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Il procés di formazion des sporis
intai actinomicéts

I. Morfologjie e disvilup di speciis di Streptoverticillium
analizats cun microscopie eletroniche a scansion’

ROMANO LOCCI E

BRUNA PETROLINI

BALDAN""

Ristret. A vegnin analizadis, traviers di microscopie eletroniche a scansion, lis carateri-
stichis di speciis che a apartegnin al gjenar Streptoverticillium.

11 disvilup morfologjic al & stat osservat de gjerminazion des sporis fin ae sporulazion.
In particolar al ven documentat il procés di sporulazion, precediit di une torsion dai

sporifars.

Par comparazion a son stadis consideradis ancje speciis di actinomicéts pseudoverti-

cilats.

Al ¢ stat puartat insom che nol ¢ tant
(Locci et al. 1969) un studi tassono-
mic des speciis dal gjenar Streptovert:-
cillium dula che e ven presentade
ancje une documentazion complete,
prodote cu la microscopie otiche e
cun ché a trasmission eletroniche, des
struturis morfologjichis carateristi-
chis dal gjenar.

Vint sperimentat i vantags ufierts
de microscopie eletroniche a scansion
(MES) tal studi des carateristichis
fongjinis (Locci 1969a, 1969b, 1969¢),
cheste tecniche e ven cumo aplicade al

studi des carateristichis morfologjichis
dai actinomicéts verticilats.

La MES e je za stade doprade te
analisi dai actinomicéts (Williams e
Davies 1967, Dietz e Matthews 1969)
ma nol ¢ stat pussibil cjata riferiments
in leterature al (s di cheste tecniche
cun speciis dal gjenar Streptoverticil-
lium. Par vie des 16r struturis tridi-
mensionals, une ricercje che e dopri
la microscopie eletroniche a scansion
pe osservazion di chescj organisims
nus ¢ someade, duncje, di interés par-
ticolar.

“ Larticul, te s6 version complete par inglés, al jere vigniit fiir pe prime volte te Rivista di Patologia Ve-
getale (cumd Journal of Plant Pathology), supl. vol. VIL, serie IV (1971). O ringraziin il prof. Giovanni
Martelli par vénus dat il permes di ripublica la s6 prime part in cheste ocasion.

* " Istitht di Patologjie Vegjetal, Universitat di Milan, Ttalie.



R. Locci, B. Petrolini Baldan

Materiai e metodologjiis. A son sta-
dis selezionadis pe analisi par micro-
scopie eletroniche a scansion speciis
di Streptoverticillium sielzudis jenfri
lis plui rapresentativis dal gjenar
(Locci et al. 1969). Dongje di lor a
son stats esaminats par comparazion
ceps di actinomicéts pseudoverti-
cilats. Lis culturis e la 16r divignince a
son specificadis in Locci et al. (1969).

Cun di plui, e je stade analizade
une culture di Streptomyces caespito-
sus, IPV 2085, ricevude di A. Seino,
Gjapon, identificade tant che cep
KCC S-0438.

I ceps a son stats coltivats tai te-
rens di culture plui adats ae espres-
sion des 16r carateristichis morfologji-
chis. Come dimostrat di Locci et al.
(1969) chescj terens no jerin par fuar-
ce chei che a siguravin la cressite plui
vivarose. I terens di culture impleats a
son stats soredut agar patate destrosi,
agar amit, Czapek e carboni.

Ceps selezionats a son stits col-
tivats in capsulis di Petri. A son stats
racuelts a intervai regolars discuts di
10 mm di diametri taiats ftir de su-
perficie dal agar o ben veruts di cu-
vierture posizionats dentri dal teren
di culture.

I discuts di agar a son stats ridu-
sits a un spessor di 1 mm taiant vie la
superficie inferidr, di m{t di minimiza
la riduzion di superficie dal campion
te fase di metalizazion.

Gjavant lis primis fasis di svilup, i
discuts di agar si son dimostrats plui
adats stant che la cressite e jere plui
vigorose e al jere disponibil plui ma-
terial di osserva.

Lis dos tipologjiis di campion a
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son stadis incoladis su supuarts di
alumini, riviestidis sot vueit cuntune
pelicule di aur e platin, come za de-
scrit (Locei 1969a, 1969b, 1969¢) e
esaminadis cun microscopi eletronic
Stereoscan (Cambridge Inst. Co.,
Mark 2A). Lis fotografiis che a com-
pagnin I'articul a son stadis fatis cun

pelicule Kodak Tri-X di 35 mm.

Risultats

a) Struture dal verticil. La documenta-
zion fotografiche zontade (Tabele 1,
Figuris 1-6) e da une indicazion clare
dal aspiet dai verticii.

La struture sporifare des speciis di
Streptoverticillium e consist di un as
principal che al presente, a intervai
regolars, diramazions laterals fatis di
tré o plui elements (Tabele 1, Figure
1); di bande s6, ognidun di chescj
elements al presente (Tabele 1, Figu-
ris 2, 3 e 4) une ombrene terminal di
cjadenis di sporis (Baldacci et al.
1966). Chestis formazions a son di
interpreta tant che monoverticilats
umbelats e no tant che biverticilats,
stant che i cussi clamats «verticii se-
condaris» a son in realtat des ombre-
nis, jessint ugnui e terminai. Ancje se
da rar, si cjatin ancje struturis biver-
ticiladis (Tabele 1, Figure 4), tant
che mostrat di Locci et al. (1969).
Cheste definizion, dut cas, e va rife-
ride dome a formazions dula che si
osserve pardabon une seconde serie
di verticii e no dome une uniche om-
brene apical. In curt, i streptoverti-
cillia no son caraterizats dal fat di vé
verticii di cjadenis di sporis ma, plui
coretementri, dal fat di vé verticii di
ifis sporifaris che a disvilupin om-
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B i
Tabele 2.
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brenis apicals di cjadenis di sporis.

Duncje, par podé formula une de-
finizion corete di struture sporifare, al
¢ essenzial che si vedin individuadis
lis sporis. Masse descrizions a son sta-
dis fatis di formis cussi clamadis mo-
noverticiladis semplicis, val a di che a
formin verticii di cjadenis di sporis
sul as principal, basantsi su osserva-
zions davueltis cun microscopis di
basse potence o su culturis no sporu-
ladis.

La torsion des ifis, descrite plui in-
devant, e pues rindi dificile la identi-
ficazion de presince des sporis. Cun
di plui, come za ilustrat di Locci et al.
(1969), lis speciis di Streptoverticil-
lium a puedin presentd diferencis
morfologjichis: te distance tra i verti-
cii dilunc dal as central, tal numar di
ramificazions che a formin il verticil,
te lungjece des ramificazions, te pre-
since o mancul di biverticii vérs e pro-
pris, te tipologjie e numar des cjade-
nis di sporis che a formin la ombrene,
tes carateristichis de superficie de
spore.

Esemplis di chestis diferencis
morfologjichis si puedin osserva tes
fotografiis zontadjis.

E je stade, duncje, puartade inde-
vant une analisi de superficie des spo-
ris tes speciis di Streptoverticillium,
cuntune atenzion particolar pe tor-
sion des ifis evidenziade dal micro-
scopi eletronic a scansion.

b) Stadis di svilup tes speciis di Strep-
toverticillium. T stadis di svilup des
speciis di Streptoverticillium a son
stats osservats fintremai de gjermina-
zion, ilustrade te Tabele II, Figuris 1-
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4. La gjerminazion des sporis e pues
avigni cu la emission di un (Tabele II,
Figure 1), doi (Tabele II, Figure 2) o
tré (Tabele II, Figure 3) tubui gjermi-
natifs. Il proces al pues inviasi ancje
se lis sporis a son ancjemo leadis intu-
ne cjadene (Tabele II, Figure 4).

Il miceli primari nol prodiis spo-
ris. Lis ifis dal miceli secondari a pue-
din svilupasi di cualsisedi pont de
cressite primarie; lis dos tipologjiis di
ifis si diferenziin cun facilitat par vie
de posizion (Tabele II, Figure 5). 1l
miceli secondari al consist di un volug
di ifis leadis tra 16r e dispés al ¢ cara-
terizat de presince di filaments luncs
e drets.

La formazion dai verticii e pues
avigni za a taca di chestis ifis. In altris
cas la sporulazion si verifiche intun
miceli «terziari» culturalmentri dife-
renziat (Farina e Locci 1966). Chestis
formazions a puedin spiega in part il
disvilup in altece tipic di ciertis spe-
ciis di Streptoverticillium e la 16r con-
sistence similar a ché dal coton. Cun
di plui, ciertis speciis di Streptoverti-
cillium a puedin presenta une cressite
di ifis aereis che ur conferissin I'aspiet
dal coton, in contrast cu la aparence
plui vualive e farinose des speciis ca-
raterizadis de sporulazion direte di
bande des ifis svilupadis dal miceli
primari. Intai streptoverticillia col-
tivats su terens di culture plui puars
di sostancis nutritivis a assorbiment
rapit al mancje un fuart disvilup in al-
tece. Ancje ta chescj cas, perd, cuant
che si verifiche une sporulazion plui
rapide, si cjate un miceli secondari
basal.

In condizions particolars lis ifis
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aereis a tindin a tacasi formant strecis
che a puedin fondisi in strecis plui
grandis (Tabele II, Figuris 6-7). Jenfri
une ife e ché altre al somee che al se-
di presint un cualchi material di cole-
gament (Tabele ITI, Figure 1). Une se-
rie di fusions seguitivis, che a somein
cuasi completis, a produsin une stru-
ture similar a un coremi (Tabele III,
Figure 2).

11 disvilup des ramificazions dai
verticii (Tabele I1I, Figure 3) nol ¢ si-
multani in ogni verticil, come ancje la
formazion des ombrenis e des cjade-
nis di sporis. Lis fasis di disvilup des
ramificazions verticiladis si puedin
osserva tes Figuris 4-9 (Tabele III) e
1-2 (Tabele V).

In cas ecezionai al pues capita che
une ramificazion e sedi ben svilupade
e e vedi tacat a produsi ombrenis, in-
tant che chés altris a son ancjemo in-
tun stadi inizidl. Lis resons di chest
compuartament no son claris; in ogni
cas se par cualchi condizion no favo-
revule la cressite si vedi di interompi
ta chest stadi o se une inibizion loca-
lizade e vedi di ferma il disvilup des
ramificazions, lis formazions che a
‘ndi risultin a son di considera irego-
laritats, tant che malformazions dal
disvilup. In cualchi specie si pues os-
serva un ingruessiment de ife prin-
cipal tal pont di atac dal verticil (Ta-
bele 1V, Figure 3).

Tal stes m{it no son simultaniis la
formazion des ombrenis tes diviersis
diramazions di chel stes verticil o la
sporulazion des ifis de stesse ombre-
ne, che e pues presenta tal stes mo-
ment ifis dal dut o par nuie sporuladis

(Tabele 1V, Figuris 4-5).
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Dilunc dal as principal il disvilup
al & acropet, ancje se lis malforma-
zions menzonadis parsore a puedin in
part alterant la secuence, che in struc
e je: disvilup des diramazions secon-
dariis sul as principal cun disvilup dal
verticil, formazion des ifis de ombre-
ne, sporulazion des ifis.

Une ultime schirie di osservazions
e je stade fate sul proces di sporula-
zion. Tes speciis esaminadis al ¢ stat
evidenziat un fenomen peculiar che al
anticipe la sporulazion; tes pocjis spe-
ciis di Streptomyces analizadis nol &
stat osservat nuie di similar, ancje se o
intindin puarta indevant studis ulte-
riérs par investiga il proces di forma-
zions des sporis ta chel gjenar. Come
ripuartat in precedence (Locci et al.
1969) in nissune specie di Streptover-
ticillium lis cjadenis di sporis a pre-
sentin une sistemazion a spiral. Par
solit lis cjadenis di sporis, che a son
avonde curtis, a son dretis o flessuo-
sis; cualchi specie e mostre, al plui,
rimpins terminai.

Il compuartament des ifis des om-
brenis tes speciis di Streptoverticil-
lium esaminadis al pues jessi sintetizat
ta cheste maniere. Prime de sporula-
zion lis ifis de ombrene a mostrin une
torsion ator dal 16r as principal (Ta-
bele 1V, Figuris 4-6; Tabele V, Figuris
1-6): chest moviment si lu vidt cun
clarece, stant che a comparissin des
pleis su la superficie de ife. Chest
proces — evidenziat dome de micro-
scopie eletroniche a scansion — nol &
sighir fin a ce pont che al determini la
separazion des sporis de ife.

Il moviment di torsion al pues jes-
si presint ancje cuant che a tachin a
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Tabele 3.
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Tabele 4.
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Tabele 5.
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svilupasi lis primis sporis (Tabele VI,
Figuris 1-5) e in cualchi cas si osser-
vin pleis su la superficie esterne di
sporis za cuasi dal dut formadis (Ta-
bele VI, Figuris 5-7).

Te stesse ombrene cualchi ife e
pues jessi te fase de torsion intant che
cualchi altre e je dal dut sporulade
(Tabele VI, Figuris 4-5).

Chest al dimostre cun clare evi-
dence che la sporulazion no je simul-
tanie in dutis lis ifis di une ombrene.

Chest fenomen al rivuarde dome la
ife che e vara di produsi la cjadene di
sporis. Lis diramazions dai verticii no
mostrin, di fat, nissun moviment di
torsion. Se la ombrene e consist di do-
me une ife, si che duncje e podarés da
la impression di un monoverticil sem-
plig, la torsion si verifiche dome insom
de ife (Tabele 1V, Figure 4). Cjalant lis
struturis intant che si forme une se-
conde cjadene di sporis, si vidt che la
torsion e je limitade ae part de ife dula
che a comparissaran lis sporis (Tabele
IV, Figure 5; Tabele VI, Figure 1).

Al covente spindi cualchi peraule
ancje sul cont di une altre carateristi-
che morfologjiche. Fin cumo no je
stade isolade nissune specie di Strep-
toverticillium che e vedi spinis sui péi
de superficie des sporis. Dutis lis spo-
ris a son pratichementri slissis (Tabe-
le VII, Figuris 1-2). La analisi par mi-
croscopie a trasmission di eletrons
(Locci et al. 1969) e a evidenziat la
presince di piculis iregolaritats, ma ae
lts dai risultats di chest studi lis ire-
golaritats a podaressin jessi tribuidis
ae presince residual di pleis su la su-
perficie des sporis, tant che descrite
parsore.
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La mancjance di struturis che a
son comunis jenfri chés altris sporis
di actinomicéts e podarés rapresenta
un element di une cierte impuartance.
Chest, dongje dal fat che no je stade
osservade in chest gjenar la formazion
di veris spirals, a dispiet de torsion
des ifis te fase di sporulazion, al po-
darés meti in discussion la posizion
atual di chescj organisims rispiet a
chei altris actinomicéts. Cun dut
achel, a coventin altris sperimenta-
zions ancje dome par formuld une
ipotesi a rivuart.

¢) Conformazion dai actinomicéts
pseudoverticildts. A son stadis riesa-
minadis cun microscopi eletronic a
scansion culturis che a jerin stadis
esclududis dal gjenar Streptoverticil-
lium su la fonde de 16r struture
morfologjiche (Locci et al. 1969). Le-
sam al a confermat lis carateristichis
za osservadis prime.

Intes Figuris 3-6 (Tabele VII) a
son ilustradis lis struturis di sporula-
zion di culturis pseudoverticiladis,
dula che si vidt cun clarece che che-
stis formazions no puedin jessi
confondudis cun verticii vérs.

Su la fonde di chestis osservazions
une altre specie (Streptomyces caespi-
tosus) e pues jessi escludude dal gje-
nar Streptoverticillium. Cun di fat la
culture (Tabele VII, Figure 5) e evi-
denzie cjadenis di sporis une vore fis-
sis ma disponudis in maniere iregolar
dilunc di une ife ramificade.

Discussion. La utilitait de microsco-
pie eletroniche a scansion tal studi dai
actinomicéts e jere stade za metude in
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Tabele 6.
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Tabele 7.
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evidence di Williams e Davies (1967).
Cheste tecniche e je particolarmentri
adate aes speciis di Streptoverticil-
lium, par vie de 16r struture tridimen-
sional. Se si ves di dopra un micro-
scopi otic lis 16r dimensions, di fat, a
rindaressin dificile une interpretazion
clare de organizazion des struturis di
sporulazion, tant e plui che chestis
struturis a son une vore fissis te 16r di-
sposizion.

In plui di permeti une osservazion
plui detaiade des carateristichis za de-
finidis de microscopie otiche, la mi-
croscopie eletroniche a scansion nus a
dat la pussibilitat di scuvierzi la esi-
stence di fenomens che se no a sares-
sin restats discognossiits.

La microscopie a trasmission ele-
troniche no je di grande utilitat in
chescj cas. Di fat, il campionament a
contat dal miceli aeri da rar al rive a

evidenzia plui di cualchi ife o frament
di cjadenis di sporis.

In cont di chest, un dai vantags de
microscopie eletroniche a scansion al
¢ di permeti la analisi di une struture
origjinal interie, tant che la microsco-
pie otiche pal studi dai actinomicéts e
je di considera superade (Williams e
Davies 1967). La MES doprade a in-
grandiments diferents di une bande e
da une vision gjeneral de struture dal
miceli e, di ché altre, e analize chel
stes campion a ingrandiments che fin
cumd a vevin di jessi eseguits in ma-
niere separade cun microscopis a tra-
smission eletroniche. Cun di plui, jes-
sint in stat di esamina campions di
grandis dimensions, la MES e permet
di osserva areis diferenziadis. In chest
miit il disvilup dal miceli al pues jessi
seguit pas a pas, tant che dimostrat te
documentazion zontade.

Ringraziaments. I aut6rs a ringraziin il prof. E. Baldacci pe assistence preziose che nus
a sigurat par dut il lavor. Il so continui interes e lis profitevulis discussions a son stats un

jutori une vore preseat.

Legenda des fotografiis

Tabele I — Struturis di sporulazion intes speciis di Streptoverticillium. Aspiet gjeneral e parti-
colar dai verticii (Figuris 1-3), des ombrenis (Figure 4), di verticii cun diramazions curtis (Fi-

gure 5) e di biverticii vérs (Figure 6).

1) Streptoverticillium griseoverticillatum, IPV 1976, su agar Czapek (AC), etat: 4 dis.
2) Stv. mobaraense, IPV 2058, su agar amit (AA), etat: 5 dis.
3 e 6) Stv. kentuckense, IPV 1780, su agar patate (AP), etat: 4 dis.

4) Stv. baldaccii, TPV 1339, su AP, etat: 15 dis.
5) Stv. netropsis, IPV 1720, su AC, etat: 4 dis.

Tabele IT — Gjerminazion des sporis (Figuris 1-4), miceli primari e secondari (Figure 5) e stre-
cis di ifis di miceli secondari (Figuris 6-7).

1-4) Stv. baldaccii, TPV 1339, su AP, etat: 30 oris.

5) Stv. kentuckense, IPV 1780, su AP, etat: 4 dis.

6-7) Stv. baldaccii, TPV 1339, su AP, etat: 2 dis.

45



R. Locci, B. Petrolini Baldan

Tabele IIT — Struturis similars a un coremi (Figuris 1-2) e inizi de formazion dal verticil (Fi-
guris 3-9).

1-2) Stv. baldaccii, TPV 1339, su AP, etat: 30 oris.

3,6¢e9) Stv. salmonis, IPV 2019, su AA, etat: 3 dis.

4,5 e7) Stv. baldacciz, IPV 1339, su AP, etat: 7 dis.

8) Stv. biverticillatum, IPV 1594, su AA, etat: 3 dis.

Tabele IV — Disvilup dal verticil (Figuris 1-4), torsion des ifis sporifaris (Figuris 4-6) e inizi
de formazion de ombrene (Figuris 5-6).

1 e 4) Stv. cinnamoneum, IPV 2013, su AA, etat: 3 dis.

2-3) Stv. baldacciz, IPV 1339, su AP, etat: 5 e 7 dis rispetivementri.

5) Stv. kentuckense, IPV 1780, su AP, etat: 4 dis.

6) Stv. parvisporogenes, IPV 1972, su AC, etat: 15 dis.

Tabele V — Torsion des ifis sporifaris prin de sporulazion (Figuris 1-6) e formazion des spo-
ris (Figuris 3 e 6).

1,2, 4 e 5) Stv. salmonis, IPV 2019, su AA, etat: 3 dis.

3 e 6) Stv. kentuckense, IPV 1780, su AP, etat: 4 dis.

Tabele VI — Torsion des ifis sporifaris e formazion des sporis in speciis di Streptoverticillium.
Si viodin pleis residuals su la superficie des sporis (Figuris 4-7).

1 e 6) Stv. mobaraense, IPV 2058, su AA, etat: 5 dis.

2) Stv. flavopersicum, IPV 2010, su AA, etat: 12 dis.

3) Stv. netropsis, IPV 1720, su AC, etat: 20 dis.

4) Stv. salmonis, IPV 2019, su AA, etat: 3 dis.

5 e 7) Stv. baldaccii, IPV 1339, su AP, etat: 15 dis.

Tabele VII — Cjadenis di sporis in speciis di Streptoverticillium (Figuris 1-2) e struturis di spo-
rulazion di actinomicéts pseudoverticilats (Figuris 3-6).

1-2) Stv. baldaccii, TPV 1339, su AP, etat: 15 dis.

3-4) Streptomyces mediocidicus, TPV 2031, su AP, etat: 20 dis.

5) Streptomryces caespitosus, IPV 2085, su agar W-8, etat: 3 dis.

6) Actinomyces circulatus, TPV 1540, su AC, etat: 5 dis.
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