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RIASSUNTO

Sono riportati i risultati relativi a prove di inoculazione artificiale e di sensibilitd a
sostanze chimiche diverse di un ceppo selvaggio virulento di Cryphonectria (Endothin)
parasitica e di due suoi mutanti per il colore (brw e whi). Sono state saggiate le sepuenti
sostanze; CoCl,, CuCl,, HgCl,, ZnCl,, oligomicina, cloramfenicolo, seccarosio, PCNB e
KCIO,. Il mutdnte whi {ottenuio mediante mutagenesi con UV) si differenzia notevolmente
dagli ‘altri due ceppi pigmentati poiché non riproduce i sintomi della malattia, non
colonizza i tessuti dell’ospite ed & pgeneralmente pid sensibile alle sostanze chimiche
saggiate. Il mutante brw (mutante spontaneo), pur presentando una diversa pigmentazione
rispetto al ceppo selvagpio, ha un comportamento molto simile a questo sin nella
patogenicitd che nella sensibilitd alle diverse sostanze chimiche saggiate.

SUMMARY

SENSITIVITY OF Cryphonectria parasitica COLOUR MUTANTS TO DIFFERENT
CHEMICALS

Two colour mutants (brw and whi) derived from the same virulent isolate of
Cryphoneciria (Endothia) parasitica were tested. Brown is a spontaneous mutstion,
whereas white mutant was selected by UV, Wild-type and mutants were evaluated for
pathogenicity by artificial inoculations on young chestnut trees (Castanea sativa). The
growth responses of wild-type and mutants on solid media containing heavy metals (Co*t,
Cu®*, Hp?, Zn®"), antibiotics (oligomyein, chloramphenicol), PCNR, sucrose and
potassium chlorate were studied. Wild-type and brw mutant caused cankers in all
inoculum sites and were re-isolated from lesions. Whi mutant did not cause any symptom
and did not colonize host tissues.

When wild-type agd mutants were grown on media amended with increasing
concentrations of Hg**, sucrose and potassium chlorate no differences on growth response
between isolates were found.

Whi mutant resulted more sensitive than pigmented strains to Co®*, Zn?*, oligomycin and
chloramphenicol while it was_found more resistani to PCNB. In the presence of some
concentrations of Cu** and Zn>*, the growth rate of the brw mutant was higher or lower,
respectively, if compared with the other two strains.

(*} Lavoro eseguito con un finanziamento M.U.R.S.T. (60%) nell’ambito del progetto
"Fusione di protoplasti in Cryphonectria parasitica e induzione di ipovirulenza"



INTRODUZIONE

Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr | = Endothia parasitica (Murrill) H.W.&
P.J. And.], agente del cancro defla corteccia del castagno, produce pigmenti alcuni dei
quali hanno attivitd tossica (Wood, 1967, Rudolph, 1976) sebbene il loro ruole nel
processo patogenetico sia ancora in discussione (McCarrol e Thor, 1985). La disponibilita
di mutanti per il colore, e la loro caratterizzazione, potrebbe rappresentare une strumento
utile per I’approfondimento delia tematica.

Un parametro di facile determinazione che riflette differenze nel metabolismo éla
sensibilitd a sostanze chimiche. Tale tratto fenotipico, in alcuni casi, arriva ad avere valore
tassonomico (chemiotassonomia) la cui rilevanza & maggiore in assenza di caratteristiche
morfologiche che permettano di identificare gli isolati: ad esempio Endothin e
Cryphoneciria, che difficilmente producono in coltura il teleomorfo, differiscono per la
sensibilitd all"actidione (Micales e Stipes, 1986). '

D'altra parte, In resistenza a sostanze chimiche viene comunemente utilizzata quale
marker per studi di genetica di molti patogeni fungini. Nel caso specifice di C. parasitica
tali markers sono stati utilmente impiegati come "traccianti” per seguire la diffusione di
forme virulente ed ipovirulente in natura (Garrod et al., 1985).

Questo lavoro & stato intrapreso per verificare la patogenicitd di due mutanti per il
colore di C.parasitica originati da uno stesso ceppo selvaggio e per caratterizzare gli stessi
sulla base della sensibilitd a sostanze chimiche diverse.

MATERIALI E METODI
Microrganismi impiegati

Sono stati impiegati due mutanti per il colore di C. parasitica, uno marrone e 1'altro
bianco, originati da uno stesso ceppo selvaggio virulento (2) (Pecchia et al., 1991).

Il mutante bisnco (whi) € stato ottenuto mediante mutagenesi con UV di uma
sospensione di conidi del ceppo selvaggio; il micelio & di colore bianco, il ceppo non
sporula su mezzo agarizzato e sporula scarsamente dope funga incubazione quando nel
substrato agarizzato viene immersa una porzione di rametto di castagno. Il mutante
marrone (brw) € un mutante spontaneo proveniente da un jsolamento monoconidiale su
agar acqua, ha micelio e picnidi marroni e sporula abbondantemente su substrato
agarizzato.

Inoculazioni artificiali

Le inoculazioni artificiali dei due mutanti e del ceppo selvaggio sono state eseguite
sulla corteccia di giovani piante di castagno (¢ 2-3 cm) con le modalitd indicate da Jaynes
e Elliston (1980). Su ogni pianta le inoculazioni sono state ripetute tre volte: una verso la
base, una nella porzione mediana ed una verso 'estremita distale. Lo sviluppo dei cancri &
stato rilevato dopo circa 6-7 settimane dall’inoculazione. Da ogni centro di infezione sono
stati effettuati sei reisolamenti seguende la metodologia descritta da Anagnostakis (1988).

Sensibilith a sostanze chimiche diverse

I due mutanti ed ii ceppo selvapgio sono stati mantenuti su CM (Pecchia ez al., 1.c.)
per tutta la durata delle prove. [ substrati contenenti le varie sostanze saggiate sono stati
preparati come di seguito specificato: oligomicina e cloramfenicolo sono stati aggiunti al
CM, precedentemente autoclavato, ad una temperatura di circa 50°C, i sali dei metalli
pesanti (CoCl,.6H,0, CucCl,.2H,0, HgCl,, ZnClz), il potassio clorato (KCIO,), il
PCNB (Marisan forte, SIAPA%\, 56% p.2.) € il saccarosio sono stati aggiunti a13 CM
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immediatemente prima di autoclavare il substrato, Tutti i terreni di coltura sono stati
aggiustati 2 pH=6 con NaCH IN prima della sterilizzazione.

Dischetti di micelio (¢ 6 mm), prelevati dal bordo di colonie in attivo accrescimento
dei tre microrganismi allevati su CM a 25°C, sono stati seminati (tre replicazioni per
ciascuna concentrazione} su CM addizionato delle sostanze sopracitate alle seguentl
concentrazioni: olipomicina (0,2 - 0,4 - 0 B-16-3,125-625-125-25 ,u.g mlh,
cloramfenicolo (1 -2-4-6 - 8mg ml° b, CI(JC]2 GH,O CuClz 2H,0, HgCl,, (0,5 -
1-2-4-6mM), ZnCl, (1- 2 4 8-16- SZmM)" KClo; (1 -30 - 452g1‘),
PCNB (10 - 100 -1000 gg ml” ), saccarosio (0,9-1-1,5-2

Le piastre sono state incubate al buio a 25°C ed il diametro delle colonie & stato
misurato dopo 6 pg utilizzando come controllo colonie sviluppate su CM. L'influenza
sull’accrescimento delle varie sostanze sagglate & stata espressa in percentuale rispetto al
controllo.

RISULTATI
Incculazioni artificiali

I risultati delle inoculazioni artificiali del ceppo selvaggio e dei due mutanti su
giovani piante di castagno sono riassunti in Tab.1. Il ceppo selvaggio ed il mutante brw
hanno prodotto 1 sintomi della malattia in tutti i punti di inoculo, mentre il mutante whi
non ha prodotte alcun sintomo.

Circa i 2/3 dei reisolamenti effettuati da opni centro di infezione hanno fornito esito
positivo sia per il ceppo selvaggio che per il mutante brw, mentre il mutante whi non & mai
stato reisolata.

Tab.1 - Patogenicitd del ceppo selvaggio (2) di Cryphonectria
parasitica € di due suoi mutanti (brw e whi) a sepuito di
inoculazioni artificiali & tre diverse altezze del fusto: una verso
Pestremitd distale (A), una nella porzione mediana (B) ed una
verse la base (C).

Ceppo Cancri® N° reisolamenti(?)

A B c
2 373 3/6 4/6 4/6
brw 3/3 516 4/6 4/6
whi 0/3 0/6 06 0ol6

(3) 1@ di cancri/n® di inoculazioni

(®) reisolamenti positivi/ reisolamenti tentati.



Sensibilitd a sostanze chimiche diverse

La risposta, in termini di accrescimento, a dosi crescenti dei metalli pesanti &
riassunta in Tav.I (a, b, c, d) da cui rsylta come Ia tossicitd dei quattro metalli possa
essere cosi riassunta: HgZ' > Co?t > Cu?t > Zn#*, Infatti tutti e tre i ceppi cessano
1'acerescimento a conceugrﬂzioni (mM) compyese tra 1 e 2 per PHg**, tra 2 e 4 per i
Co**, tra 4 e 6 per il Cu* e > di 16 per Zn*', La risposta a concentrazioni crescenti di
HgCl, & molto simile per tutti e tre i ceppi mentre su substrato addizionato di CoCl, il
mutadte whi si differenzia notevolmente dal ceppo selvaggio e dal mutante &rw poichg il
suo accrescimento alla concentrazione di 1 mM é inferiore alla metd di quello degli alirl
due ceppi. Diversa & Ia situnazione, quando il substrato viene addizionato di CuCl,;: tuttj e
tre i ceppi vengono licvemente stimolati nel foro accrescimento da basse dosi di Cu®*,
mentre & dosi pill elevate il ceppo selvaggio ed il mutante whi si mostrano pidl sensibili al
metallo del mutante brw. In presenza di dosi crescenti di ZnCl, il ceppo selvaggio ed il
mutante drw, seppure con andamento diverso a dosi intermedie, non arrestano il loro
acerescimento neppure alla dose pidl elevata; il mutante whi, invece, si arresta a dosi
comprese tra 16 e 32 mM. .

La sensibilitd del ceppo selvagpio e dei mutanti agli antibiotici saggiati (oligomicina
e cloramfenicolo) & riassunta in Tav.II (4, b). In entrambi i casi & stata evidenziata una
maggiore sensibilitd del mutante whi, rispetto al ceppo selvaggio ed al mutante brw,
cessando il suo accrescimento ad una concentrazione di antibiotico inferiore rispetto agli
aitri due. }\Iel caso del cloramfenicolo sono state saggiate anche concentrazioni superiori a .
8 mg ml™', ma oltre tale concentrazione il prodotto cristallizza nel substrato agarizzato,
come rilevato anche da Brasier e Kirk (1986), con un conseguente lieve incremento della
crescita.

La Tav.Ilc mostra la crescita dej tre ceppi, quando al substrato sono state aggiunte
molaritd crescenti di saccarosio, Piccole dosi stimolano la crescita dei tre funghi, mentre a
dosi pilt elevate si ba una netta riduzione dell'accrescimento; alla concentrazione 2 M la
crescita dei mutanti si arresta mentre quella del ceppo selvaggio, seppure drasticamente
ridotta, prosepue.

In presenza di PCNB (Tav.ild), seppure ad alte concentrazioni, i tre ceppi non
arrestana il loro acerescimento; resta tuttavia da notare come, in questo caso, il mutante
whi mostri una sensibilitd minore al fungicida, rispetto al ceppo seivaggio ed al mutante
brw, anche alla dose piil elevata,

La sensibilitd del ceppo selvaggio e dei suoi mutanti a dosi crescenti di potassio
clorato, & riportata in Tav.Ile. I tre ceppi hanno un comportamente molto simile tra loro e
non mostrano sensibili riduzioni di crescita’ neppure alla dose pil elevata,

DISCUSSIONE

I risultati delle inoculazioni artificiali hanno evidenziato come il mutante wii, a
differenza del ceppo selvaggio virulento e del mutante &rw, non riproduce ajcun sintomo
della malattia e non & in grado di colonizzare i tessuti dell’ospite. E’ necessario, tuttavia,
tenere presente che il mutante whi deriva da un trattamento di mutagenesi e quindi
potrebbe essere portatore di pill mutazioni o aberrazioni cromesomiche mentre cid appare
improbabile in mutant] spontanei (Teow e Upshall, 1983) quale & il mutanie brw, La
patogeniciti di questo ceppo, la sua differente pigmentazione dal ceppo selvaggio e 1a sua
origine spontanea lo rendono particolarmente atirasnte per ulteriori studi di genetica e di
fisiologia. Le informazioni raccolte a seguito delle inoculazioni artificiali condotte con i
tre ceppi confermano quanto gid riscontrato "in virro" da Pecchia e al. (1991) riguardo
alla produzione di fenolossidasi, saggiata con il Bavendamm test. Tl mutante whi, infatti,
mostra una debole reazione su substrato di Bavendamm mentre i ceppi pigmentati
producono una netta colorazione del mezzo imputabile alla produzione di fenolossidasi del
tipo laccasi, Queste ultime sembrano essere ceinvolte nella patogenesi, nella sporulazione e
nella pipmentazione (Ringling et al., 1989),
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Tav.Il -~ Sensibi1itad del ceppo selvaggio di C.parasitica (2) ( a—a )} del
mutante Biw (0.0 ) e del mutanta whi (m---m) a dosi crescentt di
HgClz ({a), CoClz (b), CuClz (c) @ ZnBlz (d), 1 dati sono espressi come
accrescimento percentuale rispatto al controllo,

Tav.II {pagina successiva) — Sensibilith del ceppo  selvaggio di
C.parasitica (2) ( &~—-a) del mutapte brw (O--0) e del motante whi
(m--m} a dost crescenti di oligomicina (a), cloramfenicolo (b),
saccarosio tc) #PCHB {d} e KCt10a (e). I dati sono espressi come
accrescimento percentuale rispetto al controllo..
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Circa la caratterizzazione dei ceppi saggiati per la sensibilitd a sostanze chimiche
diverse & opportuno ricordare che diversi costituenti dei substrati microbiologici sono
capaci di legare una parte degli ioni metallici, appare chiaro quindi che i dati esposti circa
queste sostanze hanno validita in riferim%nto al substrato di base implegato (CM).

Concentrazioni crescenti di Hp“*, saccarosio’ e potassio  clorato  inibiscono
'accrescimento def ceppi sagg‘&at{ in pari misura mentre la maggior parte delle rimanenti
sostanze, ad eccezione del  Cu®*, & in prado di differenziare il mutante whi dagli altri due,
Questo sembra confermare quanto esposto in precedenza circa la maggiore somiglianza
genetica tra il ceppo selvaggio ed il mutante brw, rispetto al mytante whi. Quest’ultimo,
tra l'altro, & normalmente pid sensibile al Co?*, allo Zn* all’oligomicina ed al
cloramfenicolo mentre risulta pid resistente al solo PCNB. Gli unici due metalli cgw
consentono di differenziare il mutante drw dal ceppo selvaggio sono il Cu®* e 1o Zn?*.
Infatti 1a crescita di questo mutante &, rispettivamente, maggiore o minare se confrontata
con quella del ceppo 2 quando allevato a concentrazioni intermedie tra quelle saggiate.

Facendo astrazione dalle differenze fra i singoli ceppi si pud affermare che la
sensibiliti ai metalli pesanti saggiati vari nell’ordine Hg?* > Co** > Cu®* > Zn?*, Questa
successione non ¢ in linea con quello che sembra esserg un corznfponaTento generalizzahile
nei funghi e che vede la successione cost ordinata; Cu?t > Cos¥ » Zn2t {Cochrane, 1958).
E’ necessario, tuttavia, ricordare come C.parasitica produca, anche in coltura, acido
ossalico (Havir e Anagnostakis, 1983; Bennett € Hindal, 1989). In agenti di carie del lggnn
la produzione di questo acido & stata messa in relazione ad una ridotta tossicitd del Cu* ip
quanto if metallo pud pregipitare sotto forma di cristaili di ossalato (Ross, 1975).

Circa le dosi di Zn** impiegate, che sono nettamente suparioii rispetto a quelle degli
altri metalli pesanti saggiati, occorre tenere presente che lo Zn** & un microelemento
essenzisle per Ia crescita dei funghi e diventa tossico solamente ad alte concentrazioni
(Starling & Ross, 1991).

La resistenza agli antibiotici oligomicina e cloramfenicolo pud risiedere in mutazioni
mitocondriali utilmente impiegabili per studi di genetica (Rowland ¢ Turner, 1975; Croft e
Dales, 1983). 11 ceppo selvaggio ed il mutante brw hanno mostrato una certa tolleranza
anche a dosi elevate di tali sostanze, mentre il mutante whi & risultato piuttosto sensibile.

1 potassio clorato, analogo del nitrato, € stato impiegato per caratterizzare jsolati di
patogeni fungini sulla base della loro sensibilitd a tale sostanza (Pearson et al., 1986;
Zazzerini e Tosi, 1989). Nel nostro caso, neppure a concentrazioni elevate si & avuta una
sensibile riduzione dell’accrescimento evidenziando una scarsa sensibilitd dei ceppi a tale
sostanza,

Gli incrementi di crescita 4 basse dosi di saccarosio possono essere spiegati dal
momento che una fonte di carbonio aggiuntiva potrebbe stimolare 1'accrescimento; tali
risultati concordano con quanto esposto da Hunter et al. (1976) sempre per C. parasitica.

Le informazioni raccolte consentiranne, quindi, di indagare la possibilitd di ottenere
mutanti spontanei resistenti ad alcune delle sotanze saggiate, allo scopo di impiegarli in
studi sulla biolagia del patogeno, ’
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