-
colare (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder, Fermentas); 4, 7 = DNA estratto da campioni di nocciolo
infetti da Pseudomonas avellanae; 3, 5, 6 = DNA estratto da campioni di nocciolo non infetti; 2, 8 = con-
trollo negativo (acqua); b) analisi elettroforetica dei prodotti di amplificazione ottenuti con gli inneschi
WA e WC da DNA purificato da colonia di Pseudomonas avellanae (2) e da DNA estratto da polloni
asintomatici (1) precedentemente conservati per 30 giorni a 4°C; 3 = controllo acqua, 4 = marcatore di
peso molecolare (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus, Fermentas).

Monitoraggio della malattia

Pseudomonas avellanae. Durante il periodo 2003-2005, è stato effettuato un
monitoraggio in tre impianti del Viterbese, nelle aree dove la malattia è conclamata
(Vico Matrino, lago di Vico). Al fine di valutare il rischio di diffusione e la presen-
za del patogeno sono stati campionati polloni asintomatici e campioni sintomatici
(rami, branche o parte di tronco). Su tutti i campioni è stato effettuato l’isolamento
diretto su NSA e, sulle colonie sospette (levaniformi), è stata applicata la PCR spe-
cifica per verificare l’appartenenza a P. avellanae.

  

a

 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4

b



Isolamento da polloni asintomatici. Da ciascun campione, costituito da 5-6
polloni di una singola pianta (sintomatica o non), sono stati prelevati piccoli fram-
menti (circa 1 cm) di tessuto legnoso su tutta la lunghezza del pollone secondo un
andamento ad elica. Il materiale è stato macerato in circa 100 µl di soluzione fisio-
logica. Le cellule batteriche rilasciate nel supernatante sono state concentrate attra-
verso centrifugazione (10 min, 10.000 rpm) e risospensione del pellet in 1 ml di
soluzione fisiologica sterile, una aliquota della quale è stata piastrata su NSA. Da
ciascun areale sono stati prelevati 5-10 campioni.

Isolamento da campioni sintomatici (ramo, branca o parte di tronco). È stato
effettuato il prelievo di piccoli frammenti di tessuto legnoso a confine fra area
necrotica e area sana su campioni con cancri evidenti. Dopo macerazione è stata
piastrata una aliquota del supernatante su NSA. 

Per i campioni privi di cancro, ma prelevati in posizione adiacente a rami o
branche avvizzite su piante aventi sintomi di  avvizzimento generale, il prelievo e
l’isolamento è stato effettuato secondo la modalità descritta per i polloni. I risultati
del monitoraggio sono riportati in Tab. 1 (2003-2004) e Tab. 2 (2005). 

TABEL L A 1 – Risultati del monitoraggio effettuato su materiale sintomatico (ramo, branca o parte di tronco)
e su polloni asintomatici nell’anno 2003-2004. Sono riportati i campioni risultati positivi alla
diagnosi per Pseudomonas avellanae sul totale di campioni prelevati. Nell’ultima riga è indi-
cato il totale per tutto il periodo 2003-2004 e il relativo valore percentuale fra le parentesi.

2003-2004 Pollone Campione sintomatic

Novembre 1/28 2/7
Marzo 1/19 0/8
Luglio 0/25 ––

Totale 2/47 (3%) 2/15 (13%)

TABELLA 2 – Risultati del monitoraggio effettuato su campioni sintomatici (ramo, branca o parte di tron-
co) e su polloni asintomatici nell’anno 2005. Sono riportati i campioni risultati positivi alla
diagnosi per Pseudomonas avellanae sul totale di campioni prelevati. Per i campioni sinto-
matici è riportato: il totale parziale e il rispettivo valore percentuale (2%) al giugno 2005, il
valore percentuale del risultato del campionamento di settembre 2005 (19%), il totale relati-
vo a tutto il periodo del 2005 e il relativo valore percentuale tra parentesi (ultima riga).

2005 Pollone Campione sintomatico

I Febbraio 0/13 0/9
II Febbraio 0/13 0/14

Marzo 0/2 0/7
Aprile 0/1 0/3

Maggio 2/10 1/5
Giugno 0/30 0/12

Totale parziale — 1/50 (2%)
Settembre — 7/37 (19%)

Totale 2/69 (3%) 8/87 (9%)
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Il campionamento di polloni asintomatici ha evidenziato la presenza del bat-
terio nel 3% dei campioni saggiati (Tab. 1 e 2). Nel 2003-2004 (Tab. 1), il batterio è
stato rinvenuto nel 13% dei campioni sintomatici, mentre nel 2005, fino al mese di
giugno, è stata osservata una incidenza del solo 2% di campioni positivi per P. avel -
l a n a e (Tab. 2). Pertanto, nel settembre 2005, sui campioni sintomatici raccolti è
stato effettuato, in parallelo, sia l’isolamento diretto che la PCR. Su 37 campioni
sintomatici, 7 sono risultati positivi in PCR, ma negativi in isolamento diretto
(assenza di colonie levaniformi). Quindi, applicando la diagnosi molecolare diretta-
mente su materiale vegetale sintomatico è stato ottenuto un aumento della rilevabi-
lità del batterio dal 2 al 19%. Inoltre, per escludere che la diagnosi molecolare aves-
se dato false positività, è stata eseguita la PCR su tutte le colonie morfologicamente
diverse da P. avellanae rilevate in fase di isolamento. La PCR ha dato esito negati-
vo, confermando così il risultato della diagnosi molecolare. Sulla base di questo
dato, si ritiene necessario il supporto della diagnosi molecolare a quella tradizionale,
poiché non sempre è possibile isolare il batterio.

Altre specie batteriche. Durante l’isolamento è stata frequentemente rileva-
ta la presenza di colonie levaniformi che, tuttavia, risultavano negative alla diagnosi
molecolare per P. avellanae. Tali colonie sono state infatti identificate come P .
syringae pv. syringae, un batterio la cui presenza associata al nocciolo è già stata
segnalata (Loreti et al., 1999, Scortichini et al., 2000) e che, frequentemente, è pre-
sente come epifita in varie specie vegetali (Scortichini, 1995). L’utilizzo della PCR
applicata alla colonia batterica appare di enorme utilità quando, come in questo
caso, si debbano distinguere colonie aventi morfologia simile come P. avellanae e
P. syringae pv. syringae.

Fase vegetativa dell’ospite. Il campionamento è stato effettuato in diverse
fasi vegetative delle piante ospiti. Durante il primo anno è stato possibile isolare il
batterio durante i mesi invernali (novembre, marzo), mentre nel 2005 durante i mesi
più miti (maggio, settembre), confermando la possibilità di isolare P. avellanae
durante vari periodi dell’anno. 

Conclusioni

La disponibilità di un accurato metodo per la diagnosi di Pseudomoas avella -
n a e è fondamentale ai fini del contenimento della diffusione della malattia, visto
che tutte le misure di controllo sono di tipo preventivo. La diagnosi molecolare
(PCR), mediante uso di inneschi specifici, risponde alle caratteristiche necessarie
per la definizione di un efficace metodo diagnostico. In particolare, il metodo di
amplificazione genica messo a punto utilizzando inneschi complementari al gene
hrpW (Loreti e Gallelli, 2002) si è rivelato efficace per la diagnosi del patogeno:
– è affidabile e specifico: permette l’amplificazione di un tratto di 350 pb del gene

hrpW di P. avellanae e non di altri batteri fitopatogeni o saprofiti o opportunisti; 



– è di semplice e rapida esecuzione: consente l’ottenimento di risultati al massimo
in due giorni; 

– non fa uso di sostanze tossiche; 
– è applicabile su larga scala: mantenendo i campioni a 4 °C per un mese è possibile

analizzare numerosi campioni; 
– è sensibile;
– può essere applicato direttamente su DNA estratto da tessuto vegetale sia sintoma-

tico che asintomatico. 
La PCR è stata, infatti, applicata con successo per il rilevamento di infezioni

latenti su polloni asintomatici (Fig. 1b). Inoltre, quando applicata per la diagnosi su
ramo, branca o parti di tronco sintomatici, ha evidenziato la presenza di campioni
positivi non individuati con l’isolamento diretto. Ciò sottolinea i limiti dell’isola-
mento diretto per il rilevamento del batterio anche da matrice sintomatica e la
necessità di ricorrere, in parallelo, alla diagnosi molecolare. Inoltre la PCR, quando
applicata sulle colonie a morfologia sospetta ottenute in fase di isolamento diretto,
permette di discriminare precocemente P. avellanae da batteri aventi morfologia
simile, come P. syringae pv. syringae la cui presenza è stata rinvenuta sui noccioli
infetti e non (Loreti et al., 1999; Scortichini et al., 2000).

Relativamente al monitoraggio della malattia, è stata confermata la possibi-
lità di isolare P. avellanae durante vari periodi dell’anno, anche durante il periodo
invernale, quando i sintomi sono meno evidenti. Il monitoraggio ha rilevato una
ridotta presenza del patogeno; se da un lato ciò può essere imputabile al limite
dell’isolamento diretto, si ritiene che possa essere il risultato dell’applicazione di
adeguati interventi preventivi, da parte degli operatori del settore, nelle zone colpite
da ‘moria’.  Ciò conferma l’efficacia di adeguate operazioni colturali ai fini del con-
tenimento della malattia. Inoltre, la possibilità di controllare il materiale di propaga-
zione, aspetto ancora piuttosto trascurato dal vivaismo locale, potrebbe supportare
la costituzione di nuovi impianti, migliorando ulteriormente lo stato sanitario delle
aree colpite da ‘moria’.
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