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RIASSUNTO

Da 224 campioni di piante da frutte ed ornamentali, af-
fette da tumore radicale e raccoeolte da vival dell'italia
centro-meridionale, sono stati ottenuti 996 isolati batterici,
446 dei quali sono stati classificati come Agrobacterium sp.
Duecentotrentaquattro isolati hanno prodotto tumori su pomodo-
ro o datura. Il 73,7% degli agrobatteri sono stati inquadrati
nella biovar 2, il 10% nella hiovar 1 ed il 16% ha mostrato
caratteristiche intermedie; 3 isolati da vite sonc stati clas-
sificati come biovar 3. Il 70% circa degli isolati patogeni si
sono dimostrati sensibili all'agrocina 84 in vitro, mentre il
90% dei non patogeni sono risultati insensibili. La capacita
tumorigena di venti isolati insensibili, provenienti da diver-
si ospiti e localitad, & risultata depressa, in prove in viva,
da concentrazioni c¢rescenti del ceppo antagonista Kg84.

l.a nopalina & stata utilizzata come unica fonte di carbo-
nio ed azoto dal 63% degli isolati patecgeni, l'octopina dal 3%
ed entrambe le opine dal 32%; 3 isolati non sono stati in gra-
do di utilizzarle.

Ventuno isolati non patogeni sonoc stati selezionati per
la loro capacitd di produrre in yitro sostanze antibiotiche
attive verso agrobatteri delle tre biovar. :

SUMMARY
Characterization of Agrobacterium isolates from nurseries of
central and southern Italy. i

out of 996 bacterial isolates obtained from 224 galled
plants, collected from nurseries 1in central and southern
Italy, 446 were identified as Aqrobacterium sp. Two hundred
and thirty four Agrobacterium strains were tumourigenic to to-
matoc or datura. Most of the isolates, 73.7%, were biovar 2 ,
10% biovar 1 and 16% had intermediate characteristics; two i-
solates from grapevine were biovar 3. About 70% of pathogenic
strains were sensitive to agrocin 84 in vitro, while 30% of
the non pathogenic were resistant., ‘The tumourigenic activity
of twenty agrocin resistant strains, from different hosts and
localities, was lowered in tomato plants by increasing concen-
trations of the antagonistic strain KB84.

Nopaline was utilized as sole carbon and nitrogen source
by 63% of pathogenic isolates, octopine by 3% and both opines
by 32%; three strains were unable to utilize the two opines.

Twenty one non pathogenic isolates were selected in vitro
for their ability to produce antibiotic compeounds against a-
grobacteria of the three biovars.
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INTRODUZIONE

I1 +tumore radicale da Agrobacterium tumefaciens (Smith e
Townsend) Conn pud colpire le produzioni vivaistiche in modo
molto grave. Drupacee, pomacee, vite ed alcune ornamentali,
come rosa e crisantemo, sono.le piante piii attaccate e non
possonc essere commercializzate se presentano sintomi della
malattia. Anche in pienoc campo, sebbene molto pid raramente,
le piante possono essere danneggiate, specialmente se i tessu-
ti tumorali vengono aggrediti da patogeni secondari o da pa-
rassiti animali.

I1 mezzo di lotta pif efficace, attualmente dispeonibile
contro il tumore radicale, & il metodo di lotta bioclogica svi-
luppato in Australia da Kerr e coll. (New e Kerr, 1972; Htay e
Kerr, 1974) ed adottato con successo gid in molti Paesi. Esso
consiste nel trattare, al momento del +trapianto, l1'apparato
radicale delle piante con una sospensione del ceppo K84 di A-
grobacterium radiobacter {Beijerink & Van Delden} Conn. Questo
batterio esplica una forte azione antagonistica verso molti
agrobatteri, tumorigeni e non, in guanto colonizza il rizopla-
no (Kerr, 1980) e produce una batteriocina, l'agrocina B4, che

e in grado di inibire 1la moltiplicazione, e quindi
l'infezione, di molti agrobatteri tumorigeni (Htay e Kerr,
1974).

L'efficacia del metodo dipende percid dalla sensibilita
che gli agrobatteri, presenti nei diversi terreni, hanno nei
confronti della batteriocina prodotta dal ceppo antagonista.
In Italia il metodo & stato sperimentato con successo da di-
versi ricercatori (Bazzi e Mazzucchi, 1978; @Garibaldi e
Raimondo, 1977; Zoina et al.,1987b) ma & chiarc che la sua
diffusione su scala piu vasta dipende anche dalla conoscenza
delle caratteristiche delle popolazioni di agrobatteri presen-
ti nelle aree vivaistiche del nostro Paese.

L'indagine di cuil si riferisce & stata condotta allo sco-
po di approfondire ed ampliare i dati raccolti in una prece-
dente ricerca che aveva riguardato principalmente i portinne-
sti del pesco in vivai campani e calabresi (Zoina et al.,
1987a).

MATERIALI E METODI
- Isolamento e caratterizzazione dei ceppi
Le piante affette sono state prelevate per la maggior
parte da vivai della Campania, Calabria, Lazio e Marche; alcu-
ni campioni sono pervenuti dal Veneto e dall'Emilia Romagna.
Sono stati presi in considerazione ospiti appartenenti a
12 diverse specie ed ibridi, portinnesti di piante fruttifere
ed ornamentali (Tab. 1).
Gli isolamenti sonc stati effettuati da campioni presentanti
tumori ancora in accrescimento con tessuti biancastrl di con-
sistenza carnosa. Frammenti di tessuto tumorale, sterilizzati
esternamente con NaClQO venivano triturati in mortaio in pre-
" senza di soluzione fisiologica sterile. Dopo 15-30 min. di de-
cantazione sono stati insemenzati due o pid del seguenti
substrati:
- Agar nutritivo (NA)
- Substrato di Kado e Heskett (1970) [D1M]
- " " Brisbane e Kerr (1983} [K]
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- Substrato di New e Kerr {1971} [NK]
H "

modificate (Burr e Katz, 1983) [NKS]

- Potato Dextrose Agar DIFCO
Dopo 3-7 gg di incubazione a 27°C,

venivano scelte,

cazione su NKS e PDA.

Tab. 1 - Specie e

sulla

base

delle

dai diversi substrati
caratteristiche
morfologiche, almeno 4 colonie per ognuno dei tumori trattati.
Tutti gli isolati sono statil sottoposti a p

provenienza dei campioni esaminati

rocesso di purifi-

PIANTA OSPITE PROVENIENZA N° CAMPIONI
Pesco (semenzale) Campania 54
" Lazio 13
n Calabria 3
GF 677 Campania 4
" Lazio 8
" Calabria 12
Mirabolano Campania 6
" Lazio f
" Calabria 1
" Emilia Romagna 1
Albicocco (semenzale) Campania 3
Ciliegio (semenzale) Campania 7
Colt Campania 20
" lLazio 4
Mahaleb Lazio 12
Melo Campania 18
" Veneto 10
" Emilia Romagna 1
Rosa indica Campania 15
" Lazio 4
Kaki (semenzale) Campania 5
Castagno {semenzale) Lazio 1
Vite Calabria 11
Vite Marche 3
TOTALE 224

Gli isolati sono stati caratterizzatl secondo leo schema
proposto da Kerr e Panagopoulos {1877) che suddividono gli a-
grobatteri in tre biovar.

= Utilizzazione delle opine

Per 106 isolati tumorigeni di diversa provenienza,
renti alle biovar 1 e 2, & stata verificata la capacita di u-
tilizzare octopina e nepalina come fonti di carbonio ed azoto
allevandoli sul substrato di Moore et al. (1988).

affe-

- Prove di patogenicita

La patogenicitd degli isolati & stata saggiata su pianti-
ne di pomodoro (Lycopersicon esculentum M.) cv Marmande; in
caso di esito negativo, si inoculava 1tisolato su piantine di
datura (Datura stramonium L.). Le inoculazioni venivano effet-
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tuate su piante di 4-5 settimane di etd, infiggendo in 3-4
punti del caule la punta di un ago previamente immerso in una
colonia dell'isolate allevato su PDA. Piantine inoculate con
acqua sterile e con due ceppl patogeni noti fungevano da con-
trolli in ogni serie di prove. Il dato definitive veniva rile-
vato dopo B settimane e 5i considerava patogeno 1'isolato che
aveva indotto la formazione di una massa tumorale evidente in
glmeno unc dei punti di inoculo.

- Sensibilita al KB4

Per tutti gli agrobatteri isolati & stata saggiata la
sensibilitd jin vitro all'agrocina prodotta dal ceppo KB4. La
prova & stata eseguita secondo il metode di Stonier (1360),
modificato da Kerr e Panagopoulos (1977). ©Sono stati conside-
rati sensibili i1 ceppi che mostravano un ampio alone di inibi-
zione intorno alla macrocolonia del K84.

Per 30 ceppi virulenti, rappresentativi dei diversi ospi-
ti e provenienze, & stata saggiata anche la sensibilita in
vivo al KB4; venti dei trenta isclati erano risultati insensi-
bili nelle prove in vitro.

Sospensioni in acqua sterile dei ceppi da saggiare (2 x
10% cfu/ml) sono state mescolate con uguali voluml di sospen-
gioni di KB4 a diversa concentrazione in modo da ottenere rap-
porti patogeno: K84 pari a 1:1, 1:0.1 e 1:0.0% per gli isola-
ti sensibili e 1:1, 1:10, 1:100 per yli isolati insensibili.
Il controllo era costitulto da una sospensione di ciascun cep-
po patogenc mescolata con egual volume di acqua.

Ogni sospensione & stata inoculata in guattro punti del
fusto di 4 piantine di pomodoro di 1 mese di etd. Dopo 6 set-
timane alle masserelle tumorali sviluppatesi dai diversi punti
di inoculo, sono stati attribuiti degli indici con valori com-
presi tra 0 e 5. Per ogni pianta & stata calcolata la somma
degli indici ed i dati ottenuti sono stati sottoposti ad ana-
1isi della varianza ed al DMS, previa trasformazione degli in-
dici nei rispettivi valori angolari.

- Produzione di sostanze antibiotiche in vitro

Tutti gli isolati sono stati saggiati in vitro per veri-
ficarne la capacitd a produrre antibiotici attivi contro ceppi
delle tre biovar di A. tumefaciens e contro il ceppo K84 im-
piegando la stessa tecnica adoperata per il test di sensibili-
tad al K84 oppure utilizzando il substrato di Mcore (Moore et

al. 1988).

RISULTATI

Sono stati ottenuti 996 isolati batterici da tumori loca-
lizzati su colletto e radicl di 224 campioni appartenenti a 12
specie o ibridi diversi provenienti da Campania (58,3%), Lazio
(22,3%), Calabria {12%), Veneto (4,4%), Marche (1,4%) ed Emi-
lia Romagna (1%}.

Sono stati identificati come agrobatteri 446 isolati,
mentre gli altri 550, .non agrobatteri, devono essere conside-
rati contaminanti esterni o batteri opportunisti capaci di co-
lonizzare gli spazi intercellulari dei tessuti tumorali
(Canfield e Moore 1991). Tra gli agrobatteri, 329 isolati
(73,8%) afferiscono alla biovar 2; 44 (9,9%) alla bhiovar 1; 2
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{0,4%) alla biovar 3; 71 isolatl (15,%%) presentano caratteri-
stiche intermedie tra le diverse biovar e sonc stati guindi
considerati non determinati

Dalla Tab. n. 2 si rileva che gli isolati provenienti da
pesco selvatico afferiscono in gran parte alla biovar 2, cosi
come quelli isolati da melo, GF677, mirabolano, albicocco,
ciliegio e kaki; solo su mahaleb sembra prevalere la biovar 1.
Gli isolati afferenti alla biovar 3 provengono invece da tumo-
ri presenti su vite.

Tab. 2 - Distribuzione tra le biovar degli agrobatteri

isolati
OSEITE bv 1 bv 2 bv 3 non determ.
Pesco 12 136 0 i8
GF 677 4 39 0 7
Mirabolano 0 14 0 5
Albicocco 0 4 0 1
Ciliegio i : 4 0 0
Colt 3 36 0 1
Mahaleb 4 1 0 2
Melo 9 54 0 26
Rosa 9 25 0 8
Castagno 0 2 o 0
Kaki 0 10 0 3
Vite 2 4 2 0
TOTALE 44 329 2 71
Tab. 3 - Ripartizione degli isclati in base a biovar, vi-
rulenza e sensibilitd all'agrocina 84
TUMORIGENI (234) NON TUMORIGENI (212)
sensibili insensibili sensibili insensibili
Biovar 1 4 7 4 29
Biovar 2 153(72,5%) 58(27,5%) 15(12,7%) 103 (87,3%)
Biovar 3 0 1 0 1
Non det. 8 3 2 58
Totale 165(70,5%) 69(29,5%) 21,0(10%) 191,0 (90%)

Dai tumori di 16 campioni sono stati isclati agrobatteri
afferenti a biovar diverse.

Dalla Tab. n. 3 si rileva che 234 ceppi sono risultati
virulenti almeno su una delle piante test inoculate; di guesti
165 (70,5%) sonc risultati sensibili e 69 (29,5%) insensibili
in vitro all'agrocina 84. Dalla stessa tabella risulta eviden-
te anche che la maggior parte degli agrobatteri biovar 2 &
sensibile in vitro al KB4 ({72,5%), mentre il rapporto & deci-
samente rovesciato nell'ambito della biovar 1. Gli agrobatteri
non virulenti sono in gran parte insensibili all'azione
dell'agrocina 84 {191 su un totale di 212) e cid rappresenta
un'ulteriore evidenza che i geni che codificano per la viru-
lenza (o almeno una parte di essi) e per la sensibilita all'a-
grocina 84 sono presenti sullo stesso plasmide Ti (Kerr,
1980).
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Nella Tab. n. 4 sono riportati 1 risultati relativi alle
prove di sensibilita in vivo al K84 di ceppi di agrobatteri
sensibili in vitre. 5i osserva chiaramente una progressiva ri-
duzione delle dimensioni dei tumori al crescere della concen-
trazione del K84 nella sospensione utilizzata per 1l'inoculo.
in corrispondenza del rapporto patogeno: K84 pari 1:1 si sono
osservate riduzioni oscillanti tra il 62% ed il 100% rispetto
al controllo. La Tab. n. 5 & invece relativa alle prove di
sensibilitd in vivo al K84, di ceppi risultati insensibili in

Tab. 4 - BSensibilit@ in vive di agrobatteri sensibili in vi-
tro all'agrocina 84.

Rapporto Patogeno : Ceppo K84
gigla Biovar 1 :0 1:0,01 1:0,1 1 :1
NEKS5a 2 10,0 a 7.5 a B,7 a 4,8 a
NKS17a 2 B,5 a 8,6 a 3,5 a 0,5 b
NKS523b 2 10,6 b 8,3 a 7,6 a 3;2 b
NES26a 1 12,3 a 11,3 a 8,5 a 2,0b
PDA35a 2 5,0 b 12,0 ab 7,0 bc 3,6 c
PDA37a 2 7.8 a 0 b 0 b 0 b
NKS51a 2 5,3 a 7,2 a 1,7 b 0,5 b
NKS66b 2 7,7 a 4,2 b 3,0 b 0,5 e
PDA170Ca 2 11,6 a 11,6 a 5,8 ab 2,3 b
NKS211b 2 12,0 a 9,7 ab 4,8 bc 2,5 c

Tab. 5 - Sensibilitd in vivo di agrobatteri insensibili
in vitro all'agrocina 84

Rapporto Patogeno : Ce
Sigla Biovar 1 :0 1 : 1
NKS3b
NKs4a
NKS510a
PDA3ZDb
NKS33a
PDA33a
NKS37a
PDAG7a
NES68b
NEK570b
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gnificativamente per P = 0,01 (DMS).

vitro. Per la maggior parte & stata comungue osservata una e-
Tevata attivitd di inibizione che & risultata totale (100%)
quando il rapporto patogeno ; K84 era pari a 1:100 per i ceppi
NKS3b, NKS37a, PDAG7a e NKS194b. Un solo ceppo, il PDA i2b &
risultato completamente indifferente all'azione inibitrice del
K84; cid conferma ulteriormente l'esistenza di agrobatteri tu-
morigeni particolarmente aggressivi che sfuggono al controllo
del X84 (Zoina et al., 1987a).

I1 passaggio dal rapporte patogeno:antagonista 1:1 al
rapporto di 1:100, determina nella quasi totalita delle combi-
nazioni esaminate una progressiva diminuzione nella dimensione
dei tumori e cid sta ad indicare che la capacitd antagonistica
del KB4 non & solo correlata alla produzione di agrocina, ma
anche ad una elevata attivitd di competizione per 1 siti d'in-
fezione (Cooksey D.A., Moore L.W.,1982).

yUtilizzazione delle opine

Solo 3 ceppl non hanne utilizzato nessuna delle due opine
saggiate. La maggior parte degli isoclati ha utiiizzato solo la
nopalina (63%) o entrambe le opine {32%), soltanto i1 3% ha
utilizzato esclusivamente l'octopina (Tab. 6).

Tab. 6 - Utilizzazione delle opine in rapportoc alla sensibili
td all'agrocina 84.

Nopalina Octopina Nop-Oct Nessuna

sens. ins. sens. ins. sens. ins. sens. ins.
Biovar 1 3 1 0 0 1 b 0 0
Biovar 2 75 39 5 1 s 15 2 1
Biovar 3 0 0 0 0 0 1 0 0
Non Def. 4 2 0 0 1 ) 0 0
Totali 82 42 5 1 41 22 2 1

Non & stata invece riscontrata la stretta correlazione
tra utilizzazione della nopalina e sensibilitd in vitro all'a-
grocina 84 che alcuni Autori hanno ipotizzato (Kerr e Roberts
1976); infatti dei 124 ceppi nopalina-utilizzatori, solo B2
(66%) si sono mostrati sensibili in vitro al K84. Questo ri-
gsultato collima con gquelli ottenuti da Lopez et al.(1988) in
un'analoga indagine effettuata su isolati spagnoli, mentre se
ne discosta notevolmente circa il rinvenimento di ceppi uti-
lizzatori di entrambe le opine che sembrano assenti tra gli i-
solati spagnoli.

Produzione di sostanze antibiotiche in vitro

Sono risultati produttori di sostanze ad attivita anti-
biotica nei confronti di almeno una delle tre biovar usate nei
saggi, 103 isolati cui 72 non patogeni.

Particolarmente interessanti appaiono 21 lsolati non
tumorigeni, in maggioranza biovar 1, capaci di produrre anti-
biotici attivi in vitro nei confronti di tutte e tre le
biovar, e quindi e¢on uno spettro d'azione pii ampio della
stessa agrocina B4. La loro capacita antagonistica dovra co-
mungue essere saggiata anche in vivo, -nella prospettiva di un
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loro impiego come agenti di lotta bieclogica.

Cinguantotto isolati di cui 20 patogeni hanno mostrato
attivitd inibitrice in vitro nei confronti del K84. La presen-
za in natura di ceppi virulenti e produttori di sostanze atti-
ve nei confronti del K84, pud rappresentare una delle cause di
inefficacia della lotta biologica al tumore radicale dei
fruttiferi.

CONCLUSIONI

Dei 446 agrobatteri isclati dai tumori dei 224 campioni
esaminati, 234 (52,5%) si sono dimostrati patogeni su almeno
una delle due piante test impiegate e tra i virulenti 165
(70,5%) sono risultati sensibili all'agrocina B4. Gli isclati
afferenti alla biovar 2 sonoc largamente predominanti (73,8%
del totale} e sono in genere sensibili all'antagonista, in
conformita con quanto segnalato da altri Autori (Bazzi e
Mazzucchi, 1878; Lopez et al., 1983; Du Plessis et al. 1985).
Nella biovar 1 prevalgono gli insensibili, come pure insensi-
bili sono la gran parte degli agrobatteri non patogeni.

Questa distribuzione degli isolati nelle diverse biovar e
tra i due gruppi di sensibilitd all'agrocina 84 non pud essere
generalizzata ad aree diverse da quelle effettivamente esplo-
rate in quanto non si & potuto programmare un disegno stati-
stico dei prelievi che assicurasse significativita ai
risultati; perd la situazione complessiva che scaturisce
dall'analisi effettuata & molto simile a quella descritta per
altri Paesi da altri Autori (Panagopoulos e Psallidas, 1973;
Sule, 1978).

La decisa prevalenza di agrobatteri sensibili in vitro al
ceppo KB4 e la sua capacitd di deprimere in wive l'attivita
patogenetica di molti agrobatteri insensibili, indicano che
l'impiego dell'antagonista potrebbe essere attuato con
successo, almeno per le drupacee e la rosa, nella maggioranza
delle aziende vivaistiche e dei nuovi impianti.

Rimangono ancora due importanti guestioni da risolvere
nell'ambito della lotta bhiologica al tumore radicale e ciocé il
problema della comparsa, indotta proprio dall'impiego del cep-
po KB4, di agrobatteri transconiuganti patogeni e resistenti
ed il problema dei ceppi insensibili che sembrano essere pre-
valenti su pomacee ed alcune ornamentali (Bazzi et al., 1980).
Il primc & stato in parte risolto in quanto si & ottenuto, a
partire dal K84 tramite tecniche di ingegneria genetica, un
ceppo che non pud dare origine a transceniuganti dannosi{Jones
e Xerr 1989); rimangono pert da definire in molti Paesi, tra
cui 1l nostro, gli aspetti legislativi che regolino il rila-
scio nell'ambiente degli crganismi "ingegnerizzati", per .cui
1'impiego del ceppo derivato dal K84 non &, per ora, possibile
in Italia.

La scluzione della seconda guestione impone la prosecu-
zione della ricerca di nuovi potenziali antagonisti ed una lo-
ro attenta valutazione al fine di utilizzarli in alternativa
od in associazione con il ceppo KB84.
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