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Differenziazione di alcune specie di Phytophthord ‘medi'ante

2 9. . . . . .
I’'uso dell immunoelettroforesi in due dimensioni

G. CRISTINZIO, F. SCALA e C. NOVIELLO

INTRODUZIONE

Molti caratteri morfologici sono stati presi in considerazione per 1'identi-
ficazione delle specie appartenenti al genere Phytophthora de Bary (6, 9, 16,
20, 26, 27). La morfologia, pero, usata come unico criterio per la classifica-
zione delle specie di Phvtophthora, frequentemente ¢ risultata inadeguata.
Infatti, le strutture sulle quali viene basata I'identificazione, spesso sono
difficilmente osservabili e possono presentare una notevole variabilita mor-
fologica (5, 25, 29). Pertanto, allo scopo di facilitare la differenziazione e di
stabilire relazioni tassonomiche tra le specie di Phytophthora, in aggiunta
alle consuete procedure morfologiche, in molte occasioni i micologi si sono
avvalsi anche di tecniche come quelle biochimiche e sierologiche. Mediante
I'uso della immunofluorescenza e della immunodiffusione, per esempio,
Burrel et al. (3) hanno identificato la P. cactorum (Leb. e Cohn) Schroet, la

P. cinnamomi Rands e la P. erythroseptica Pethybr.; Merz et al. (18), stu-
diando sei specie eterotalliche di Phytophthora, hanno trovato che la P. cin-
namomi ¢ risultata sierologicamente distinta, mentre le altre cinque specie
sono comprese in due gruppi sierologici. La P. cinnamomi e la P. cambivora
Petri sono state differenziate dalla P. cryptogea Pethybr. e Laff. e dalla
P. drechsleri Tucker, queste ultime morfologicamente e sierologicamente
molto simili, impiegando antigeni estratti dal citoplasma e dalla parete
cellulare con tecniche di immunodiffusione, agglutinazione e immunofluo-
rescenza (8). Recentemente la P. capsici Leonian & stata differenziata dalla
P. nicotianae Breda de Haan var. parasitica (Dastur) Waterhouse e da altre
sette specie saggiando alla doppia diffusione antigeni con antisieri oppor-
tunamente assorbiti (4).
In questa nota viene descritta la differenziazione sierologi.ca di di‘verse
specie di Phytophthora mediante I'uso dell'immunoelettroforesi in due dimen-

sioni, una tecnica ad alto potere risolutivo.
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arati con antigeni di P. cactorum, p, cqp, -
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LS Prepara:ibne degli antigeni: i ?,8 isolz}ti sc(lmo1 Ssbla;ll a.”q;“.“ l)c‘r SC1 1o
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wecolto su 4 strati di garza, lav : -
vaceol lo ed infine conservato a —20°C. Per |'¢q,

3 volte a congelamento € disge 0 e
slone degli ané(igcni il micelio ¢ stato prima omogenewzatq, triturandolo |
un mortaio con quantitd minime di tampone fosfato 0,15 »M PH 72, ¢ p
sottoposto ad ultrasonicazione per 5 min a 20 kHz usando un Braun-Sg,

modello 300-S (Braun-Melsungen). La sospensione ottenuta & stata ceny
i‘ugm:g a 10,000 g per 15 min ed il supernatante usato come antigene, p
igli e per i tests sierologici, il contenuto proic

le immunizzazioni dei coni :
di ogni estratto miceliare, determinato col metodo di Lowry et al. (17)

stato aggiustato alla concentrazione di Img/ml. Gli antigeni preparati |
questo modo hanno perduto la loro attivita dopo 1-2 mesi. :
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— Preparazione degli antisieri: gli antigeni per la preparazione degli
antisieri sono stati estratti da P. cactorum (isolato Ph 165), P. capsici (iso
lato Ph 93) e P. nicotianae var. parasitica (isolato Ph 99). Per ognuna dcll
predette 3 specie di Phytophthora sono stati immunizzati due conigli, pr:
ticando cinque iniezioni intramuscolari di 2 ml (1 ml di estratto antigenic
emulsionato con 1 ml di adiuvante completo di Freund, Difco) ad interva /
di due settimane. Una settimana dopo l'ultima dose sono stati fatti prelic g
di sangue dalle vene marginali delle orecchie e la presenza di anticorpi
stata saggiata col metodo della doppia diffusione come descritto da Iannc

et al. (15).

— Inmmunoelettroforesi in due dimensioni: su piastre di vetro di 9¢
94 mm sono stati versati 14 ml di agarose (Behering) all’l% disciolto
barbital pH 8,6 e forza ionica 0,02, cioé il tampone usato per gli elettroc
In f)gni‘piastra sono stati saggiati quattro campioni sottoponendoli ad cl
g”’mmS‘ nella prima e seconda dimensione. Quattro pozzetti, ciascuno ¢
20 ul; sono stati scavati nel gel seguendo lo schema usato da Hughes et al. (14)
L'elettroforesi nella prima dimensione ¢ stata effettuata applicando 10 V/cn
a 15°C. Allo scopo di ottenere patterns immunoelettroforetici comparabill ;
la durata degli esperimenti ¢ stata determinata seguendo una corsa ¢ ]
30‘ml‘n della sieroalbumina bovina colorata con blu di bromofenolo (circa 7 ’
min i tutte le prove). Dopo I'elettroforesi nella prima dimensione, sulla pia
stra sono‘ state scavate due finestre di 70 x 35 mm, sempre secondo I
schema di- Hughes et al. (14), ed in ciascuna sono stati versati 3 ml di aga

i P e 21

78




‘Sd9

; , elouldy
L T o
Do i 3¢ = w Qa1 (Qa1Y) 2vunss g
: o jou ?
MEMm—mwp 1 wnnuup E:&m&ﬁw ~«wmw “M
D) TN winquaposa uooisiadood 'WZLl Ud
oLV ~ ejous] 'VS0Z Yd
M—Sth.M TN u4nuanosa uoaisiadooly 'VIvl Ud
LIC T snp&ydodins snyjuvic 'V66 Ud a1eM (anmiseq) vais
P -pipd IBA UBRYH 2p ‘g 2DUDIIONU d
oues ] wnongvl U0 E e
DLV . ﬁo:.& ~«mm uw
IO LYV ejousd _
I VeoZ ud avuvyy
- 0211 JeA UBBH 3p ‘g avuUpn1odiu d
I ejoudy y Ud uosdwioy |, avaaay ‘d
SqgD ejougdy 12 Ud "IqQAYIDg po11dasolyifid g
DILY Bjou3] 'V0IZ Ud
DALY ejousy ‘VL0Z Ud
ourIoj, sujog uosawpl viaqian) 'V6 Ud ‘PeT 2 "1gAylag pvadoldLid ‘g
2oL ejous] 'VIIZ ud
DILY ejousd] V807 Ud SpURY 1UOWUDUUID ]
elIase) ] wnnuup wnoisdo)) Y00z ud
BlLISOSE) I wnnuup wnoisdn) YZEl ud
ourafes 32110 X2 "On( PvIvosowl pvj1qinon) ‘Ye6 Ud
rjodeN ] wnnuup wnoisdon) 'V861 Ud
BZUD]Od I wWnnuUuUD uinoisdn)) 'Yo61 Ud
BlLIaSR) 1 wnnuup wnoisdov) Y06 Ud ueruoa| 191sdvd ‘g
vlLIASE) ] snppud sniig 720z Ud
oulajes “YII[F v40f1puvi3 v14v3Diq 191 4d
elaase) Y[ D4L0fipuvid DIADIDL] G9T Ud ;
1odeN 'SSBA DPIiqAY02qidY DIID]0IIIV) 8ST Ud 1901Y2S (Uyoy 2 'qaY) Wniogovd ‘d
. ezuamLaolg ejueld 11e[0S] a1dadsg
: - ] vrEavy

vioy1yydojiyd 1p 1IE|OST 1185p ezusmoA01d 9 231dso EIUEl]

79



rose all’l% conm‘ntlv-ﬂhd'm i mﬁﬂmAquealoF“sw ® Stafn eseqyy,
Peloitrolorosd sulla’ secdick MIEEEHS ?;lm:iom’ a(::‘l;ezﬂul i
15°C. Per ogni isolato sano state fatte due proparazion’ antigeniche cq
:eraz:a?iné stata saggiata in dwli@m‘mbmﬁlaﬂ -_dueb;*oluii E
precipitati sono stati Cdm‘imcmmm .

RisuvLTATI ; : & R Ak
La differenslazione dslls specis bnutlﬂﬂm‘m‘ sul numero di bande
prodotte da un solo antisicro non & risultata possibile in quanto specic ;
verse esibiscono con lo stesso antisiero un egual numero di bande, come
rileva chiaramente dai dati riportati nella tabella n. 2. Comunq,ue, S€ Oltre o)
numero sono considerate anche In distanza di migrazione, l'altezza ¢ 1y,
tensitd di colorazione delle bande, le specie si possono facilmente differep.
ziare anche con un solo antisiero, come & facilmente deducibile dally |,

bella n. 3. e e O

Un tipico pattern immunoelettroforetico ottenuto nella presente indagi.
ne & mostrato nelle figure n. 1 e 2, In questo esperimento gli antigeni estyyy,
dalla P. capsici sono stati fatti reagire con il siero anti-nicotianac var, pa
rasitica producendo sette linee di precipitazione che differiscono nella 1oy,
distanza di migrazione dal pozzetto di applicazione, nell'altezza ¢ nell'inier,
sita di colorazione. Pertanto, allo scopo di caratterizzare il pattern ottenuto,
la distanza di migrazione ¢ laltezza delle bande sono state misuratc come
indicato nella figura n. 2. Nella stessa figura, inoltre, sono state indicate
con linea continua le bande colorate pilt intensamente. I patterns ottenuti
saggiando le nove specie con i tre antisieri sono stati caratterizzati allo
stesso modo ed i risultati sono riportati nella tabella n. 3.

I tre antisieri hanno prodotto il piti elevato numero di bande quando
saggiati con gli antigeni omologhi, fatta eccezione del siero anti-nicotianae
var. parasitica che saggiato con l'antigene della P. cactorum ha esibito lo
stesso numero di bande dell’antigene omologo. La P. nicotianae var. nicotia-
nae ¢ la P. nicotianae var. parasitica sono state facilmente differenziate d
altre specie ma non tra loro, avendo reagito in modo quasi identico con i
tre antisieri.

Gli immunoprecipitati degli isolati appartenenti ai gruppi di compati.
bilita A; e A; delle specie studiate sono risultati indistinguibili, sia in basc
al numero che alle caratteristiche delle bande dei patterns ottenuti con

tutti e tre gli antisieri,

alle

Discussione

I motivi che rendono difficile ed incerta l'individuazione delle specie del
genere Phytophthora sono essenzialmente i seguenti: estrema variabilita
dei caratteri morfologici assunti a base dei vari sistemi di classificazionc
succedutisi nel tempo e derivante anche dalla mancata adozione di condi-
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segue TABELLA 3

- > ¥ \
Anti-capsici
Phytophthorae n. 1 , 2 I 3 ’ 4 5 6 7 . 8 9 10 | 11
bande
\
m 7,5 12 20 21 23 23
Cactorum 6 0o 7 65 05t gbig
* * w
MGz o101 13RI 313 ST RIS N0 - 2] 5 2
apsici 11
Sapdicl Bl TS e i nis s R s s 4.
* * * * +* %
IS 650 AR 124501 T 4 =] R I 8D 2 10215 =00 5
Cinnamomi 10
ansh5ei6 TSETAT 6,5 11 1155925010 75
* ¥* * *
m 11 ) 2k ok
Cryptogea 4
a 6 17 SISENTHS
* *
NGl 2R | ST D (J B I R 9D 3
Erythroseptica 7
anesiSe 68 a0 7 9 5Eii6:5 6
* *
m 6 15 22 22,5
Heveae 4
A 55519 175551055
* *
Nitotiaras m 10 11 14 14 16 18 19 20
8
var. nicotianae a0 050 1055 67 8 613 6,5
* * *
BT m 85 10 13 14 15 19 19 19,5
Nicotianae i 8
var parasitica a 6 Tl 8 SISHE12 TS 6
* * *
m 9 16 17,5 24 24 245
Syringae 6
a 65 14 21 17 1955185

soprattutto per le specie classicamente definite eterotalliche (1, 2, 7, 11, 21,
22, 23, 28, 30). L'attuale stato di incertezza & del resto dimostrato dal fiorire
in questi ultimi tempi di formulazioni, definite ab initio provvisorie, di
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Nicotianae
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o

m7
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ml12
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m 22
a 115
3

m 6
Y £

m 13
a s
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a l6

m 11,5
a l45

m 16
a 12

255 65

18

6.5

12,5

11

21

11

13
11

10

S

225
75

11

21
11,5
*

18
11,5
*

19,5
15

AR

2

55 las i

12

16002000 2015 21
9 8570165716
*

21
14

20,5
15

23 24
85 65
*

B s o e

« chiave tabulare » (20), «chiavi sinottiche» (9) e « gruppi di affinita » (10),
quest’ultimi derivanti da un apprezzabile tentativo di applicazione di tasso-

nomia numerica.
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- Ricevuto il 18-7-1983

RIASSUNTO

estratti antigenici di ventotto isolati appartenenti a nove specie di Phytophthora
ati sottoposti ad immunoelettroforesi bidimensionale con gli antisieri di P. cac-
P. capsici e di P. nicotianae var. parasitica. 1 precipitati immunoelettroforetici
sono stati comparati sulla base del numero, della distanza di migrazione e della

Gli isolati di ciascuna specie hanno prodotto pat-
Tutte le specie saggiate sono state differen-
nicotianae con la P. nico-
ttroforetici quasi identici
li isolati

u
a delle linee di precipitazione.
entici con ognuno dei tre antisieri.
tra loro, con la sola eccezione della P. nicotianae var.
ae var. parasitica, che hanno mostrato patterns immunoelet re
ascun antisiero. Con questa tecnica non ¢ stato possibile distinguere g

ypartenenti ai gruppi di compatibilita A, e A; delle specie eterotalliche.

SUMMARY

‘%figéns of twenty-eight isolates, belonging to nine Phytophth(t)irga ;g)li(l:lbfndw‘;)rrths:l
€ i <ic with anti-cactorum, anti- z -ni-
ed to crossed immunoelectrophoresis Wi ; anfiaaplcl AL e
/ iti recipitate patterns obtained were cOmpa

e Pt e St p and height of precipitin lines. Isolates

e basis of the number, the migration distance
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of each species gave identical patterns with all the three antisera. The species used
were easily differentiated with the exception of P. nicotianae var. nicotianae and P. ni-
cotianae var, parasitica that displayed almost identical immunopatterns with each se-
rum. Isolates representing A, and A, mating types of heterotallic species were indistin-

guishable by means of this technique.
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