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Zusammen/assung 

E s  wi rd  fes tgeste l l t ,  dass  in  j u n g e n  E r b s e n k e i m l i n g e n ,  
die i h r e r  /%otyledonen b e r a u b t  w u r d e n ,  e in ige  freie 
A m i n o s / i u r e n  fehlen.  W e n n  solche  K e i m l i n g e  m i t  Py r i -  
d o x i n l S s u n g  i n f i l t r i e r t  we rden ,  i s t  j e d o c h  u n t e r  i h r e n  
f re ien  Aminos~turen  a u c h  die  s o n s t  f eh t ende  G l u t a m i n -  
s~iure n a c h w e i s b a r .  

Util ization of iron from Ethylenediamine Tetra-  
acetic Acid-Iron Chelate Complex  in Culture 

Medium by Fusar ium 

T h e  n e e d  for  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  a rose  whi l e  t h e  w r i t e r s  
we re  e n g a g e d  w i t h  t h e  p r o b l e m  of t h e  role  of m i c r o -  
n u t r i e n t s  in  fungi ,  e spec ia l ly  in  t h e  r e d u c t i o n  of n i t r a t e s  
a n d  s u l p h a t e s  b y  lZusarium lycopersici Sacc.  ( s t r a in  E T H  
5414, k i n d l y  s u p p l i e d  to  us  b y  Dr .  H.  KERN of t h e  Swiss  
F e d e r a l  I n s t i t u t e  of Tec hno l ogy ,  Zur ich) .  W h e n  i ron  as  
FeC13'6 H 2 0  was  a d d e d  to  t h e  pu r i f i ed  R i c h a r d ' s  m e d i u m ,  
i t  i n v a r i a b l y  led t o  t h e  p r e c i p i t a t i o n  of t h e  i n so lub l e  
ferr ic  p h o s p h a t e  e v e n  a t  p H  4.0. T h e  o n l y  p o s s i b i l i t y  
t h a t  s u g g e s t e d  i t se l f  was  t h e  use  of some  c h e l a t i n g  a g e n t  
in  t h e  a r t i f i c ia l  c u l t u r e  m e d i u m  to  c h e c k  t h e  f o r m a t i o n  
of t h e  p r e c i p i t a t e .  S o m e  w or ke r s  o n  m i c r o b i a l  n u t r i t i o n  1 
h a v e  u sed  h y d r o x y c a r b o x y l i c  ac ids  as t h e  c h e l a t i n g  
agen t s ,  b u t  t h i s  p r o c e d u r e  h a s  b e e n  c r i t i c ized  2 o n  t h e  
g r o u n d  t h a t  s u c h  ac ids  a re  r e g u l a r  p a r t i c i p a n t s  in  t h e  
f u n g a l  m e t a b o l i s m .  SCHATZ a n d  HUTNER 2 h a v e  r e c o m -  
m e n d e d  t h e  use  of e t h y l e n e d i a m i n e  t e t r a a c e t i c  ac id  
( E D T A )  in  t h i s  c o n n e c t i o n .  E D T A  f o r m s  so lub le  c h e l a t e  
c o m p l e x e s  w i t h  m a n y  m e t a l l i c  ions,  e.g., Fe++, Ca++ a n d  
Mg ++ etc.  a. W h i l e  E D T A  h a s  f o u n d  e x c e l l e n t  u sage  as  a 
c h e l a t i n g  a g e n t  for  n u t r i t i o n a l  w o r k  w i t h  h i g h e r  p l a n t s ,  
a lgae  4 etc. ,  a n d  s eems  t o  b e  b io log i ca l l y  i n e r t  for  t h e m ,  
no  i r r e v o c a b l e  p r o o f  of i t s  i n e r t n e s s  is a v a i l a b l e  as  re-  
g a r d s  t h e  fungi .  R~ISCHER s h a s  used  E D T A  as a c h e l a t -  
ing a g e n t  in  h i s  w o r k  o n  t h e  i n o r g a n i c  n u t r i t i o n  of Sa-  
p r o l e g n i a c e a e  w i t h o u t  a n y  a d v e r s e  effects.  FRIes  6, how-  
ever ,  f inds  E D T A  t o x i c  for  some  species  of Coprinus in  
a r t i f ic ia l  cu l tu re ,  spec ia l ly  in  p H  r a n g e s  be low 7. Be fo re  
u s ing  t h e  c h e l a t i n g  agen t ,  t he re fo re ,  i t s  e f fec t  o n  t h e  
g r o w t h  of Fusarium h a d  to  b e  a s c e r t a i n e d .  

Fusarium lycopersici was g r o w n  in R i c h a r d ' s  m e d i u m  
in  2 series of E r l e m n e y e r  f lasks  of 150 m l  c a p a c i t y .  E a c h  
f lask  c o n t a i n e d  a t o t a l  of 20 ml  of t h e  n u t r i e n t  so lu t ion .  
I n  one  series  of f lasks  5 m g  of i ron  p e r  1 as  i r o n - E D T A  
c o m p l e x  was  a d d e d . ( f o r  p r e p a r a t i o n  see ARNON et al. 4) 
a n d  in  t h e  o t h e r  ser ies  a n  e q u i v a l e n t  a m o u n t  of i ron  as 
Fe,(SO4)a-7 H , O  was  inc luded .  A p a r t  f r o m  i ron,  al l  t h e  
f lasks  r ece ived  a n  o p t i m a l  q u a n t i t y  of a m i c r o n u t r i e n t  
so lu t i on  7. Glass  (Py rex )  r ed i s t i l l ed  w a t e r  was  used  in  
m a k i n g  s o l u t i o n s  a n d  t h e  l a t t e r  were  a d j u s t e d  t o  a p H  
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of 4.0 before  a u t o c l a v i n g .  T h e  f lasks  r ece ived  a un i fo rm 
a m o u n t  of con id i a l  s u s p e n s i o n  ra i sed  in  r ice  cu l tu re s  s. 
T h e y  were  i n c u b a t e d  in  t h e  d a r k  a t  25°C. A f t e r  every  
second  d a y  of g rowth ,  r e p l i c a t e  f lasks  f r o m  each  series 
were  t a k e n ,  ac id i f ied  w i t h  re.disti l led HC1 to  a p H  of 2.0 
( to d i s so lve  a n y  p r e c i p i t a t e d  i ron  p h o s p h a t e )  a n d  f i l tered 
t h r o u g h  a we ighed  W h a t m a n  f i l t e r  no.  40. T h e  m y c e l i u m  
was  w a s h e d  w i t h  50 ml  of ac i f id ied  r ed i s t i l l ed  w a t e r  a n d  
t h e  f i l te r  p a p e r  a l o n g  w i t h  t h e  m y c e l i u m  was  d r i ed  over-  
n i g h t  a t  60°C a n d  f ina l ly  a t  a b o u t  105°C for  a f u r t h e r  
p e r i o d  of  3 h.  T h e s e  were  t h e n  we ighed  in  a ba lance .  
T o t a l  i r on  in  t h e  m y c e l i u m  was  d e t e r m i n e d  b y  us ing  
t h e  e : e ' - d i p y r i d y l  r e a g e n t  9. A we ighed  q u a n t i t y  of the  
m y c e l i u m  was  a s h e d  i n  a c ruc ib l e  u s i n g  a d r o p  of i ron-  
f ree  H N O  3 t o w a r d s  t h e  end.  T h e  r e s idue  was  e x t r a c t e d  
w i t h  N • HC1 so lu t i on  a n d  i ron  d e t e r m i n e d  in  t h i s  us ing 
a 10% so lu t i on  of  s o d i u m  s u l p h i t e  to  r e d u c e  t h e  F e  +++ 
t o  Fe++ form.  T h e  p i n k  co lour  was  r e a d  off  in  a Spekker  
p h o t o e l e c t r i c  c o l o r i m e t e r  w i t h  t h e  he lp  of a g r een  fi l ter  
( m a x i m a l  a b s o r p t i o n  n e a r  520 /~m) a n d  t h e  a m o u n t  of 
i ron  e s t i m a t e d  w i t h  t h e  he lp  of a s t a n d a r d  curve .  

Total dry weight/ /~g Fe/mg mycelium 
ml medium dry weight 

Days 

3 
5 
7 
9 

11 

without with EDTA EDTA 

mg mg 
3"5 3-3 
5-O 3"5 
7.O 7.O 
8.0 7"3 
9-1 9"0 

without with EDTA 
EDTA 

0-046 0-036 
0"027 0-030 
0.030 0-034 
0"042 0-039 

T h e  T a b l e  a b o v e  s u m m a r i z e s  t h e  r e su l t s  of  ou r  in- 
v e s t i g a t i o n .  I t  will  b e  no t i c ed  t h a t  c u l t u r e s  w i t h  E D T A  
s h o w  a c o n s i s t e n t l y  b e t t e r  g r o w t h  t h a n  t h o s e  w i t h o u t  
t h e  c h e l a t i n g  a g e n t .  T h e  t o t a l  a m o u n t  of i r o n  in  the  
m y c e l i u m ,  howeve r ,  is n e a r l y  t h e  s a m e  in  b o t h  t h e  series 
a n d  w i t h i n  t h e  r a n g e  of e x p e r i m e n t a l  error .  I t  is  clear 
t h a t  E D T A  in  t h e  a m o u n t s  u s e d  he re  is n o t  a t  al l  toxic  
to  t h e  fungus ,  a n d  in  f ac t  i t  s u p p o r t s  s l i gh t l y  b e t t e r  
g r o w t h  of t h e  o r g a n i s m ,  p e r h a p s  b e c a u s e  E D T A  does 
n o t  a l low t h e  i ron  ions  to  p r e c i p i t a t e  as t h e  in so lub le  iron 
p h o s p h a t e ,  a n d  t h u s  m a i n t a i n s  a c o n s t a n t  s u p p l y  of the  
m i c r o n u t r i e n t s  in  t h e  m e d i u m  in  a so lub le  fo rm.  

W h e n  Fusarium lycopersici is g rowing  on  n i t r a t e  as the  
sole source  of n i t r o g e n  in  t h e  m e d i u m ,  t h e  p H  of t he  cul- 
t u r e  s o l u t i o n  r ises  as t h e  n i t r a t e  ions  a re  a s s imi l a t ed  1°. 
W h e n  m a x i m u m  g r o w t h  ha s  t a k e n  p lace  on  t h e  R i c h a r d ' s  
m e d i u m ,  t h e  p H  reaches  a b o u t  7.0. E D T A  is undissoc ia t -  
ed  or  p a r t l y  d i s soc i a t ed  a t  p H  v a l u e s  be low 7 a n d  the  
c a u s e  of i t s  t o x i c i t y  h a s  b e e n  c o r r e l a t e d  6 to  t h e  undis- 
s o c i a t e d  E D T A  in  t h e  m e d i u m  used  for  c u l t u r i n g  cer ta in  
Coprimts species.  I n  t h e  o r g a n i s m  w h i c h  we h a v e  used 
for  e x p e r i m e n t a t i o n ,  h o w e v e r ,  s u c h  t o x i c i t y  is n o t  noted  
a t  p H  v a l u e s  b e t w e e n  4.0 a n d  7-0. I t  is q u i t e  possible 
t h a t  d i f f e r e n t  fung i  b e h a v e  d i f f e r e n t l y  w i t h  r e g a r d  to 
t h e  p r e s e n c e  of E D T A .  T h i s  is b e i n g  f u r t h e r  i nves t i ga t ed  
in o u r  l a b o r a t o r i e s .  
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Zusammen/assung 

I n  de r  ftir K u l t u r e n  y o n  Fusarium lycopersici v e r w e n -  
d e t e n  R i c h a r d - N ~ i h r l 6 s u n g  k a n n  die B i l d u n g  v o n  u n -  
lb s l i chem E i s e n p h o s p h a t  d u r c h  ~ _ t h y l e n d i a m i n t e t r a -  
ess igs~ure  ( E D T A ,  K o m p l e x o n  I I I )  v e r h i n d e r t  w e r den .  
D a s  M y z e l w a c h s t u m  des  P i tzes  i s t  be i  Z u g a b e  des  K o m -  
p l e x b i l d n e r s  ehe r  besse r ;  de r  E i s e n g e h a l t  des  Myzels  
b l e i b t  ungef f ih r  gleich.  I m  U n t c r s c h i e d  zu V e r s u c h e n  
m i t  a n d e r n  P i l zen  w i r k t  a lso  K o m p l e x o n  I I I  h i e r  n i c h t  
tox i sch .  

S u l l o  s v i l u p p o  d e l l e  u o v a  d i  

Phalhzsla mamillata in cond iz ion i  d i  a n a e r o b i o s i  

Nel le  u o v a  di  Asc id ie  b s t a i n  d e s c r i t t a  u n a  p recoce  e 
r i s t r e t t a  s eg regaz ione  de t l ' i ndo feno los s ida s i  (RIEs 1, RE-  
VERBERI e PITOTTI2). L ' e n z i m a ,  messo  in  e v i d e n z a  con  l a  
Nad i - r eaz ione ,  v i ene  s e g r e g a t o  d o p o  la f e c o n d a z i o n e  in 
c o r r i s p o n d e n z a  de l la  s e m i l u n a  gia l la  d i  Conk l i n  e v a  a d  
a c c u m u l a r s i  n e l l ' u l t e r i o r e  s v i l u p p o  e s c l u s i v a m e n t e  nei  
b l a s t o m e r i  de l la  l inen  musco la re .  L ' e n z i m a ,  l ega to  ai  
m i t o c o n d r i  (REVERBERI 3) v i e n e  i n a t t i v a t o  da l l ' a z ide  so- 
dico ed ~ p e r t a n t o  da  i d e n t i f i c a r s i  con  la c i toc romoss i -  
das i  (REVERBERII). II  f a t t o ,  p i u t t o s t o  eccez iona le  di 
q u e s t a  s eg regaz ione  e n z i m a t i c a  e m i t o c o n d r i a l e  p recoce  
ne i  m i o b l a s t i  s o t t o p o n e v a  a l I ' a t t e n z i o n e  il p r o b l e m a  del 
suo  e v e n t u a l e  s ign i f i ca to ;  l ' a r g o m e n t o  6 s t a t o  di r e c e n t e  
a f f r o n t a t o  d a  REVERBERI 4 n e l l ' u o v o  di  Phallusia mamil- 
lata con  l ' a z ide  sodico,  i n i b i t o r e  specif ieo de l la  c i toc ro -  
moss idas i ,  t da f t  di  q u e s t e  e spe r i enze  r e n d o n o  m a n i f e s t e  
a l t e r az ion i  loca l i zza te  u n i c a m e n t e  ne l l a  coda  del le  la rve .  
Po ich6  le a n o m a l i e  v e n i v a n o  r i f e r i t e  c a u s a l m e n t e ,  sin 
pu re  in  m o d o  i n d i r e t t o ,  a l  b locco  de l la  c i t oc r om os s i da s i  

s t a t o  r i t e n u t o  u t i l e  i n d a g a r e  l ' a n d a m e n t o  del lo sv i lup-  
po del le  s tesse  u o v a  di Phallusia in  cond iz ion i  di a n a e r o -  
biosi .  I n  q u e s t e  cond iz ion i  l ' e n z i m a  n o n  v i ene  c h i m i c a -  
m e n t e  a l t e r a t o ,  m a  s e m p l i c e m e n t e  reso  a funz iona t e .  D a  
r i c o r d a r e  6 u n  r e c e n t e  l a v o r o  di  NIEUWKOOP s t h e  s t u d i -  
a n d o  l ' i n f l u e n z a  di  d ive r se  t e n s i o n i  di  O~ sul m e c c a n i s m o  
di az ione  del  LiC1 d u r a n t e  lo s v i l u p p o  di u o v a  di Ascidia 
malaca, osse rva  a n o m a l i e  c a u d a l i  con  bas se  t ens ion i  d i O  2. 

Le espe r i enze  d a  me  e f f e t t u a t e  sono  s t a t e  c o n d o t t e  su 
u o v a  di PhalIusia mamillata. F u r o n o  c o m p i u t i  due  or-  
dini  di e s p e r i m e n t o :  1 ° t r a t t a m e n t o  del le  u o v a  con  di-  
verse  p e r c e n t u a l i  di  O2; 2 ° t r a t t a m e n t o  del le  u o v a  con  
d iverse  p e r c e n t u a l i  di  O,  e c o n t e m p o r a n e a m e n t e  con  
azide  sodico.  

1 ° Le  u o v a  al lo  s t a d i o  di 8,32 b l a s t o m e r i  e di  b l a s t u l a  
v e n i v a n o  pos t e  in  pieeole  b e u t e  c o n t e n e n t i  a c q u a  di m a r e  
in cui  si  f a e e v a n o  gorgog l ia re  misce le  gassose  di a z o t o  

p u r i f i c a t o  e 02  p e r  ca. 3' d e t e r m i n a n d o s i  cosl ne l l a  b e u t a  
u n ' a t m o s f e r a  s t a b i l e  ne l la  q u a l e  v e n i v a  f a t t o  c o m p i e r e  
lo sv i luppo ,  Sono  s t a t e  p rese  in  c o n s i d e r a z i o n e  sola-  
m e n t e  que l le  e spe r i enze  i cui  con t ro l l i  d e t t e r o  a l m e n o  il 
9 0 %  di  l a r v e  p e r f e t t a m e n t e  normal i .  Le  misee le  gassose  
e r a n o  f o r m a t e  d a  20 p a r t i  di  a r i a  e 80 p a r t i  d i  a z o t o ;  
50 p a r t i  di  a r i a  e 50 p a t t i  di  azo to ;  80 p a r t i  di  a r i a  e 20 
p a r t i  di  azo to .  A l c u n e  p r o v e  sono s t a t e  e f f e t t u a t e  s a t u -  
r a n d o  le b e u t e  con  a z o t o  puro .  Dopo  ogni  e s p e r i e n z a  si 
e f f e t t u a v a  su l le  u o v a  e nel lo  s tesso  a m b i e n t e  in  cui  e ra  
s t a t o  f a t t o  c o m p i e r e  lo s v i l u p p o  la  reaz ione  di Nad i .  I 
r i s u l t a t i  m o s t r a n o  che  in  a t m o s f e r a  di a zo to  p u r o  lo 
s v i l u p p o  si  a r r e s t a .  I n  a t m o s f c r e  i nvece  c o s t i t u i t e  ne l le  
p r o p o r z i o n i  di  a r i a  e di  a z o t o  s u d d e s e r i t t e  lo s v i l u p p o  
e m b r i o n a l e  ~ poss ib i l e  e, a t e r m i n e ,  si  o t t c n g o n o  del le  
l a r v e  c o n  a n o m a l i e  c a r a t t e r i s t i c h e  solo a enrico de l l a  
c o d a  che  si p r e s e n t a  grossa ,  d i s t o r t a  ed i n e a p a c e  a p r o v -  
v e d e r e  a i  n o r m a l i  m o v i m e n t i  d i  t r a s l a z i o n e  de l la  l a rva .  
Le  a n o m a l i e  sono  t a n t o  pifl a c c e n t u a t e  q u a n t o  pifl le 
misce le  gassose  c o n t e n g o n o  magg io r i  p e r c e n t u a l i  di 
a zo to  ( f igure  2, 3, 4). Le  s tesse  l a r v e  p r e s e n t a n o  invece  
u n  t r o n c o  in  cui  le s t r u t t u r e  sono  n o r m a l i :  si n o t a  un  
o t t i m o  d i f f e r e n z i a m e n t o  dei  t r e  palpi ,  la p r e s e n z a  del la  
vesc ico la  c e r e b r a l e  e dei  due  o rgan i  sensor i a l i  p i g m e n -  
t a t i .  L a  r e a z i o n e  di N a d i  e f f e t t u a t a  negl i  e m b r i o n i  f a t t i  
s v i l u p p a r e  ne l le  s u d d e s c r i t t e  c o n d i z i o n i  & r i s u l t a t a  
s e m p r e  pos i t i va .  

2 ° U n  s e c o n d o  t i p o  di  e spe r i enze  c o n s i s t e t t e  ne!  t r a t -  
t a r e  le u o v a  c o n t e m p o r a n e a m e n t e  con  az ide  sod ico  e 
a n a e r o b i o s i  parz ia le .  F u  u s a t a  u n a  so luz ione  d i  NaN3 
M / 1 0 0 0  ed u n a  misce la  gassosa  di 80 p a t t i  di  a r i a  e 20 
p a r t i  di  azoto .  I n  t a l i  cond iz ion i  le a n o m a l i e  mor fo log i che  
de l la  coda  ( f igura  6) sono  pifl e v i d e n t i  che  col s empl i ce  
t r a t t a m e n t o  con  az ide  M / 1 0 0 0  ( f igura  5) o col sempl ice  
t r a t t a m e n t o  con  a n a e r o b i o s i  ( f igura  2). 

I r i s u l t a t i  o t t e n u t i  p o r t a n o  u n  c o n t r i b u t o  a f f e r m a t i v o  
a l l ' i po te s i  c o n c e r n e n t e  l ' a z i o n e  e s p l i c a t a  da l l a  c i t oe ro -  
moss ida s i  nei  p rocess i  m o r f o g e n e t i c i  dei  m i o b l a s t i  de l l a  
l a r v a .  I n f a t t i  ne l te  c o n d i z i o n i  s p e r i m e n t a t i  de sc r i t t e ,  si 
n o t a n o  ne l le  l a rve  a l t e r a z i o n i  loca l i zza te  u n i c a m e n t e  
ne l la  coda ,  s imi l i  a que l le  d e t e r m i n a t e  con  il t r a t t a -  
m e n t o  con  az ide  sodico.  I n  q u e s t o  caso  la  c i t oc romoss i -  
das i  r i su l tb  r e a l m e n t e  b l o c c a t a  poich~ la r eaz ione  N a d i  
fu n e g a t i v a ,  nel  caso, invece ,  del  t r a t t a m e n t o  in a n a e -  
robiosi ,  la  N a d i  r i su l t6  s e m p r e  pos i t i va .  Q u e s t o  d a t o  
n o n  ~ in c o n t r a d d i z i o n e  con  i r i s u l t a t i  o t t e n u t i ;  p u b  im- 
mag ina r s i ,  i n f a t t i ,  u n a  c i t o c r o m o s s i d a s i  n o n  f u n z i o n a n t e  
a n c h e  s enza  che  in essa  si s ia  v e r i f i c a t o  a l c u n  blocco.  
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Summary 

T h e  d e v e l o p m e n t  of Phallusia mamillata in  a n a e r o b i c  
c o n d i t i o n s  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t  of t h e s e  s tud ies .  T h e  
a n o m a l i e s  o f  t h e  l a r v a e  a re  c a u s e d  b y  t h e  m u s c u l a r  

1 E. RIEs, Pubbl. Staz. zool. Napoli 16, 363 (1937). 
2 G. REVERBERI e M. PITOTTI, Comment. pontif. Aead. Sei. 3, 

469 [1939). 
a G. REVERBERI, Exper. lZ, 55 (1956). 
4 G. REV~RBERI, Pubbl. Staz. zool. Napoli 29 (1956), (in stampa). 
5 p. D. Ni~vwxooP, Pubbl. staz. zool. Napoli 24, 191 (1953). 
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