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RIASSUNTO ESTESO
RIASSUNTO

Piantine di crisantemo e di pesco sono state trapiantate in terreno inoculato con un ceppo
virulento di 4. tumefaciens marcato per la resistenza alla rifampicina. Per evidenziare la
presenza del patogeno nel terreno e nei tessuti di radici e fusti di entrambi gii ospiti, il metodo
tradizionale delle diluizioni seriali e conta delle colonie in piastra & stato confrontato con il
metodo della PCR. In quest’ultimo caso it DNA ¢ stato estratto mediante una procedura rapida
¢ successivamente & stata amplificata una sequenza della regione vir del plasmide Ti. La
presenza degli agrobatteri & stata sempre rilevata nel terreno con entrambi i metodi; solo
I'amplificazione, ha invece consentito di individuare la sequenza specifica per gli agrobatteri
tumorigeni negli steli di tutti i campioni asintomatici sia di crisantemo che di pesco,
Parcle chiave: Agrobacteritn inmefaciens, PCR, detection, crisantemo, pesco.

SUMMARY
DETECTION OF LATENT INFECTION OF AGROBACTERIUM TUMEFACIENS IN
CHRYSANTHEMUM AND PEACH

Plants of chrysanthemum and peach were transplanted in a soil inoculated with a virulent
strain of 4. tumefaciens resistant to rifampicin. Dilution plating and PCR methods were
compured to detect the pathogen in the soil, and in the stem and root tissues of both hosts.
DNA template for PCR was obtained by a rapid extraction procedure and a sequence of a vir
region of Ti plasmid was amplified. Agrobacteria were detected in the seil by both methods.
Only the amplification of the specific DNA sequence allowed the detection of tumorigenic
bacteria in the stems of asymptomatic plants of chrysanthemum and peach.
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INTRODUZIONE

Agrobacterium tumefaciens & l'agente causale del tumore radicale, una delle malattie pin
dannose in vivaio per numerose specie fruttifere e alcune omamentali. Contro questa malattia
& efficace un metodo di lotta biologica preventivo che non ha aleun effetto sul batterio se
presente in forma latente nell’ ospite, 1l principale obiettivo del presente lavoro ha riguardato
la messa a punto di un metodo sensibile e rapido per il rilevamento degli agrobatteri in fase
latente.

MATERIALI E METODI

Piantine di crisantemno {cv Vesuvio) e di pesco (cv Montclar) seno state trapiantate in vasi
contenenti terreno inoculato con una sospensione di un ceppo virulento di 4. ftmefaciens
marcato per la resistenza alla rifampicina ad una concentrazione finale di 10° cl/gr di terreno.

La presenza degli agrobatteri marcati nel terreno, nei fusti e nei tessuti radicali delle due
specie vegetali considerate & stata rilevata per 4 mesi a intervalli di 60 giomi mediante il
metodo delle diluizioni e semina su substrati semi-selettivi. Dagli stessi campioni si effettuava
l'estrazione del DNA mediante la procedura descritta da Llop et af. (1999) modificata in alcuni
passaggi. 1 campioni di DNA venivano amplificati mediante PCR utilizzando i primers



FGPvirB11+21 and FGPvirGl5' che amplificano una regione del plasmide Ti di 246 bp
altamente conservate ¢ il ciclo descritto da Pionnat et al. (1999). Per ogni prelievo venivano
utilizzate tre piantine.

RISULTATI

Il metodo delle diluizioni in piastra consentiva di rilevare la presenza del ceppo in tutti i
campioni di terreno e solo in alcuni campioni di tessuti radicali ¢ di steli delle piantine di
crisantemo. 11 batterio veniva invece sempre individuato nel terreno e negli steli mediante
amplificazione della regione vir (246} del plasmide Ti e solo in un caso nel macinato di tessuti
radicali,

Risultati analoghi seno stati ottenuti anche per i campioni di pesco. Gli agrobatteri erano
sempre rilevabili mediante conta in piastra di sospensioni di terreno ma per un solo prelievo
analizzato & stato possibile evidenziare lo sviluppo di colonie in piastra da macinati di stelo.
Le amplificazioni hanne sempre dato esilo positivo per le sospensioni di terreno e i macinati di
stelo. In nessun caso invece ¢ stato possibile amplificare il DNA estratto da macinato di radici,
Per le piantine di crisantemo e di pesco allevate in terreno non inoculalo sia il metodo delle
diluizioni-sospensioni che la PCR davano esito negativo. | risultati sono riportati in tabella. La
frazione rappresenta il numero di campioni che hanno dato esito positivo rispetto al numero di
campioni analizzalo,

Semina su substrato semi-seletiivo PCR
I Prelieve Terreno | Radici Fusto Fusio Terreno | Radici | Fusto Fusto
5-10 cm 1020 cm 5-10 cm | 10-20 em
Crisuntemo 33 2/3 33 33 3/3 1/3 33 3/3
Pesco 33 33 073 0/3 33 0/3 33 3/3
11 Prelievo Terreno | Radici Fuslo Fusto Terreno | Radici | Fusto Fuslo
5-10em 10-20 cm 3-10 cm | 10-20 cm
Crisantemo 3/3 0/3 2/3 2/3 3/3 (/3 3/3 373
Pesco 3/3 3/3 3/3 33 3/3 0/3 3/3 373
DISCUSSIONE

[ risultati ottenuti in questo lavoro evidenziano che Famplificazione della regione vir (246)
consente di rilevare la presenza degli agrobatteri in entramibe le specie vegetali considerate sia
in sospension] di terreno che in tessuti di fusto macinati e sottoposti ad una procedura rapida
di estrazione del DNA. Questo risultato & particolarmente interessante in quanto la presenza
degli aprobatteri tumorigeni & stata evidenziata in piante con infezioni latenti che al momento
del prelievo non presentavane tumori visibili, La metodologia messa a punto é rapida e di
semplice esecuzione ¢ potrebbe essere adottata per il controllo di infezioni latenti di 4.
timefaciens in produzioni vivaistiche,
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