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Nnon anaerobica assoclata
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RIASSUNTO

Nel corso di sopralluoghi effettuati nel periodo
1999-2001 in aziende corilicole situate nei colli
Cimini (VT), e stato possibile osservare il feno-
meno delle“macchiebrune”’ acarico del tronco e
delle branche principali. Mensilmente sono stati
effettuati prelievi dai tessuti interessati dall’alte-
razioneal finedi isolare, possibilmenteidentifica-
rela microflora batterica non strettamente anae-
robica e verificarne I’eventuale ruolo patogeneti-
co. Pantoea agglomerans é stata la specie mag-
giormente rinvenuta durante tutte le stagioni.
Bacillus sp. & stato rinvenuto frequentemente as-
sociato agli essudati acquosi fuoriuscenti dalle
“macchie brune’ in primavera. Altre due specie
rinvenute occasionalmente, non sono state identi-
ficate. Tutte le tipologie batteriche ottenute sem-
brano non rivestire alcun ruolo patogenetico e
due anni dopo la comparsa delle “macchie bru-
ne’, le piante hanno cicatrizzato i tessuti interes-
sati dall’alterazione. Le piante colpite non sono
mai avvizzite nei tre anni di osservazioni. Questo
studio conferma quanto osservato in precedenza
in Piemonte circa la natura abiotica del fenome-
no.
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SUMMARY

The “brown spot” of hazelnut: investigation on the
non anaerobic bacterial microflora

During surveys carried out on 1999-2001 in the
province of Viterbo (Latium, central Italy), it has
been possible to observe the so called “brown
spots’ along the branches and trunk of hazelnut
trees. In order toisolate, possibly identify and to
ascertain the pathogenic role of non anaerobic
bacterial microflora, samples from symptomatic
trees were taken monthly. Pantoea agglomerans
was the species more frequently recovered in all
seasons. In addition, Bacillus sp. was frequently
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found associated with bacterial exudates oozing
out the spotsduring spring. Two other speciesoc-
casionally found, have not been identified. How-
ever, all isolates representing all the non anaero-
bic bacterial microflora associated with the
“brown spots’ do not show pathogenicity. More-
over, two years after the appearance of “brown
spots’, most of the trees healed the tissues. All
tree showing this syndrome resulted alive over
the three years. This study confirms previous in-
vestigations carried out in Piedmont pointing out
the “brown spots’ as an abiotic syndrome.

KEY WORDS:
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Introduzione

L’ alterazione del nocciolo (Cory-
lus avellana L.) denominata “mac-
chie brune”, fu segnal ata per la prima
voltain Piemonte nel 1971 (Pesante,
1973). Negli anni successivi, il feno-
meno s estese (Gianetti et al., 1983)
e, in annate particolari, come quelle
dei primi anni ottanta e nel 1991, fu
riscontrata su numerosi ettari del
comprensorio corilicolo delle Lan-
ghe (Scapin et al., 1994). La cultivar
maggiormente interessata dall’ altera-
zione fu la Tonda Gentile delle Lan-
ghe.

Durante i sopralluoghi effettuati
nel corso degli ultimi anni al fine di
verificare |’ estensione della “moria’
del nocciolo causata da Pseudomo-
nas avellanae (Psallidas) Janse et al.
(Scortichini et al., 2002), sono stati
notati, in provincia di Viterbo, sulle
cultivar Tonda Gentile Romana e

| e «macchie brune» del nocciolo

Nocchione, sintomi simili a quelli
descritti per le “macchie brune” in
Piemonte.

Le alterazioni interessano preva-
lentemente le branche principali €/o
il tronco. Ad uno stadio iniziae, le
“macchie brune” si rendono evidenti
come piccole aree superficiali di co-
lore bruno scuro interessanti il tessu-
to corticale. Successivamente, le
macchie ingrandiscono ed assumono
una forma tendenzialmente circolare,
dal diametro variabile trai 2-3 ei 7-
8 cm. In alcuni casi, le macchie pos-
sono confluire interessando porzioni
ampie della corteccia. Soprattutto in
primavera, ma talvolta anche in esta-
te ein autunno, si assiste alla fuoriu-
scita di essudati acquosi. Asportando
la corteccia, S evidenziano imbruni-
menti del tessuti sottostanti che, soli-
tamente, interessano aree sottocorti-
cali piu estese di quelle evidenziate
dalle macchie. L’anno successivo, la
corteccia inizia a screpolarsi, dimi-
nuisce I'emissione di essudato, e,
nella maggior parte dei casi, dopo 1-
2 anni, la pianta finisce col rimargi-
nare I’area. In tutto il periodo che va
dalla comparsa delle macchie alla ci-
catrizzazione, generalmente, la parte
aerea non manifesta sindromi patolo-
giche evidenti (avvizzimenti fogliari
0 del rami). Ad un esame superficia-
le, il fenomeno delle “macchie bru-
ne’ pud essere confuso con la “mo-
ria’ daP. avellanae.

Al fine di verificare se lamicroflo-
ra batterica non strettamente anaero-
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bica fosse responsabile delle “mac-
chie brune” del nocciolo, sono stati
effettuati studi volti ad isolare, iden-
tificare e chiarire I'eventuale ruolo
patogenico delle specie batteriche ae-
robiche o facoltativamente anaerobi-
che associate. Il presente lavoro ne
riassume i risultati.

Materiali e metodi

| solamenti

Dall’autunno 1999 alla primavera
2001, porzioni di tessuto corticale e
sottocorticale ottenute dai margini
delle macchie, sono state prelevatein
modo sterile, mensilmente, da alberi
di nocciolo in piena produzione delle
cultivar Tonda Gentile Romana e
Nocchione, situati nei comuni di Ca-
pranica e Vetrala (VT), mostranti i
sintomi iniziali dell’ alterazione sopra
descritta. Frammenti di tessuto sono
stati macerati in mortai sterili conte-
nenti alcuni ml di soluzione fisiologi-
ca(0,85% di NaCl in acquadistillata)
sterile (SFS). Sono state allestite an-
chediluizioni decimali in tubo. Dopo

acuni minuti, aliquote di 0,1 ml del-
|e sospensioni sono state piastrate sui
seguenti substrati: agar nutritivo
(NA), agar nutritivo aggiunto del 5%
di saccarosio (ANS) e substrato B di
King et al. (KB). Le piastre venivano
incubate a 25-27 °C per 2-4 giorni.
Ad ogni isolamento venivano prele-
vate le colonie rappresentative di tut-
ti i tipi morfologici individuati. Le
colonie venivano strisciate in purezza
su AN per effettuare i successivi sag-
gi.
Saggi biochimici e nutrizionali

Con gli isolati batterici ritenuti
rappresentativi dei vari isolamenti,
sono stati effettuati saggi biochimici
e nutrizionali di cui ala tabella 1,
volti ala loro identificazione secon-
do le metodologie descritte da Lel-
liott e Stead (1987).

Confronto dei profili proteici

Al fine di confermare I'identita
delle specie batteriche piu frequente-
mente riscontrate, sono state estratte
le proteine solubili totali degli isola-
ti. Dopo corsa elettroforetica mono-

Tab. 1 - Saggi biochimici e nutrizionali effettuati con gli isolati delle diverse tipologie
(A,B,C eD), ottenuti dalle “macchie brune’ del nocciolo nel Viterbese.

A|B|C|D

Reazione di Gram
Presenza di ossidasi
Presenza di catalasi
Ipersensibilitain tabacco
Marciume della patata
Pigmenti gialli suAN
Pigmenti aranciati su AN
Riduzione dei nitr
Idrolisi dell’amido
Liquefazione della gelatina
Tolleranza al 7% di NaCl
Crescitaa 37°C
Sopravvivenza a 80°C
Utilizzazione di:- citrato
- malonato

Produzione di acidita da:- glicerolo
- cellobiosio

- maltosio

- melibiosio

- sdlicina

AN: agar nutritivo.

+ + + + F o+ + o+ o+ o+
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dimensionale (SDS-PAGE), i profili
sono stati confrontati con quelli di al-
cuni ceppi di riferimento di Pantoea
agglomerans (Beijerinck) Gavini et
al. (Sinonimi: Erwinia herbicola
(Lohins) Dye; Enterobacter agglo-
merans (Beijerinck) Ewing e Fife)
PD 525, Pectobacterium carotovo-
rum subsp carotovorum (Jones) Hau-
ben et al. (sinonimo: Erwinia caroto-
vora subsp. carotovora (Jones) Ber-
gey et al.) PD 1769, Brenneria nigri-
fluens (Wilson et al.) Hauben et al.
(Sinonimo: Erwinia nigrifluens, Wil-
son et al.) PD 968 e Bacillus subtilis
(Ehrenberg) Cohn NCPPB 1246.

Prove di patogenicita

Al finedi verificarel’ eventuale pa-
togenicita degli isolati di ognuna del-
le quattro tipologie, sono state effet-
tuate inoculazioni artificiali su piante
di nocciolo cv. Tonda Gentile Roma-
na e Nocchione di 4 anni, alevatein
vaso. A tale scopo, le colture batteri-
che (tre isolati per ogni tipologia),
accresciutesi per 48 ore su AN, sono
state sospese in SFS fino a raggiun-
gere una concentrazione corrispon-
dente a1-2 x 10 u.f.c./ml. Sono sta-
te adottate due tecniche di inocula-
zione. In un caso, con un bisturi ste-
rile sono state praticate ferite longitu-
dinali di circal cm lungo la parte ba-
sale del tronco e immediatamente do-
po, sono state deposte su di esse al-
cune gocce della sospensione batteri-
ca; nel secondo, con il bisturi sterile
sono stati sollevati di alcuni millime-
tri i tessuti corticali e gocce della so-
spensione sono state deposte al disot-
to del taglio. Per ogni isolato sono
state inoculate quattro piante per cul-
tivar. Piante controllo sono state ino-
culate seguendo le stesse modalita
con sola SFS. | reisolamenti sono sta-
ti effettuati a partire da sei mesi dopo
I’inoculazione con le modalita de-
scritte in precedenza.

Risultati

| solamenti

Colonie batteriche sono state iso-
late in tutti i mesi dell’anno su AN,
ANS e KB, tuttavia, non sono mai
state rinvenute colonie fluorescenti
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Fig. 1 - Evoluzione delle “macchie brune”’ sul tronco di nocciolo. (Le foto si riferiscono ad
uno stesso albero.) a) Comparsa delle “ macchie brune’ a fine estate-autunno. b)
Fuoriuscita di essudati acquosi nella primavera successiva. ¢) In autunno, inizio della
cicatrizzazione del tessuti interessati dall’ alterazione. d) Due anni dopo la comparsa dei
primi sintomi, I’ albero ha completamente cicatrizzato |’ area interessata.

su KB. Colonie circolari, a margine
intero, di colore gialo chiaro su AN
(tipologia A), sono risultate quelle
rinvenute con maggiore frequenza,
soprattutto come numerosita nelle
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singole piastre di isolamento. Colo-
nie di questa tipologia sono state ot-
tenute ad ogni isolamento. Soprattut-
to nel mesi primaverili (aprile-giu-
gno), sono state rinvenute anche co-

lonie di colore bianco-crema su AN
(tipologia B), non elevate, a margine
ondulato e irregolare. Inoltre, sono
state ottenute colonie circolari, di
colore bianco crema, a margine inte-
ro su AN (tipologia C) nonché colo-
niedi colore giallo intenso e arancia-
to, circolari, a margine intero su AN
(tipologia D). Queste ultime due ti-
pologie, sono state rinvenute occa-
sionalmente nel corso degli isola-
menti effettuati. Ad ogni isolamento,
colonie rappresentative delle morfo-
logie osservate sono state seleziona-
te e conservate in purezza per |’ effet-
tuazione dei saggi biochimici e le
prove di patogenicita. Per ogni tipo-
logia sono stati prescelti cinque iso-
lati.
Saggi biochimici e nutrizionali

| risultati dei saggi biochimici e
nutrizionali per letipologie delle co-
lonie batteriche rinvenute, sono ri-
portati in tabella 1. Gli isolati della
tipologiaA hanno mostrato notevole
similitudine con P. agglomerans
mentre quelli appartenenti alla tipo-
logia B sono daritenere appartenen-
ti a gruppo di Bacillus spp. Di in-
certa collocazione sono gli isolati
delle tipologie C e D e laloro iden-
tificazione necessita di ulteriori sag-
gi.
Confronto dei profili proteici

Il confronto dei profili proteici, ef-
fettuato dopo corsa elettroforetica
monodimensionale, ha evidenziato
una notevole similarita tra P. agglo-
merans PD 525 e gli isolati apparte-
nenti allatipologiaA e traB. subtilis
egli isolati dellatipologiaB. Le altre
tipologie batteriche, si discostavano
notevolmente dai profili di P. agglo-
merans, P. carotovorum, B. nigri-
fluens e B. subtilis. Sulla base dei
saggi biochimici e nutrizionali non-
ché dal confronto dei profili proteici,
si hamotivo di ritenere che gli isola-
ti della tipologia A appartengano a
Pantoea agglomerans mentre quelli
della tipologia B a Bacillus sp. Per
gli isolati delle tipologie C e D sono
in corso ulteriori saggi identificativi
a fine di arrivare ad una corretta
identificazione.
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Prove di patogenicita

Nessuno degli isolati appartenenti
alle quattro tipologie ha riprodotto,
anche parzialmente, sintomi assimi-
labili alle “macchie brune’. Infatti,
anche dopo sei mesi dalle inoculazio-
ni non sono mai stati osservati sinto-
mi apprezzabili né presenza di essu-
dati e/o progressione di infezioni. Si
esclude, pertanto, il coinvolgimento
diretto degli isolati oggetto del pre-
sente studio ale “macchie brune”.

Conclusioni

Le indagini effettuate hanno con-
sentito di accertare una frequente as-
sociazione di acune specie batteri-
che aerobiche o facoltativamente
anaerobiche al fenomeno delle “mac-
chie brune” del nocciolo nel Viterbe-
se. Anchein Piemonte, Gianetti et al.
(1983) trovarono “ripetutamente, in
stagioni diverse”, due specie batteri-
che bastoncellari, Gram-negative as-
sociate ai tessuti legnosi interessati
dal fenomeno, anche se studi succes-
sivi consentirono di escludere la re-
sponsabilitadi agenti patogeni nel fe-
nomeno delle “macchie brune” in
Piemonte (Scapin et al., 1994). P. ag-
glomerans e risultata la specie mag-
giormente presente sia durante la sta-
gione vegetativa sia durante il riposo
invernale. Tuttavia, il suo ruolo pato-
genetico e risultato nullo. Questa
specie si trova frequentemente asso-
Ciata ai tessuti vegetali (Coplin e Ka-
do, 2001). In Italia, e stata rinvenuta
in tessuti legnosi di cerri (Quercus
cerris L.) deperienti dell’ltalia cen-
trale (Scortichini et al., 1993). Alcu-
ni ceppi di P. agglomerans, inoltre,
sono utilizzati nella lotta biologica
contro Erwinia amylovora (Burrill)
Winslow et al. Bacillus spp. sono al-
tri colonizzatori delle “macchie bru-
ne’ nel Viterbese, sia pure in minor
misura della specie precedente. An-
che in questo caso esse non rivestono
un ruol o patogenetico primario. E in-
teressante far notare che B. cereus fu
isolato in primavera da essudati fuo-
riuscenti da alberi di cerro deperienti
(Scortichini e Stead, 1993). Alcuni
isolati rimangono daidentificare ali-
vello di specie e, a pari delle altre,
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non sembrano essere responsabili
delle “macchie brune”. Lo studio ef-
fettuato ha anche consentito di esclu-
dere la presenza di pseudomonadi
fluorescenti fitopatogene associate
ale “macchie brune” del nocciolo.
Infatti, non sono mai stati isolati né P.
avellanae né P. syringae pv. syringae
van Hall. Studi per verificare I’ even-
tuale presenza di specie batteriche
strettamente anaerobiche associate
alle “macchie brune” verranno intra-
presi in futuro.

Per quanto riguarda I’'insorgenza
delle “macchie brune” del nocciolo,
il presente studio confermagli studi e
le ipotesi avanzate da Gianetti et al.
(1983) e Scapin et al. (1994) sul ruo-
lo dei fattori abiotici quali fattori pre-
disponenti |'aterazione. Nelle aree
del Viterbese oggetto dello studio,
sono frequenti gelate primaverili
nonché periodi siccitosi estivi, a vol-
te molto prolungati che potrebbero
interferire_con il metabolismo del-
I’abero. E stato, infatti, osservato
nelle Langhe (Scapin et al., 1994) e
in acune aree del Viterbese che le
“macchie brune” non compaiono ne-
gli impianti che praticano I’irrigazio-
ne. Una simile osservazione e stata
fatta anche per le “macchie brune’
del pioppo (Anselmi, 1979). Potreb-
be, quindi, esistere uno stretto lega-
me tra annate particolarmente asciut-
te ed insorgenza del fenomeno. An-
che uno stato di sofferenza dell’ abe-
ro legato a svariate cause (distanza
d'impianto ridotta, suolo compatto,
notevole eta della pianta) puo rende-
re |’ alterazione piu estesa (Scapin et
al., 1994). Nei casi da noi osservati,
in effetti, & stato interessante rilevare
come, allarimozione di alcune pian-
telimitrofe, le “macchie brune” siano
state circoscritte dall’abero che, in
circa due anni, ha cicatrizzato com-
pletamente la parte interessata dal-
I’ alterazione.

In precedenza (Aloj et al., 1987), i
sintomi peculiari delle “macchie bru-
ne’ sono stati descritti e menzionati
tra quelli caratterizzanti la “moria’
del nocciolo nel Viterbese. Tuttavia,
negli aberi colpiti da*“moria”’ si pos-
sono osservare cancri longitudinali e
aree corticali piu 0 meno depresse
causati da P. avellanae. Inoltre, le

piante colpite dal cancro batterico
MUuOoioNo 0 avvizziscono parzialmen-
te mentre gli alberi mostranti solo
“macchie brune”’ continuano a vege-
tare e produrre. E evidente che s trat-
ta di due quadri sintomatologici ben
distinti acui sono associate microflo-
re batteriche diverse.
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