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“Nuovi approcci nella caratterizzazione di Phoma, genere fungino di interesse agro-forestale”
Svolto presso il Fungal Biodiversity Centre (Centraalbureau voor Schimmelcultures – CBS), Utrecht, Olanda

26 Maggio 2008 – 21 Giugno 2008
Nell’ambito del programma “short-term mobility 2008”, si è ritenuto opportuno affrontare alcune problematiche nel campo della tassonomia dei miceti fitopatogeni con approcci biomolecolari.

In questo ambito, di particolare interesse quale modello di riferimento, gli studi sono stati focalizzati sul genere Phoma. Questo micete, di ampia diffusione in tutti gli ambienti, causa frequenti danni agli organi epigei delle più disparate specie vegetali, tanto che oggi si contano più di 200 specie ospiti. P. exigua è in grado di colonizzare il materiale vegetale in via di deterioramento, tanto da essere considerato anche come fungo debole parassita o secondario. Ad oggi, molte delle specie di Phoma, fitopatogene e responsabili di ingenti danni economici alle colture, sono riconducibili a P. exigua, a causa dell’estrema similitudine dei caratteri morfologici in coltura. A complicare ciò, a P. exigua afferiscono almeno 9 varietà principalmente differenziate da minimi dettagli morfologici e da certi livelli di associazione alla pianta ospite. La tabella seguente riporta un sommario dei taxa attualmente appartenenti a questa complessa specie fungina.

[image: image2.png][species _ [variety [ Main associated host

Phoma exigua exigua amnipresert
diversispora | Cowbean (Vigna unguisuiata)
forsythiae Forsithia
heteromorpha | Oleander (Nerium ofeancier)
Hiacis Lilac (Syningae vuigarnis)

linisola Flax (Linum usitatissimurm)
noackiana Bean (Phaseolus vuigaris)

populi Poplar (Popuis spp.)
viburni viburnum spp

Phoma foveata Potato (Solanum tuberosum)

Phoma lyeopersiol Tomato (Lyeopersiocn escuientum)

Phoma sambucknigrae.





Relativamente all’approccio biomolecolare, il classico metodo MLST (Multilocus single typing), utilizzato per l’identificazione di loci multipli, e che si basa sulla caratterizzazione di frammenti interni di geni codificanti, non sempre è esaustivo. In poche parole, tramite un classico approccio di PCR e successivo sequenziamento dei frammenti di DNA generati, non si è sempre in grado di fornire indicazioni dettagliate sulla netta separazione a livello di subspecie o di varietà all’interno di P. exigua. Nuove tecniche scarsamente impiegate nella tassonomia dei funghi fitopatogeni, possono essere applicate  per risolvere il dilemma.
In questo contesto, le ricerche condotte precedentemente nel periodo settembre – ottobre 2007 in collaborazione con il gruppo di ricercatori del CBS (Fungal Biodiversity Centre - Centraalbureau voor Schimmelcultures) hanno permesso di sviluppare una tecnica DAF impiegando primer mini-harpin. Le bande uniche di ogni singolo taxon esaminato sono state identificate, clonate e sequenziate fino alla costruzione di specifici primer varietà-specie che hanno portato alla separazione dei taxa all’interno della specie P. exigua. I risultati verranno illustrati in un poster che verrà presentato al prossimo convegno ICPP (International Congress of Plant Pathology, Torino 24-29 Agosto 2008) dal titolo:
“Distinguishing varieties within the Phoma exigua complex using DAF-based DNA barcodes”.  Maikel M. Aveskamp, Elena Turco,  J. (Hans) de Gruyter,  Johannes Z. Groenewald, Pedro W. Crous.
Nel corso del soggiorno di studio compreso tra il 26 Maggio e il 21 Giugno 2008, presso il gruppo di Evolutionary Phytopathology del Fungal Biodiversity Centre (Centraalbureau voor Schimmelcultures - CBS), sono state avviate nuove tematiche di ricerca all’interno del progetto “Phoma DNA barcoding”.  Sono stati analizzate le porzioni geniche per ITS, beta-tubulina e actina di 22 isolati sia di Phoma pinodella che di Ascochyta (ex Mycosphaerella) pinodes. Dopo l’estrazione del DNA con metodo CTAB modificato e messa a punto del protocollo per la tecnica PCR, le sequenze sono state analizzate ed allineate usando i programmi Mega, Megalign e Clustal X.  Tutte le 22 sequenze per la regione ITS sono risultate identiche fra di loro e con un’omologia al 100% con quanto presente in Genebank per gli stessi generi fungini.  Per la regione beta-tubulina, le sequenze ottenute presentano, in confronto con quanto riportato in GeneBank, un’omologia al 98% con gli isolati di P. pinodella e al 94% con quelli di A. pinodes.

Risultati ben diversi sono stati ottenuti per i frammenti relativi al gene actina: nessuno di essi corrisponde con l’unica sequenza di P. pinodella depositata in Genebank. Vista la certezza nell’identificazione degli isolati utilizzati in tale ricerca (grazie all’osservazione microscopica di conidi e picnidi, validata dagli esperti del CBS), si è arrivati alla conclusione che quanto presente in Genebank per tale organismo e per tale regione genica sia errato a causa di una approssimativa identificazione. L’allineamento delle sequenze per i geni beta-tubulina e actina e l’analisi con il programma Phylip indica l’esistenza di due gruppi filogenetici, corrispondenti a quanto ottenuto dall’esame dei caratteri morfologici, al contrario di quanto ottenuto dall’analisi delle sequenze ITS.
Nella prosecuzione delle ricerche, sono stati affrontati studi sui geni mating type, una caratteristica comune a tutti i procarioti che nel loro ciclo vitale presentano un processo di meiosi. Nonostante non si conosca attualmente la forma telomorfa (sessuata) del genere Phoma, è possibile che i geni correlati all’espressione dei mating type, e quindi del tipo sessuale, siano ancora presenti nel genoma del fungo. Tale carattere non è invece distinguibile morfologicamente. L’approccio PCR è stato seguito al fine di  identificare il gruppo mating type di appartenenza. Sono state utilizzate quattro coppie di primer: HMGf-HMGr, HMG1f-HMG1r (alcuni nucleotidi modificati rispetto alla coppia precedente),  MAT1-MAT2, MAT1phoma-MAT2phoma (disegnati per altre specie di Phoma). La caratteristica di questi primer è di amplificare il frammento di DNA target in modo univoco: o solamente il tipo sesuale “+”, o solo il tipo sessuale “-“. Su un totale di 54 isolati esaminati, il gruppo iniziale delle 22 specie di Phoma pinodella e Ascochyta (ex Mycosphaerella) pinodes a cui si sono aggiunti altri 32 isolati di Phoma herbarum e Mycrosphaeropsis olivacea (presenti nella collezione del CBS), solamente il 20% di essi dava esito positivo alla PCR, con una appartenenza al tipo sessuale 2. Ciò ha portato a due conclusioni:

1) al momento, con l’ausilio delle sopraccitate coppie di primer, non è possibile distinguere in modo netto ed univoco le specie in funzione dei mating type;

2) effettivamente, 11 isolati sui 54 analizzati, appartengono al gruppo sessuale 2, ma restano da definire gli altri.
Per confermare una delle due ipotesi, si è proceduto al passo successivo, ovvero di sequenziare il frammento mating type prodotto dalla PCR, e di disegnare una o più coppie di primer mating type-specifico.
Durante la permanenza presso il CBS, è stata completata la preparazione del poster per il sopraccitato congresso ICPP.
È stata anche ultimata la stesura del manoscritto “Distinguishing varieties within the Phoma exigua complex using Actin nucleotide sequences and DAF-based DNA barcodes” (autori Maikel M. Aveskamp, Joyce H.C. Woudenberg, J. (Hans) de Gruyter, Elena Turco, Johannes Z. Groenewald, and Pedro W. Crous), di prossima presentazione ad una rivista internazionale del settore.

Durante il periodo di soggiorno, sono state seguiti i seminari interni e partecipato alle riunioni di lavoro.
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