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Resisténza all'infezione da TNV-indptta da]]'acido.po1iacrj1ico

in piante di Chenopodium amaranticolor

Introduzione

L'acido poliacrilico (PA) impfegato nei sistemi animali
ha, come altri polianioniei, un effetto antivirale davuto alla
sua capacitad di indurre la formazione di interferane {(Merigan
e Finkelstein, 1968; De Clercq et al., 1370}: Nei Qegeta]i il
prodotto ha conferito resistenza verso varie infezioni virali
{Gianninazzi e Kassanis, 1974; Kassanis e White, 1975; Cassel
e Flynn 1978; Cassel et al. 1978; Antoniw e White, 1980 ecc.)
e spiegazioni sul suo meccanismo di azione sono state ricercé
te sia nella formazione, in foglie PA trattate, delle b protei
ne che agirebbero in maniera simile a11'interferone (Gianni-
nazzi e Kassanis, 1974), che nella variazione di turgone cellu
lare da esso provocata e responsabile della dimind;{oné dei
*siti infettabili" {Cassel et al., 1378), '

Da piante di C.amaranticolor infettate localmente con

“virus delle necrosi del tabacco (TNY), djVentate parzialmente
resistenti ad una successiva infezione dello stesso, abbiamo
isglato un fattore antivirale{i) (AVF), di cui abbiamo prova-
to Ta capacita di conferire resistenza alle pﬁante (Fqccio]% g
Capponi, 1983).

Tale fattore(i), aveva caratteristiche in comune con 1'in

terferone quali, la natura chimica (glicoproteina}), 1a aépeci—
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ficita di azione verso le infezioni virali e i1 fatto che sia
trattamenti con 1'attinomicina D (AMD) (ibid.), che con vitami .
na A (Faccioli e Rubies-Autonell, 1882) ne impedivano la forma
zione, Ci & sembrato percid utile determinare se si ﬁotesse con
ferire resistenza alle piante con PA, invece, che con inoculi

di TNV e se i1 polianionico fosse in grado di stimolare la for-
mazione di AVF nel nostro sistema, come era in grado di indurre

la produzione di interferone nelle cellule animali.

Materiali e metodi

Per 1e prove in oggetto @stato impiegato un polimero delleo
acideo 'puHar:rﬂicu di basso peso molecolare (3500D): Versicolor
Eg (A11ied Colloids, Bradfor, UK).

Le piante di C.amaranticolor Coste & Reyn. erano allevate

in serra condizionata (22+2°C} e le foglie per gli esperimenti e
rano prelevate quande le piante erano allo stadio di 8-10 foglie
sviluppate.Queste ultime venivano suddivise ametd, eliminando
la nervatura principale, e meta veniva immersa insoluzieni di PA
di diversa concentrazione (0,05, 0,10, 0,50, 1, 5, 10e 20 mg/ml)
tamponate a pH 6.0 con NaQH 1N. Le meta opposte erano immerse in
acqua distillata. Dopo infiltrazione sotto vuoto (10 mm di Hg)
per 2h, le mezze foglie erano lavate con acqua distillatae po-
stein camera umida, a 22+41°C e illuminazione artificiale (3000
Tux, tubi Fluera 77 R Osram e fotoperiodoe di 16 h}. A 24,48 e

72 hdall'infiltrazione lotti diversi'di queste venivano inocula-
te con una sospensione purificata (0,2 mg/ml) di unceppo di TNV i
solato da fragola (Faccioli 1974) e, infine, rimesse in camera u-
mida, fino all’apparizione delle necrosi locali (circa 4 giorni).

I1 numero di Jesioni presenti su ogni mezza fogliaeradetermina-
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to con un contacolonie batterico (LMMP Terzano}.
Per i1 calcolo della significativita dei dati si
usato i1 "t" test di Student (Lison, 1951).

‘Risultati e Discussione

In generale si pud dire che i1 PA ha ridotto i1 numeroc
di lesioni locali provocate dall'inoculo di TNV ma, nelle do
si pid basse (0,05-0,20 mg/ml), tale differenza, poco marcata,
non & mai risultata significativa per tutti i tempi di sommini
strazione del prodotto; Nelle dosi comprese fra 0,25 e 1 mg/ml,
invece, 51 & verificato un effetto di parziale protezione delle
foglie dall'infezione virale (Tab. 1).

La dose di maggior efficacia & risultata essere guelia di
1 mg/mil che ha ridotto 1'infezione virale di oltre i1 30%. Con
centrazioni maggiori del prodotte non hanno significativamente
protetto Te foglie, salvo quella di 5 mg/ml fnfi1trata 24 h
prima dell'inoculo, Cid fa pensare che, a queste concentrazio-
ni,il PA diventi tossico per le cellule influenzando negativa-
mente i processi metabolici in generale.

Nelle dosi efficaci del prodatto non si sono notate diffe
renze di azione degne di nota, in relaziane al tempo di appli-
cazione e cid sembra indicare che per ottenere T'effetto @
sufficiente somministrare il PA 24 h prima della penetrazione
del virus. In gquesto, i ndstri risuttati si differenziano da
guelli trovati da Gianninazzi e Kassanis (1974) che avevano
‘notato effetti decrescenti infiltrando i1 PA da 72 a 18 h pri
ma dell’inecule di TMV su tabacco. E anche vero, perd, che gli
stessi fiportﬂno‘un‘inversione del fenomeno fra le 1B e Te 0 h.

Verificata 1'azione protettiva del PA, per vedere se {l
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meccanismo di azione dello stesso si esplicasse per Ta swa ca-
pacitd di indurre la farmazione di AVF,foglie di €. amarantico-
lor sono state infiltrate per 12 h con una soluzione del pro-
dotto'(1 mg/mTj, lasciate per 2 giorni in camera umida a i11u
éinaziong artificiale e, dalle stesse, & stato poi estratto
1'"AVF crudo con calcio fosfatb idrato (HCP; Fulton, 1959), co-
me gia da noi descritto (Faccioli e Capponi, 1983). Una estra-
zione simile & stata fatta anche da foglie infiltrate con ac-
qua {crudo di contrelle). Sospensioni dei due estratti (2 mg/
mi) sono state poi fatte assorbire,attraversc i picciali, a

foglie di €. amaranticolor per 8 h, Ad altre foglie & stato

fatto assorhire semp?ice tampone come controllo. Dopo inoculo
con TNV e ulteriore assorbimento deqly estratti per 40 h, al-
1'apparizione delle lesioni locali,mezze faglie venivano con-
servate per contare le lesioni e Te mezze foglie opposte veni _
vano macerate‘in tampone e ultracentrifugate (150.925 g per .

1 h). I sedimenti risospesi in tampone, erano inoculati col hg
tode della mezza foglia per compararne T'infettivita.

I risultati ottenuti dimostravano chiaramente che nelle
foglie trattate con PA si era stimoTata la produzione di AVF,
L'estratto relativo aveva infatti parzialmente protetto le fp
glie a cui era stato fatto assorbire, -conferendogli nei riguar
di delle foglie che avevano assorbite estratte di foglie infil.
trate con acqua, una parziale resisﬁenza: riduzione del 39%
nel numero di Tesioni lTocali e del 36% nelia biosintesi vira-
te (Tab. 2, Esp. A1 e 81). Paragonando questi dati con.que1Ji
ottenuti per foglie che avevano assorbito tampone (Tab. 2,

Esp. Ay, B, e Ba), si poteva constatare che entrambe gli e-
stratti avevano conferito una parziale resistenza alle foglie,
ma quelle di foglie trattate con PA aveva una attivita quasi

doppia: 54 contro i1 24% in riduzione del numeroc di lesioni
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lTocali e 51 verso i1 30% in riduzione di biosintesi virale,

Questo fenomeno, gia da noi osservato per foglie TNV-in-
fette e inoculate con tampone (Faccioli e Capponi, 1983),.fa
pensare che anche nelle piante sane esista un meccandsmo df
formazione di sostanze antivirali. In piante infette e PA trat’
tate o tale meccanismo & stimolato, o potrebbe subentrarne uno
de novo che presieda alla formazione dell!AVF specifico gia da
noi descritto (ibid.). I1 parallelismo di azione fra inoculo vi:
rale e PA ci sembra evidente e ci fa ricordare che un fenomeno
simile avviene anche nei sistemi animali con Ta formazione di
interferone {Merigan e Fi]kenstein, 1968}, L'acquisizione di re
sistenza, da parte di piante diverse trattate con PA, & stata rji
portata per vari virus: TMV (Stein e Lobenstein, 1972; Gianni-
nazzi e Kassanis, 1974; Kassanis e White, 1975, Cdssel e Flyn,
1978; Cassel et al., 1978; Antoniw e White 1980), mosaico del
trifoglio rosso (RCMV; Kiluge e Marcinka, 1979), mosaicu'del ce
triolo (CMV), maculatura anulare del tabacco (TRSV) e foglia ric
cia del Pelargonio (PLCY) (Cassel e Flynn, 1878), TNV (Giannfnag
Z1 e Kassanis, 1974 ; Coutté e Wagih, 1983), PVX (Gianninazzi_e
Kaszanis, 1974), ecc. Le ipotesi avanzate sul suo meccanismo di
azione sono state sostanziaTmente due. Queila di Gianniqazzi e
Kassanis (1974) che, osservando in foglie resistenti di piante
trattate con PA la formazione di b-proteine, ritrovabili anche
~in foglie resistenti di ﬁiante virus inoculate, attribuivano al
1a loro presenza 1'acquisizione di resistenza.

Quella di Cassel et .al (1978) che, constatando una dimi=-
nuzione di turgore celiulare in foglie PA trattate e diventa-
‘te resistenti e stabilende che up antitraspifante'abojiva fa;
le resistenza,proponevanp tale diminuzione di turgorE'cnﬁe_cag
sa di riduzione dei "siti-infettabiiif, accessibili al virus.

"Cosa, quest'ultima, gia del resto constatata in precéden-
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za (Panzer, 1957; Kimmings e Litz, 1967).

11 ruolo delle b-proteine (o pathogenesis related pro-
teins=PR : Antoniw e Nhite, 1980), nell‘acquisizione di resi-
stenza & stato fortemente posto in dubbio perché,gltre al fat
to che 1a loro azione non & mai stata dimostrata, €558 50N0
state ritrovate in piante sane all'epoca della fioritura {Fra
ser, 1981} e in piante virus inoculate diventate pill suscetti
bili ali‘'infezione virale (Fraser, 1982) e non sono state tro
vate, inveﬁe, in foglie diveﬁtate resistenti a seguito di trat
tamenti chimici (Fraser, 1982} o inoculazione virale {Coutts
e Wagih, 19B3). Nel nostro casoc siamo stati in grado di dimo-
strare che i1 palianionico conferisce resistenza, stimolando
la formazione df AVF, ma cid non esclude 1'ipotesi che esso ri
duca anche i1 numero di siti infettabili ed agisca, quindi, in
maniera complessa.

11 recente isolamento di altri AVF da varie coppie di vi-
rus-pianta ospite da noi effettuato (Capponi et al,, 1984)
fa pensare che i1 fenomeno sia diffuso e che in casi prima ci-
tati di acquisizione di -resistenzé da PA almeno parte di questa
possa essere dovuta alla formazione di AVFs. Cid fa intravve
dere la- possibilita pratica di stimolare chimicamente e pian
te, per indurre la formazicone di questi ultimi, o addirittura
di "trattarle" con AVFs estratti in laboratorio, onde conferir

gli una resistenza alle infezioni virali.

Riassunto

Infiltrando foglie di C. amaranticolor con acido polia-

crilico (PA di 3500 D: 1 mg/mi) 72,48 e 24 ore prima dell'i-

nocutazione di TNV, si & constatata 1'acquisizione da parte



—423 -

delle foglie di unq parzia1e resistenza &11'infezione virale:
riduzione del numere di Tesioni Tocali del 30-32% rispetto al
controlle {foglie infiltrate con acqua). Estraendo dai 2 tipi
di foglie gli eventuali fattori antivirali presenti (AVFs:
Facciﬁ]i e Cépponi‘1983), facendoli assorbire da a1tre_fog1ie
e inoculando queste ultime, si & osservato che 1'estratto di
foglie trattate con PA causava, rispetteo all'altro estratto,
una riduzione di infezione virale del 39% (n. di les. locali)
e una riduzione di biosintesi virale (infettivita) del 36%.
Sembra logico percid suppore che la resistenza conferita dal
PA sia. dovuta, almeno in parte, alla sua capacita di indurre
la formazione di AVF. In questip sensc i1 palianionico sembra
agire come nei sistemi animali,a cui conferisce resistenza al

Te infezijoni virali inducendo la formazione di interferone,

Summary

Resistance towards TNV infection induced by polyacrylic acid

in Chenopodium amaranticolor plants

When Jeaves of C. amaranticolor were jnfi]trated with
polyacrylic acid (PA of 3500 B: { mg/ml) 72,48 and 24 h before

TNV inoculation, a partial resjstance of such leaves towards

the virus infection was experienced: 30-32% reduction of local
lesion number, with respect to the control (water—infi1tratéd
Teaves).

If the possibly present antiviral factors (AVFs) extrac-
ted from the two types of leaves (Faccioli e Capponi, 1983)

were absarbed by other C. amaranticolor leaves, and this last

were TNV fnoculated, it resulted that the extract of PA infil

trated Teaves reduced by 39% the virus infection, (nr of To-
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cal lesions) and by 36% TNV b1osynthes1s (1nfect1v1ty)
"With respect to the control extract (water 1nf11trated
1eaves).

It seems thereafore logical, to hypotisize that PA con-
ferred resistance was due to its capability of 1nduc1ng AVF
product1on. From this point of view, the polyan1on1c seems'
to behave as in animal systems, to which confers v{rus resifl

stance through interferon formation.
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