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A szdjan el6forduld néhany Phoma faj észteraz izoenzim
mintazatainak dsszehasonlito vizsgalata

Kdvics Gyorgy” - Gruyter, Johannes de

A sz6jan el6forduld, szimptomatolégiai hasonlosaguk  miatt
egymastol alig megkulonboztethets Ascochyta és Phoma fajok
taxonémidja terén meglehetGsen nagy a bizonytalansadg. Néhany faj
lefrasa kapcsan nem lelhet6 fel a tipus tanulmanyozésat és taxonomirai
helyzetének tisztazasat lehet6vé tevé herbariumi (nem é16) vizsgalati
anyag, masoknal a névhasznalat nem felel meg.az International Code
of Botanical Nomenclature (1988) eléirasainak /pl. Ascochyta glycine
MIURA, (34), Ascochyta sojae MIURA, (35)/.

Az Ascochyta sojicolat el6szor ABRAMOV (1) irta le sz6jarol
(Ascochyta sojaecola néven) a Szovjetunié Tavol-Keleti régiojabol.
Abramovval egyid6ben LOUKYANOVITS et al. (28) beszamoltak egy
Ascochyta fajrol Nyugat-Szibériabol, amely feltehetéleg azonos volt az
Ascochyta sojicola - val. FRANDSEN (16) Eurépaban elészor 1953-ban
taldlta meg az A. sojaecola -t Nyugat-Németorszagban és elhelyezte
annak é16 allapotban meg6rzétt izolatumat a CBS Collection Baarn,
Hollandia (CBS 113.53) gydjteményben. Az A. sojaecola elGfordulasat
Japanbol (15, 22, 27), Belga Kongébél (21), a korabbi Csehszlovakiabol
(45, 46, 49), Jugoszlaviabol (47) és NDK-bél (25), Magyarorszagrol
(63,64), Romaniabal (54) valamint Lengyelorszagbél (29, 30, 31, 51,
52) jelezték. A "The Index of Fungi" (62) a gombat mint "A. sojicola
Abramoff' homonym-ot idézi Petrak’s Lists, Suppl. 20 -t alapul véve.
Az érvényes névképzési szabalyok szerinti korrekcié ellenére az "A.
sojaecold' forma a szakirodalomban ma még altalanosan ‘hasznilatos.

Frandsen megfigyelését (16) megel6z6en és azt kévetSen is
szamos, pontosan nem identifikalt Ascochyta spp.-t taléltak a szo;an
(10, 11,14, 17, 20, 26, 33, 59).

Az Ascochyta phaseolorum Saccardo-t a széjan tobb orszagban
megfigyelték (22, 55, 56, 57, 64, 65), az Egyesiilt Allamokban el&szér
1929-ben SPRAGUE (60) talalta meg a Phaseolus lunatus - on. Kés6bb

" A munka a szerzé EU COST osztoéndij timogatasaval készilt 1994-ben
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CROSSAN (12, 13) kimutatta, hogy azok az izolatumok, melyek a
babrél szarmaztak, morfolégiailag, fiziolégiailag és patologiailag
hasonl6ak azokhoz az izolatumokhez, melyeket egyéb novényekrél,
pl. sz6jarol, tehénborsordl, gomb6rol (Hibiscus esculentus), gyapotrél,
mélyvar6zsar6l, dohanyrél, paradicsomrél és  tojasgyiimélcsrél
izolaltak. ALCORN (2) Ausztralidbol beszamolt arr6l, hogy az
Ascochyta phaseolorum széles gazdanévény-kérben karosit: 14 csalad
48 novényfajan, tovabba 12 faj mesterséges inokulaci6 soran bizonyult
fogékonynak. 1972 6ta, amikor BOEREMA (4) kézolte, hogy az
Ascochyta phaseolorum Sacc. a Phoma exigua Desm. szinonimjanak
tekintends, . széleskord  kutatds kezdédétt a  Phoma  fajok
taxonémiajanak kutatésa terén.

NAUMOVA és USPENSKAYA (42) osszegezték az Ascochyta
soficola (“A. sojaecola”) nevezéktaninak torténetét, ramutatva arra,
hogy a patologusok és taxonémusok véleménye meglehetGsen
megosztott. Néhany szerz§ az Ascochyta sojicola Abramov-ot 6nall6
fajnak tekinti (1, 8, 16, 27, 41, 42, 43, 46), mig masok Ggy gondoljak,
hogy ez a faj az Ascochyta phaseolorum Saccardo (= Phoma exigua
Desm. var. exjgua) szinonimja (30, 31, 32, 40, 50, 67) anélkiil, hogy a
tipusanyagot tanulményoztik volna. MARCINKOWSKA (30) 33
izolatumot vizsgalt meg, melyek olyan beteg sz6jalevelekrél, szarakrél,
gyokérnyakrol és magvakrél szarmaztak, melyeket Lengyelorszig
kiilonb6z6 pontjain termesztettek és agy talalta, hogy a gomba nem a
sz6ja specializalt karositoja, hanem egy soktapnévényd, gyengiiltségi
vagy sebparazita, amely sokféle novényt képes megtamadni és ez
azonos volt a Phoma exigua var. exjgua-val. A Joanna Marcinkowska
gy(ijtotte - és szivességbdl atadott - sz6ja leveleirgl mi is az altala
identifikalt Phoma exigua var. exiguat izolaltuk, ami természetesen
nem erdsiti meg az 6 induktiv konklaziéjat a két faj azonossagéra
vonatkozdan.

Ujabb, részletes taxonémiai vizsgalatok kimutattak, hogy az
Ascochyta sojicola a Phoma genusba tartozik (= Phoma sojicola) és a
sz6jan a Phoma exigua var. exigua, Phoma pinodella és a Phoma
sojicola egyarant elgfordulhatnak hasonl6, gyakran megkiilonboz-
tethetetlen szant6fsldi tiinetekkel (19).

A Phoma genuson beliili fajok elkiilonitésének eredeti kritériuma a
konidiumtart6 és a konidium morfolégigjan, valamint a karositott
gazdanovény egyiittes leirasan alapult. Néhany esetben a konidium
ontogéniat is figyelembe vették, azonban ezt a tulajdonsagot nehéz
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interpretalni, tovabba gyakran nem konzekvens eredményekhez
vezethet (5, 38, 61). Néhany szerz6 fontosnak tart olyan
jellemvonasokat is, mint a konidium-vélaszfal képzése (6), amely néha
kapcsolatban all a konidium csirazassal (39), ezt azonban faji szinten
nehezen lehet 6sszehasonlitani, mivel a konidiogén sejt kiikonbozé
fejlettségi konidiumokat tartalmazhat. BOEREMA és HOWELER (7)
javasoltak olyan fiziolégiai jellemz6k bevezetését is a Phoma
taxonémidba, mint a masodlagos metabolitok szekrécidja (pl. “E”
metabolit), meghatarozott taptalajon térténd kristalyképzés és a telep-
novekedési jellemzdék, Gjabban pedig szamos olyan fiziologiai és
biokémiai vizsgalatot is elvégeztek, amelyek leginkibb a baktériumok
és élesztégombak taxonémidjaban hasznalatosak (36, 37).

A kozeli rokonsigban |év6, vagy nagyon kicsi morfolégiai
kilonbséget mutato fajok elkiilonitése tapasztalt patolégusok szamara
is problémét jelent. Vizsgalataink soran a széjarél izolalhaté
“Ascochyta” és Phoma fajok identifikdlasinal a hagyomanyos
mikroszkopi, morfologiai, fiziologiai modszerek mellett felhasznéltuk
az izoenzim analizist is, amely egy hatékony kiegészit6 biokémiai
technika a fajok identifikalasaban (9, 48). A gomba izoenzim
vizsgalatokban a legelterjedtebben alkalmazott médszer az (< és/vagy
B)-észteraz izoenzimek meghatarozasa.

Anyag és modszer

Izolacio:

A Phoma fajok identifikalasara ltalanosan elfogadott morfolégiai
és biokémiai modszert alkalmaztuk (44) és megvizsgaltunk tébb mint

30 piknidiumos gombaizolatumot, melyek a széja névényekrdl és
magvakré| szarmaztak.

Telep morfologia:

5 mm atmérdji micélium korongokat vagtunk ki, melyek az aktiv
novekedésl telepek szélébgl szarmaztak, rahelyeztuk egy-egy Petri
csésze kiillonb6z6 taptalajokat tartalmazoé feluletére. A tapatalajok:
zabliszt agar (oatmeal agar, OA: 20 g zabpehely 0,5 | csapvizben
megfézve, atszlrve és 1 I-re csapvizzel kiegészitve, 15 g Oxoid agar
No.3 hozzaadasaval), malata agar (malt agar, MA: 40 g malt extract
Oxoid L 39, 15 g Oxoid agar No.1, 1 | csapvizben) és meggy-extrakt
agar (cherry decoction agar, CA: 300 ml meggy juice 500 g friss
meggybdl| készitve, 1,3 | csapviz, 27,5 g Oxoid agar No.3). Egy hétig
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sotétben, 20 °C-on végzett inkubéci6 utan a telep dtmér6jét megmértik
és a micéliumszévedék (légmicélium és a telep) szinét, valamint a
tenyészet fonaki jellemzdit rogzitettik RAYNER (53) szinskaldjanak
felhasznalasaval. Egyéb morfolégiai jellemzéket is (a telep alakja,
légmicélium jellege, esetleges szektorképzés, jégkristély (“ice-fern”)
képzés) feljegyeztiink. Ezt kévetGen a Petri csészéket a piknidium
képzédését elGsegits 13 6ras NUV (black light fluorescent lamp,
General Electric) megvilagitasa, 11 o6rds sotét periodusG ciklikus
inkubalasnak tettiik ki. Két hét elteltével a telepek jellemzéit ismét
feljegyeztitk és harom hét utan a piknidiumok, konfdiumok és egyéb
struktarak (pl. klamidosporak) morfolégigjat tanulmanyoztuk és
részletes rajzokat készitettiink, valamint mikroszkopi méréseket
végeztiink. A konfdiumok méretét 30 mérés alapjan hataroztuk meg, a
statisztikai értékelés alapjan meghatarozott Q-értékek a konfdiumok
hossz(isag - szélesség aranyat tukrozték.

A poliakrilamid-gél-elektroforézis (PAGE) technika:

Vizsgalatainkban a Pharmacia LKB Biotechnology AB, Sweden
gyartmanyG  PhastSystem  mikro-gél  elektroforézis  rendszerét

alkalmaztuk a gomba o-észteraz izoenzim analizisben ARULAPPAN (3)
médszere szerint.

A micélium el6illitisa és kinyerése:

100 ml Subouraud-féle folyékony taptalajt tsltéttiink 200 ml -es
Erlenmeyer lombikokba, majd sterilizaltuk. A szilard taptalajon (MA
vagy CA) nétt 3 - 4 napos tiszta tenyészetekr6! légmicélium darabkakat
vittiink at a lombikokba. A lombikokat 25 °C hémérsékleten, sotétben,
vizfiird6s razégépen (80 - 120 rpm) 5 - 7 napig inkubaltuk. Hosszabb
ideig tart6 inkubacié soran mar a vizsgalatot zavar6 piknidium
képzGdésére is szamitani lehet. A tapfolyadék maradvanyait
sziir6papiton keresztiil, vakuum infiltraciéval lombikba gydjtottik. A
szeparalt és megmért micéliumot - 80 °C hémérsékleten- az enzim
extrakciobig taroltuk. ’

Enzim extrakcié az elektroforézishez:

A fagyasztott micéliumot az extrakci6t megel6z6 éjszakara 4 °C
hémérsékletd hdtSszekrénybe helyeztiik, hogy felolvadjon. Az egész
eljaras kontaminaciéval és magasabb hémérséklettel szemben igen
érzékeny, ezért elengedhetetlen, hogy a mintak kezelését klinikai
keszty(iben, daralt jég kozott, elhdtott dorzscsészékkel, dorzsrudakkal,
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spatulakkal stb. végezziik. Finom kvarchomokot és pufferoldatot adtunk
a mintdkhoz és azokat a micélium sejtjeinek roncsoldsa és a
gombaenzimek sejtekbsl valé szabadda tétele érdekében alaposan
szétddrzsoltiik. 10 perces centrifugalas (12 000 rpm) utan a feltlaszot
steril pipetta hegyekkel gydijtottitk ssze.

PhastSystem eljaras és festés:

A teljesen  automatikusan  programozott  PhastSystem
elektroforetikus késziilék (55) kiilonbsz6 izoenzimek meghatarozasara
alkalmas. A mintdk elSkészitése, a felhasznalasra kész mikrogél
(PhastCel gradiant 8-25) valamint a puffer csikok (PhastGel native
buffer strips) gélagyra helyezése, tovabba a mintaatvivé applikatornak a
tartojaba torténd felhelyezése utén az elektroforézis elkezdhets (55). A
fehérjék  nagysaguknak é&s  toltésmennyiségiiknek megfelelSen
kilénvélnak a gradiens zéniban. A festés és a szubsziratum
hozzdadasa kézvetleniil az elektroforézis befejez6dése utan torténik.
Az EDTA 0,03 %, Fast Blue RR-salt 0,06 % és az elGzetesen 1 ml
acetonban feloldott 0,04 % o-naphthyl-acetate komponenseket 50 ml
100mM foszfat pufferben (pH 7,4) oldottuk fel (24), s ebben mintegy 15
perc idétartamig, 37 °C - on tértént az expozicié. A gél megfestGdése
utdn a savok tovabbi diffazi6janak elkeriilésére a fixal6 oldatban
(ecetsav:glicerol:tridesztillalt viz = 10 : 8 : 82) elvégzett 5 perc
idStartamt  rogzitéssel az eljaras befejezédik. Ezt kovetben a
zymogramot  szobahémérsékleten megszaritottuk  és  diakeretbe
foglaltuk.

Az eredmények értékelése:

A minték izoenzim sivmintazata (bands) kilénbozik azok
genetikai jellemvonésainak megfelelSen. Meghatarozhaték az enzimek
gélben valé mozgasanak relativ értékei (Rf), ahol

' Rf = be/bf

bc = egy adott sav elmozdulasi tavolsaga,

bf = a puffer elmozdulasi tavolsaga (18).

Az adatok ©sszehasonlitasidval meg lehet hatarozni egy-egy
izolatum alapjan - az izolatumok kozotti variabilitas figyelembe
vételével - az adott fajra adaptalhat6 4ltalanos savmintazatot. Az eljaras
megfelel6  nagysigt  adatbazis és  scanner  alkalmazasaval
computerizalhaté.



Eredmények
Sz6j4r6l izolilhaté Phoma fajok identifikaldsa:

Morfolbgiai vizsgilatok:

A Phoma exigua var. exigua, Phoma pinodella és "Ascochyta"
(=Phoma) sojicola kérokozok elSforduldsét tudtuk kimutatni sz6jarél,
melyeket  komplett morfolégiai  analizissel  elemeztiink  és
osszehasonlitottuk a rendelkezésre 4ll6 referencia izolatumokkal.

A Phoma sojicola 6nall6 faj, amely nem azonos a Phoma exigua
var. exigua-val, att6l méar morfolégiai sajatossagai alapjan is jol
elkilonithet6. A Phoma ("Ascochyta®) sojicola CBS 113.53 izolatuma
morfolégiailag kiilonbézik a tébbitl. A morfolégiai jellemz6i részben
hasonlitanak a Phoma pinodella-hoz, de a piknidiumok mérete és a
- csak egysejt konfdiumok gyakran kisebbek, tovabba nem fordul el6
jégkristaly képzés MA téptalajon.

A D/023 izolstum Ascochyta sojicolaként volt korabban
identifikalva a sz6jarol tortént izolalas és a részletesebb morfolégiai,
biokémiai és izoenzim vizsgalatot megel6z6en, majd megéllapftva
azonossagat, atsoroltuk a Phoma pinodella fajba:

A Phoma exigua var. exigua és a Phoma pinodella sz6jan valé
el6fordulasa az elsé megflgyelés Magyarorszagon és még nem keriilt
publikalasra.

Sz6ja magvakrol " harom frissen izol4lt tiszta tenyészetet
készitettink (D/053, D/054, D/056), melyek Phoma sojicola-ként
keriiltek identifikalasra. €zek az izoldtumok képezhetnek kétseitt
konfdiumokat is és ezen izolatumok egyike egy alkalommal jégkristaly
képzést is mutatott.

A Phoma sojicola olyan: faj, amely morfolégiai tekintetben
leginkabb a Phoma pinodellahoz &ll a legkdzelebb, de att6l
karakteresen elkiilonil. A Phoma sojicola végleges meghatérozésara és
taxon6émiai  helyzetének tisztdzasira az eredeti herbériumi
ndévényanyag mintdinak megvizsgalasa, részletes “morfolégiai és
mesterséges inokuléaci6s vizsgalatok elvégzése alapjan kerilhetett sor
(19).

A poliakrilamid-gél-elektroforézis (PAGE) vizsgalat eredményei:
Az «c-észterdz izoenzim °vizsgalatok (melyek 6 sorozatban,
csaknem 50 izolatummal tSrténtek) azt mutatjak, hogy az eljaras az
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Ascochyta és a Phoma fajok és varietasok elkiilonftésére és
jellemzésére megfelel6en alkalmazhaté.

Kilonb6z6 forrasokbol szarmazé6 (talaj, Phaseolus, P/sum, G/ycme)
Phoma pinodella régebbi és Gj izolatumokat, tovabba két liofilizal4ssal
tarolt Phoma ("Ascochyta") sojicola izoldtumot tanulmanyoztunk (ez
utébbiak egyike az N.O. Frandsen-féle eredeti depozit (CBS, Baarn,
Hollandia - CBS 113.53 gydjteményi jellel nyflvantartott) izolatum (7.
tablazab.

A Phoma sajicola és a Phoma pinodella «-észteraz sdvjai:

A Phoma sojicola és a Phoma pinodella izolatumok o-észteraz
izoenzim mintazatai (zymogram) alapjan &sszehasonlité tablazatot
készitettiink az identifikaciés munka el6segitésére (2. tablizad.

A Phoma sojicola izolatumai az Rr 0,60-0,63 tartomanyban nem
'képeztek savot, mig ez a tulajdonsag a Phoma pinodella izolatumok
kézott varisbilis jellemvonas volt. A P. sojicola és a P. pinodella az R
0,75-0,79 tartoményban - a D/023 izolatum kivételével - valamennyi
izolatumnal tartalmaztak o-észteraz izoenzim savot. Az R¢ 0,80-0,82;
0,82-0,85 és a 0,85-0,88 tartoméanyban a mintazat el6fordulasa az
izolatumtol fiiggBen valtozoé tulajdonség. A P. pinodella az R¢ 0,88-0,91
tartoményban a PD 74/396 izolatum kivételével minden esetben, miga
P. sojicola faj izoldtumainél sohasem mutatta a-észteraz izoenzim
jelenlétét. A P. sojicola D/054 izolatumnal az Rf 0,91-0,93
tartomanyban sav jelenléte volt detektalhat6. ‘

A Phoma sojicola CBS 113.53 izoldtuma genetikailag
meghatérozott o-észterdz izoenzim Osszetétele és a sajat friss
izolatumaink nyilvanval6an kiilénbéznek a Phoma pinodella-£t6l, a
tablazat hozzasegitett azon izolstumok pontos meghatirozéasahoz is,
melyeket azt megel6z8en Ascochyta sojicolaként identifikaltak.
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A vizsgalt izolatumok jellemz6i
1. tiblazat.

Faj Izolatum Gazdandvény Orszag 1zolalas
Phoma D/053 Glycine max mag H 1993
(syn.: Asco-  D/054 Glycine max mag H 1993
chyta) sojfi- D/056 Glycine max mag H 1993
cola CBS 113.53 Glycine max D 1953
Phoma D/023 Glycine max H 1989
pinodella GA-98 Pisum sativum PL N.a.*

GA-108/a  Pisum sativum PL N.a.*
GA-108/b  Pisum sativum hiively PL N.a.*
PD 74/396 . N.a.* ' N.a.* N.a.*
PD 77/165 Pisum sativum  NL 1977
PD 81/729  Pisum sativum NL 1981
Ph-5 Pisum sativum PL- N.a.*
Ph-14 - Phaseolus vulgaris PL N.a.*
Ph-15 Phaseolus vulgaris PL N.a.*
Ph-32 - Pisum sativumszar ~ PL N.a.*
Phoma exigua D/060 Glycine max mag H - 1993
var. exigua DR/0O1  °  Glycine maxlevél =~ H 1994
- -DR/02 Glycine maxlevél - H 1994
DR/0O3 Glycine maxlevél ~ H 1994
L-27 Glycine maxlevél = PL 1981
N-43 ‘Glycine maxmag. PL . 1980
P-29 Glycine max szar PL 1979
PD90/482  Solanum tuberosum NL 1990
Ph-1 "~ Glycine max - PL 1990
Ph-40 talaj - PL N.a.*

* Nincs _adat
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A Phoma sojicola és a Phoma pinodella fajok o-észteraz izoenzim
mintazatanak osszehasonlito értékei

2. tablazat.
Rf értékek
Faj 1zolatum 0,60- 064 069 075 080 082 085 088 091
0,63 0,67 0,73 0,79 0,82 0,85 0,88 0,91 0,93
Phoma  D/053 +
soficola  D/054 + + +
D/056 + +
~CBS 113.53 + + +
Phoma  D/023 + + + +
pinodefla GA-98 + + +
GA-108/a + + + +
GA-108/b + + + + +
PD 74/396 + +
PD 77/165 + + + +
PD 81/729 + + + +
Ph-5 + + + +
Ph-14 + + + +
Ph-15 + + +
Ph-32 + + +

A Phoma exigua var. exigua a-észteraz izoenzimei:

Megfelel§ a-észteraz izoenzim osszeallitast tudtunk késziteni a
Phoma exigua var. exigua morfolbgiai jellemz6inek kiegészitésére,
amely a gomba 10 kilénb6z6 izolstumanak elemzésén alapul
(3. tiblazal. :

A Phoma exigua var. exigua o-észteraz izoenzim izolatumok
kézotti variabilitisa meglehet8sen nagy.Harom izolatum-par esetében
(L-27/a/b; N-43/a/b és Ph-1/a/b) a megismételt futtatasnal nem kaptunk
konzekvens adatokat; bizonyos mértéki intra-izolatumos variabilités is
megfigyelhets volt (1-3 hianyz6 sav). Karakteres a-észteraz mintazat -
néhany izolatum kivételtdl eltekintve - figyelhets meg azonban az Rf
0,60-0,63; 0,75-0,79; 0,80-0,82; 0,82-0,85; és a 0,85-0,88
tartomanyokban (5 stabil o-észteraz izoenzim sav). A Phoma exigua
var. exigua izolatumok harmadénal az R 0,91-0,93 tartomanyban is
detektalhato a-észteraz izoenzim aktivitas.
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A Phoma exigua var. exigua o-észteraz izoenzim mintazata
3. tdblazat.

Rf értékek
Faj izolatum 0,60- 064 069- 075 080- 082 085 088 091
0,63 0,67 0,73 0,79 0,82 0,85 0,88 0,91 0,93

Phoma  D/060 + + + + +

exigua  DR/O1 + 4+ + +

var. DR/02 + + + + +

exigua  DR/03 + + + +
L-27/a + + + + +
L-27/b + + + + + + + +
N-43/a + + + +
N-43/b + + + + + +
P-29 + + + + + + +
PD90/482 + + + + + +
Ph-1/a + + + + +
Ph 1/b + + + + +
Ph-40 + + + + + +

Megyvitatas

A Phoma exigua var. exigua, Phoma pinodella és a Phoma soficola
fajok egymastol tenyészbélyegeik, morfologiai sajatossagaik, jégkristaly-
képzési jellemz6ik alapjan - a megbetegitett sz6jan lathat6
szimptomatolégiai  hasonlosaguk  ellenére - egymastol  j6l
elkiilonitheték. A Phoma sojicola, Phoma pinodella o-észteraz
izoenzim  vizsgalatok meger6sitik a fajok  kozotti genetikai
kilonboz6ségeket. Az Phoma sojicola és a Phoma pinodella
egymashoz kozelall6 fajok, melyek néhany morfolégiai és fiziologiai
sajatossaguk, tovabba a-észteraz izoenzim aktivitasuk alapjan is 6nallé
fajoknak tekintenddk. '

A Phoma exigua var. exigua sem morfolbgiai tulajdonsagai, sem a.-
észterdz izoenzim vizsgalatai alapjan nem azonos a Phoma soficola
fajjal.

Osszefoglalas

A Phoma exigua var. exigua, Phoma pinodella és az ‘Ascochyta’
sojicola okozta betegségtiineteket  tudtuk kimutatni szbjan. Az
izolatumokat komplett morfolégiai  analizissel — elemeztik  és
sszehasonlitottuk a rendelkezésre all6 referencia izolatumokkal. A
Phoma exigua var. exigua és a Phoma pinodella sz6jan valo
el6fordulasardl ez az elsé kozlés Magyarorszagon.

-



201

Szbja magvakr6l harom frissen -izolalt tiszta tenyészetet
készftettiink, melyek az “Ascochyta’ sojicola referencia izolstummal
azonosithatok, amely valéjaban egy Phoma genushoz tartoz6 faj.

Az izolatumok in vitro féként egysejtd, valamint kevés kétsejt(
konfdiumot hoztak létre, tovabba az izolatumok kézil az egyik
faagszerdi kristalyokat képezett, amely tulajdonsag a Phoma pinodella
izolatumokra emlékeztet. Mindazonéltal az in vitro morfolégiai
tulajdonsagok alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az “Ascochyta’
sojficola egy kilonallo faj. :

Az izolstumok in vitro morfolégiai jellemvonasain alapulé
identifikilas megerésitésére a gombaextraktumok kiegészit6 a-észteraz
enzimanalizisét is elvégeztiik. Az elektroforetikus izoenzim sdvmintazat
a mikroorganizmus genetikai jellemzéin alapul. Vizsgalatainkban a
PhastSystem  mikro-gél  elektroforézis  rendszerét  (Pharmacia)
alkalmaztuk. 26 Phoma izoldtum o-észteraz izoenzim mintazatat
hatdroztuk meg. A 13 Phoma exigua var. exigua izolatum analizise 5
enzim-16kuszt adott, melyet mint kiegészité jellemvonast lehett
felhasznalni az identifikalas soran. A Phoma pinodella 11 kiilonb6z6
forrasbol szarmazo (talaj, Phaseolus, Pisum, Glycine) izolatumainak
enzimprofiljabol Gsszehasonlité tablazatot allitottunk &ssze. A Phoma
sojicola 4 izoladtumanak o-észteraz zymogramja nyilvanvaléan
kiilénbozétt a Phoma pinodella- és a Phoma exigua var. exigua -étol és
megerGsitette azon izolatumok pontos meghatérozasat, melyeket azt
megel6z6en ‘ Ascochyta’ sojicolaként identifikaltak.

Summary

A comparative study of esterase isozyme patterns of some Phoma species
occurre on soybean

Occurrence of Phoma exigua var. exigua, Phoma pinodella and Phoma sojicola were detected on
soybean, which were completely analyzed morphologically and compared with available reference
isolates. We also obtained three fresh isolates from soybean seeds which were identical with Phoma
sojicola (Abramov) De Gruyter & Kdvics (syn: Ascochyta sojicola) isolate. These isolates contained
also 2 celled conidia and one of these isolates once formed ice-fern crystals. The occurrence of Phoma
exigua var. exigua and Phoma pinodella on soybean is the first observation in Hungary and it has not
been published yet. Isozyme analysis is, among other numerous applications in plant pathology, a
powerful biochemical technique, especially in species identification. Electrophoretic isozyme banding
patterns are based on the genetic conditions of the microorganisms. To the confirmation of identity of

pycnidial fungi isolated from soybean, which had been identified on the base of morphological data,
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complementary Gl-esterase isozyme analyses were made. We applied the PhastSystem micro-gel
electrophoretic device (Pharmacia). The Ol-esterase isozyme profiles were determined six times with
almost 50 isolates and show that this method is suitable for delimitation of Ascochyta and Phoma
species and varieties. Phoma pinodella isolates from different sources (soil, Phaseolus, Pisum,
Glycine) and two lyophilized Phoma sojicola isolates were studied. On the base of the Cl-esterase
isozyme profiles of Phoma pinodella isolates a comparative table was made to promote identification.
The O-esterase zymogram of Phoma sojicola was obviously different from those of Phoma pinodella,
and it helped us to make a proper identification of those isolates which had been determined as
Ascochyta sojicola before.

Among O.-esterase isozyme bands of Phoma exigua var. exigua were 5 stable enzyme bands which
could be used as additional feature for proper identification. Neither morphological features nor Ot-

esterase isozyme profiles of Phoma exigua var. exigua are not identical with those of Phoma sojicola.
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