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OSSZEFOGLALAS

Vizsgdlataink soran a széjan (Glycine max) eldfordulo
Phoma-szerii gombak molekularis taxonomiai vizsgalatat végeztiik
el genetikai markerek szekvencidinak elemezésével. A szojan
eldfordulo, szimptomatologiai és morfologiai hasonlosaguk miatt
egymastol alig megkiilonboztetheté Phoma-szerii fajok (Phoma
pinodella, Phoma sojicola, Phyllosticta sojicola, Phoma exigua
var. exigua) taxonomidja terén a mai napig nagy a bizonytalansdg.
Vizsgalatunk soran 9 Phoma faj 22 izolatumat vizsgaltuk, melybdl
7 izolatum széjarol szarmazott. A fajok tefl, tubulin, illetve ITS
szekvencidinak  filogenetikai elemzését Bayesian analizissel
végeztiik MrBayes program alkalmazasdval. A tefl és p-tubulin
szekvenciakat Phoma fajok filogenetikai vizsgalatanak céljabol ez
iddig még nem alkalmaztdk.

Uj eredményként értékelhetd, hogy az ITS, tefl és a f-tubulin
nukleinsav szekvencidk alapjan az egyes Phoma taxonok jol
elkiilonithetok egymastol, ami bizonyitia, hogy a filogenetikai
markerek a Phoma fajoknadl is alkalmasak molekuldris alapon
torténd  filogenetikai rendszerezésre. Az elemzés soran kapott
filogenetikai térzsfa azonban nem minden esetben mutatott
egyezést a morfologia bélyegeken alapulo Phoma taxonokkal.

Mindharom szekvencia bayesian elemzése megerdsitette, hogy
az eredetileg Phyllosticta sojicola—ként depondlt izolatum a
Phoma exigua var. exigua csoportba, a Phoma sojicola pedig a
Phoma pinodella csoportba rendezddaott, ami sziikségessé teheti a
nevezett taxonok helyzetének vjragondolasat.

Kulcsszavak: Phoma, ITS régio, transzlicios elongdcios
faktor, tubulin, filogenetika, Bayesian analizis

SUMMARY

We carried out phylogenetic study analyzing sequences of
genetic markers in the taxonomy of Phoma and Phoma-like fungi.
Different species of Phoma and Phoma-like fungi occurring on
soybean (Phoma pinodella, Phoma sojicola, Phyllosticta sojicola,
Phoma exigua var. exigua) are difficult to identy because of their
high morphological and symptomatic similarities.

Twenty-two isolates of nine different Phoma species were
obtained from reference culture collections. Seven of them were
isolated from soybean, the others were collected from different
hosts.

The
morphologically, and then we employed a part of the gene

Phoma isolates were firstly characterised by

responsible for the synthesis of translation elongation factor 1
subunit alpha protein (tefl), ITS region, as well as p-tubulin
partial sequences as potential genetic markers to infer
different ~ Phoma

species..Finally, their ITS and tefl sequences were sequenced and

phylogenetic relationships among
analysed by Bayesian approaches.
According to phylogenetic trees inferred by Bayesian analysis

of tefl, ITS and p-tubulin sequences, different Phoma species can

be separated proving that these phylogenetic markers are well
suited for phylogenetic studies of Phoma species. However, the
phylogenetic tree does not support the traditional Phoma sections
based on morphological characterization.

Bayesian analyses of the three sequences confirmed that the
Phyllosticta sojicola species is clustered with the Phoma exigua
var. exigua group and the Phoma sojicola is grouped with Phoma
pinodella group. The molecular data provide evidence for
reclassification of formerly mentioned soybean pathogens.

Keywords: Phoma, ITS sequences, translation elongation
factor, tubulin, phylogenetics, Bayesian analyses

BEVEZETES

A Coelomycetes osztalyba tartozé Phoma genus
vilagszerte elterjedt, tobbségében fitopatogén,
opportunista parazita vagy szaprofiton ¢életmodot
folytatd fajokat foglal magaba. Napjainkig mintegy
2000 Phoma fajt azonositottak vilagszerte (Boerema
et al., 2004).

Napjainkig a Phoma fajok rendszerezése a tobbi
gombacsoporthoz hasonléan nagyrészt morfologiai,
fenotipusos és fizioldgai vizsgalatokon alapult.
Ennek a munkanak az Osszefoglalasaként a
kozelmultban jelent meg egy monografia Phoma
Identification Manual cimmel (Boerema et al., 2004),
amelyben a szerzok Osszegzik a Phoma fajok
morfologiai szempontok alapjan, tobb mint 40 év
kutatasi eredményei nyoman tisztazott rendszerét.

Boerema és munkatarsai (1965, 1968, 1971,
1973, 1977, 1981) mellézte az addig hasznalt
gazdandvény vagy szubsztratum specificitast, mint a
Phoma fajok elsddleges rendszertani kritériumat, és
megprobaltak mind in vivo és in vitro koriilmények

kozott  stabil  rendszertani  bélyegek  alapjan
rendszerezni a  Phoma  fajokat, amelyeket
standardizalt  koriilmények — kozott — vizsgalt

telepjellemzokkel egészitettek ki. Fontosnak talaltdk
a piknidium falanak szerkezetét, valamint azt, hogy a
piknidium rendelkezik-e sertével (setae). A genus
fajaindl a piknidium morfoldgiaja bizonyult a
legfontosabb hasznosithato bélyegnek az egyes
szekciok elkiilonitésénél. A piknidiumok rendszerint
csupaszok, de esetenként a serték (setae) jelenléte és
a pikindiumfal morfologidja szintén taxonomiai
jelleggel bir. Ugyancsak taxondmiai jelentdséget
tulajdonitanak a dictyoclamidospéra meglétének is.
Tekintettel arra, hogy a piknidiumok ¢és a
konidiumok nagysaga és alakja valtozo, a tenyésztési
jellemzdk nélkiilozhetetlennel bizonyultak a fajok
vagy fajon beliili taxonok elkiilonitésében. Néhany
masodlagos anyagcseretermék szintén specifikus
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tulajdonsag lehet egy fajra nézve. Jellegzetes
mintazati kristalyképzodés vagy kémiai reakcioval
(NaOH teszt) kimutathatd pigmentképzés
(,E” metabolit) segitik a gyors azonositast
(van der Aa et al., 1990; Noordeloos et al., 1993).

A ’90-es évek kozepén a molekularis biologia és
a biokémia fejlédésének kdszonhetden izoenzimeket
(fehérje polimorfizmus) probaltak meg molekularis
markerként haszndlni a Phoma genusban, hogy
elkiilonitsék a morfoldgiailag azonos megjelenésii, de
feltételezhetéen eltéré fajhoz tartozd izolatumokat
(Monte et al., 1990, 1991; Kovics és de Gruyter,
1995; Saniewska és Prus-Glowacki, 1998; Kovics,
2004).

Mas gombacsoportoknal mar hasznalt, és tobbé-
kevésbé megbizhatonak bizonyult molekularis
markerek szekvencia analizise a Phoma fajoknal
mindezidaig alig keriilt alkalmazasra.

Napjainkban a filogenetikai torzsfa készitésben az
egyik leggyakrabban hasznalt molekularis bioldgiai
modszer kivalasztott DNS szakaszok nukleinsav
sorrendjének  meghatdrozasa, ¢és ezeknek az
Osszehasonlito elemzése.

A filogenetikai célu szekvencia Osszehasonlitas
nagyrészt olyan genom szakaszok vizsgalatan alapul,
amelyek minden ¢él6lényben el6fordulnak, és
meglehetdsen konzervativak maradnak az evolicio
sordn, mint pl. a riboszémalis géneket, a tubulin
fehérjét, illetve a transzlacios elongacios faktort
kodolo gének szekvenciai. Ezek koziil nagyon sok
tudomanyos munka alapszik az ugynevezett ITS
(Internal Transcribed Spacer) régid vizsgalatan,
annak koszonhetden, hogy ennek a régionak a
nukleinsav sorrendje nagy variabilitdst mutat mas
régidkhoz képest, igy alkalmas mind a fajon beliili,
mind a fajok kozotti filogenetikai kapcsolatok
felderitésére. Lutzoni et al. (2004) szerint a gombak
korében végzett filogenetikai vizsgalatok 83,9%-a a
riboszomalis géneket kodold tandem szekvencidk
vizsgélatan alapult. A molekularis biologidban ujabb
és ujabb géneket (markereket) irnak le, amelyek
tulajdonsagaikbol adodoan alkalmasak Ilehetnek
filogenetikai kapcsolatok elemzésére.

Az alabbiakban a széjan (Glycine max) eléforduld
Phoma-szerii.  fajok  molekularis  taxonomidjat
kivanjuk targyalni nukleinsav szekvencidk alapjan,
mivel a szojan el6forduld, szimptomatologiai és
morfologiai hasonlosaguk miatt egymastol alig
megkiilonboztethetd Phoma-szerli fajok taxondémiaja
terén meglehetdsen nagy a bizonytalansag.

Molekularis taxonémiai vizsgalatainkhoz harom
markert valasztottunk (tefl, ITS, tubulin), amelyek
szakirodalmi  adatok alapjan  korabban  mar
alkalmasnak bizonyultak filogenetikai kapcsolatok
tanulmanyozasara mas élélénycsoportokban, igy a
gombak korében is. Filogenetikai vizsgalatok soran
célszerti tobb gént vizsgalni, mivel GCPSR elmélet
szerint (Taylor et al., 2000) tobb gén hasznalatakor
pontosabb és megbizhatobb eredményt kapunk az
egyes filogenetikai kapcsolatokra.

A szekvencidk filogenetikai elemzéseit Bayesian
modszerrel végeztik. A Bayesian megkdzelités a

filogenetikaban egy viszonylag 0 moddszer, mely
még csak most kezd széles kdrben elterjedni. A
mobdszer az ugynevezett utdlagos megkozelitésen,
utélagos valoészinliségen (posterior probability)
alapuld statisztikai moddszer: egy esemény becsiilt
valdszinliségét azutan adja meg, miutan elvégezte a
rendelkezésre allo adatok bizonyos elemzését. Mivel
az utolagos valosziniséget lehetetlen kiszamolni
analitikusan, ezért a modszer egy szimulacids
technikdt alkalmaz az utélagos valdsziniiség
becslésére. Az analizis a Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) algoritmuson alapszik, mely egy
randomizacios technika az eloszlas valoszinliségének
megbecsiilésére arra az esetre, amikor
kivitelezhetetlen, vagy csak nagyon nehezen
kivitelezhetd lenne az eloszlds meghatarozas
analitikusan. A Bayesian mddszer a statisztika egyik
fo agat képviseli. A legnépszeriibb keresé oldal, a
Google is ezt a modszert hasznalja a keresésre.
Gyakran hangzik el a valasz a mddszert kritizalok
felé, ha nem biznak a Bayesian modszerben, a
Google keres6t sem kellene hasznalniuk. A mddszer
nagy elényét, aminek a Google is kdszonheti a mai

napig tartd toretlen sikertorténetét, a modszer
megbizhatdsaga és gyorsasaga jelenti.
ANYAG ES MODSZER

Vizsgélatainkban a  Debreceni  Egyetem
Novényvédelmi Tanszékén talalhato

torzsgylijteményb6l 11 Phoma faj 24 izolatumat
vizsgaltuk, melybdl 7 izolatum szodjar6l szarmazott
(1. tablazat). Minden egyes fajt morfologiai ¢€s
¢élettani jellegzetességeik alapjan azonositottunk a
Boerema et al. (2004) altal kozreadott Phoma
monografia alapjan.

Az izolatumokat 50 ml malata tapoldatban
tenyésztettik 48 oran keresztiil, 100 ml-es
Erlenmayer lombikban, sététben, razatva (125 rpm).
A sejteket dorzsmozsar segitségével, folyékony
nitrogén jelenlétében tartuk fel, majd genomi DNS-t
izolaltunk E.ZN.A.® Fungal DNA Isolation Kit
(Omega Bio-tek Inc., USA) alkalmazasaval, a gyarto
utasitasai szerint. A ITS fragment felszaporitasahoz
az SR6R és LRI primerpart (White et al., 1990), a
tefl fragment amplifikdlasdhoz az EF1-728F ¢és
EF1-986R primerpart (Druzhinina és Kubicek, 2005), a
B-tubulin fragment felszaporitasahoz a Bt2a és Bt2b
pirmerpart (Glass és Donaldson, 1995) hasznaltuk. A
tisztitott PCR termékek szekvendlasat az MWG
Biotech, Germany végezte.

A szekvencidkat a ClustalX (Thompson et al.,
1997) program felhasznalasaval rendeztiik Ossze,
majd a GeneDoc (Nicholas et al., 1997) program
segitségével manudlisan finomitottuk az illesztést,
ahol sziikséges volt. Ezt kdovetéen a filogenetikai
analizishez a MrBayes (Huelsenbeck és Ronquist,
2000) programot alkalmaztuk, Bayesian analizist

végezve. Az evoliciés modellek tesztelését a
Modeltest v.3.7 (Posada ¢és Grandall, 1998)
programmal  végeztik  Bayesian  information
criterium (BIC) tesztet alkalmazva.
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1. tablazat

A Kkisérletbe bevont Phoma fajok listija

; Alternativ . GenBank hozzaférési szamok(7)
Izolatum zolit Fajnév(3) Gazdanivény(d) Izolalas Gyiijtitte(6)
izolatum ajnévi anvén; tlijtotte
széma(l) , J 4 helye(5) ya Tef ITS p-tubulin
szam(2)
D/035 BT-15 Phoma pinodella |Glycine max Hungary 1. Walcz EU543973 |EU573015 |EU541416
) Hordeum L
D/045 PD 82/550 P. pinodella / Hungary G.J. Kévies EU543971 |EU573025 |[EUS541417
vulgare
PD 77/165 .
D/046 MYA411 P. pinodella Pisum sativum Hungary G.J. Kovics EU543972  |EUS573024 [EUS541419
D/095 |N.A. P. pinodella P. sativum Hungary L. Gergely EU543970 |EUS573027 |EU541418
CBS 318.90
D/159 PD 81/729 P. pinodella P. sativum Netherlands M.E. Noordeloos |EU595355 |EU573028 |EUS595352
D/054 |MYA-406 P. sojicola G. max Hungary G.J. Kévics EU543974 |EU573023 |EUS541434
CBS 567.97 . L
D/056 P. sojicola G. max Hungary G.J. Kévies EU543976 [EU573026 [EU541433
PD97/2160
Phyllosticta L
D/050 |CBS 301.39 il G. max Germany K. Boning EU595356 [EUS573029 |EU595357
sojicola
P. exigua var. .
D/075 |N.A. . G. max Poland G.J. Kovics EU543982 |EUS555533 |EU541421
exigua
P. exigua var. e
D/077 N.A. . G. max Poland G.J. Kovics EUS543983 |EU573010 |EU541422
exigua
Ph 58 P. exigua var. Petroselinum .
D/063 . . Poland J. Marcin-kowska |EU543975 |EUS573012 [EU541420
MYA-408 exigua crispum
Althaea
D/145  |N.A. P. exigua L Hungary G. Nagy - EU573011 [EU541425
officinalis
D/146  |N.A. P. exigua Althaea rosae Hungary G. Nagy EU543984 |EUS573013 |EUS541427
P. exigua var. . .
D/158  |ICMP 15330 . Agapanthus sp. | New Zealand M. Braithwaite ~ [EU543981 |EU573008 |EU541428
exigua
Cucurbita
D/157  |ICMP 13336  |P. exigua . New Zealand P.G. Broadhurst |EU543980 |EUS573007 |EU541429
maxima
P. exigua var. Linum usita- .
D/071 PD 86/73 o . Hungary G.J. Kovics EU543979 |EU573009 |EU541423
linicola tissimum
D/072  |PD 75/907 P. plurivora Medicago sativa Australia J. de Gruyter EU552929 |EUS573018 |EU552932
Pennisetum
D/155  |ICMP 6875 P. plurivora . New Zealand P.R. Johnston EU552930 |EUS573019 |EU552931
clandestinum
D/034  |Al-416 P. glomerata G. max Hungary G.J. Kovics EU543969 |EUS573016 |EUS541424
D/156  |ICMP 15788  |P. glomerata Yucca sp. New Zealand C.F. Hill EU543968 [EU573017 |EU541426
CBS 375.91 Phaseolus
D/058 P. eupyrena . Netherlands G. H. Boerema |EU543977 |EU573014 |[EU541415
PD78/745 vulgaris
. Chenopodium
D/048  |PD 76/1021 P. foveata . Netherlands G. H. Boerema [EU543985 [EU573021 [EU541431
quinoa
D/044  |PD 77/508 P. multirostrata | Phylodendronsp. | Netherlands G. H. Boerema  [EU543986 |EU573022 |EU541430
D/144 |N.A. Ascochyta rabiei | Cicer arietinum Australia N.A. EU595354 |EU595358 |EU595353
D/160  |CBS 581.83A |Didymella rabiei |C. arietinum Syria H.A.vander Aa |EU543978 |EUS573020 |EU541432

Table 1: Isolates of Phoma species

Isolate number(1), Alternative isolate number(2), Fungal species(3), Host plant(4), Location of collection(5), Collector(6), GenBank

accession number(7)

A tefl fragment elemzésekor a TrNef+I+G
evolucios modell keriilt kivalasztasra, ahol az egyes
bazisok gyakorisaga egyenld, a 6 lehetséges
szubsztiticid paraméterei (A-C=1,000, A-G=1,5807,
A-T=1,000, C-G=1,000, C-T=2,8067, G-T=1,000)
gamma eloszlasuak, melynek alakparamétere 2,8788,
az alland6 bazishelyek aranya 0,3015. Az ITS
fragment elemzéséhez a TrNef+I evolucios modellt
valasztottuk a kovetkez6 paraméterekkel: az egyes
bazisok gyakorisaga egyenld, a 6 lehetséges
szubsztiticid paraméterei (A-C=1,000, A-G=4,8974,

A-T=1,000, C-G=1,000, C-T=0,9815, G-T=1.000)
azonos eloszlasuak, 4lland6 bazishelyek aranya
0,8497. A f-tubulin fragment elemzéséhez a
TrNef+G evolacios modellt valasztottuk, ahol az
egyes bazisok gyakorisdga egyenld, a 6 lehetséges
szubsztiticid paraméterei (A-C=1,000, A-G=2,3500,
A-T=1,000, C-G=1,000, C-T=7,9886, G-T=1,000)
gamma eloszlastak, melynek alakparamétere 0,4090,
az allando bazishelyek aranya 0.

A torzsfak készitésében kiilsé csoportként tovabbi
taxonok fefl, ITS és tubulin szekvenciait is bevontuk

55



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2009/35.

a torzsfak jobb megalapozasahoz. A szekvenciakat a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ honlaprol toltottiik le.
A torzsfak elkészitéséhez a TreeView (Page, 1996)
programot hasznaltuk. A filogenetikai analizisekbe
kiils6 szekvencidkat is bevontunk, hogy teljesebbé
tegyik a  torzsfakat. A szekvencidkat a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ honlaprél toltottiik le.
A tefl szekvenciak elérhetdségei a 2. tablazatban, az
ITS szekvencidk elérhetdségeit a 3. tablazatban, [3-
tubulin szekvencidk elérhet6ségét a 4. tablazatban a
foglaltuk Gssze.

2. tablazat

A tefl fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfa

készitésébe kiils6 csoportként bevont fajok listija, valamint
tefl szekvenciajuk hozzaférési szama

Fajnév(l) Izolatum Hozzaférési
) Kk6d(2) szim(3)
Ascochyta pisi AP2 DQ386494.1
teleomorf: Didymella lentis
anamorf: Ascochyta lentis SAT AL AY831546.1
(Kaiser et al., 1997)
Ascochyta fabae f. sp. viciae
(= Ascochyta fabae) AV1l DQ386498.1
teleomorf: Didymella lentz.s ALL DQ386493.1
anamorf: Ascochyta lentis
teleomorf: Didymella fabae
anamorf: Ascochyta fabae AF1 DQ386492.1
(Kaiser et al., 1997)
. WAC

Phoma pinodella 7978 AY831545.1

Forras: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Table 2: Species involved in the phylogenetic analyses and the
accession number of their tefl fragments
Species(1), Isolate number(2), Accession number(3)

3. tablazat
Az ITS fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfa
készitésébe bevont fajok listaja, valamint ITS szekvenciajuk
hozzaférési szama

Fajnév(l) Izo}étum Hoz?éférési
kod(2) szam(3)

Phoma exigua var. ? AY899262.1
heteromorpha
Phoma exigua CSL 20316964 | AY550992.1
Phoma exigua var. populi CBS 100167 AF268189.1
Phoma exigua ? AY927784.1
Phoma herbarum ? DQ132841.1
Phoma herbarum ATCC 12569 AY293803.1
Phoma pinodella VPRI 32177 DQ087402.1
Phoma pinodella VPRI 32171 DQ087400.1
Phoma pinodella WAC 7978 AY831556.1
Phoma pinodella CBS 318.90 AYS831562.1
Phoma glomerata ? AF126816.1
Ascochyta sp. Georgiab DQ383955.1
Ascochyta pisi API DQ383954.1
Ascochyta lentis MU AL1 AY131201.1
Didymella lentis AL1 DQ383953.1
Didymella fabae AF1 DQ383952.1
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831558.1

Forrés: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Table 3: Species involved in the phylogenetic analyses and the
accession number of their ITS fragments
Species(1), Isolate number(2), Accession number(3)

4. tablazat
A B-tubulin fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfa
készitésébe bevont fajok listaja, valamint f-tubulin
szekvencidjuk hozzaférési szima

L, Izolatum Hozzaférési
Fajnév(1) , ,
kéd(2) szam(3)

Phoma pinodella CBS 318.90 AY831517
Phoma pinodella WAC 7978 AY831511
Phoma exigua WAC 7988 AY831509
Phoma medicaginis CBS 316.90 AY831518
Phor'na n?e.dicaginis var. P DQ109962
medicaginis

Ascochyta lentis SAT AL AY831508
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831513

Forras: http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Table 4: Species involved in the phylogenetic analyses and the
accession number of their tubulin fragments
Species(1), Isolate number(2), Accession number(3)

EREDMENYEK
Morfologiai vizsgalatok

A szbjan eléforduldé Phoma fajok kozil a
kovetkezo fajokat és izolatumokat vizsgaltuk: Phoma
pinodella (D/035), Phoma sojicola (D/047, D/054),
Phyllosticta sojicola (D/050), Phoma exigua var.
exigua (D/059, D/075, D/077). Az elvégzett
morfologiai vizsgalatok alapjan a Phoma sojicola és
Phoma pinodella viszonylag jol elkiiloniil a Phoma
exigua var. exigua €s Phyllosticta sojicola fajtol,
azonban a Phoma sojicola és Phoma pinodella,
valamint a Phyllosticta sojicola és Phoma exigua var.
exigua kozott csekély morfologia  kiilonbség
mutatkozik.

Molekularis vizsgalatok
Transzlacios elongaciés faktor

A PCR reakciot kdvetden egy 290 bp nagysagu
fragmentum szaporodott fel minden egyes mintaban,
Az egyes fragmentek méretben azonos nagysaguak
voltak.

A tefl szekvencidk Blast analizise nagy
hasonlosagot mutatott a Phoma fajokkal kozeli
rokonsagban allo  Ascochyta fajok tefl
szekvenciaival, amelyekb6l néhanyat kivalasztottunk
¢és bevontunk az elemzésbe. Az adatbazisban nem
talaltunk Phoma fajtol szarmazo tefl szekvenciat.

A tobb izolatummal is képviselt fajok mind egy
csoportba (cluster) keriiltek az elemzés soran, ami
megerdsiti a tef] szekvencia alkalmassagat a Phoma
fajok elkiilonitésére. A kozeli rokon Ascochyta
nemzetségbe tartoz6 fajok jol elkiiloniiltek a vizsgalt
Phoma fajoktol.

A bayesian analizis soran kapott magas bayesian
utdlagos valdsziniiség értékek (99-100%)
megerositették az egyes elagazasok helyének a
valoszinliségét, ezzel alatamasztva a filogenetikai
torzsfat.
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A torzsfan beliili két nagy csoport (P. exigua és
P. pinodella) egyarant 100% Bayesian ut6lagos
valdszintiség értékkel lett megerdsitve, ami azt
jelenti, hogy a két csoport a tefl szekvencia alapjan
teljes bizonyossaggal elkiiloniil egymastol és a tobbi
taxontol (/. dbra).

Az egyes taxonok kozotti tavolsagok (elagazasok
hossza), valamint a tovabbi bayesian utdlagos
valdszintiség is elegendonek bizonyultak az egyes
taxonok egymastol valé megbizhato elkiilonitéséhez.

A P. sojicola izolatumai (D/054 és D/056) pedig
a P. pinodella csoportba rendezodtek az elemzés
soran, mivel az ITS szekvencidjuk gyakorlatilag
megegyezik.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt
izolatum (CBS 301.39) a tefl régid alapjan a P.
exigua csoportba keriilt.

Az egyes taxonomiai csoportok a Bayesian
elemzés alapjan sem mutatnak egyezést a morfologia
bélyegeken alapuld Phoma taxonokkal.

1. abra: A tefl szekvencidk Bayesain elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a morfolégiai

tenyészbélyegeken alapulo faji besorolas Phoma genuson beliili szekcidit jelzik

~ Phoma plurivora (EUS52929)
— Phoma plurivora (EU552930)

100

1

100

100 | Phoma glomerata (EU543968)
Phoma glomerata (EU543969)
100 Phoma pinodella (EU543970)
Phoma pinodella (EU595355)
100 Phoma pinodella (AY831545)
Phoma pinodella (EU543971)
Phoma pinodella (EU543972)
Phoma sojicola (EU543974)
Phoma sojicola (EU543976)
Phoma pinodella (EU543973)
*Phoma pinodella (EU543975)

100 Phoma foveata (EU543985)
Phoma multirostrata (EU543986)

00 Phyllosticta sojicola (EU595356)
Phoma exigua var. exigua (EU543982)
Phoma exigua var. exigua (EU543983)

e Phoma exigua var. linicola (EU543979)
e Phioma exigua (EU543984)
100 | Phoma exigua (EU543980)
Phoma exigua var. exigua (EU543981)
100 Phoma rabiei (EU595354)
Mpycosphaerella rabiei (EU543978) i
100] Ascochyta lentis (AY831546)
100 Didymella lentis (DQ386493)
Ascochyta sp. Georgial2 (DQ386496)
Ascochyta pisi (DQ386494)

IPiwm

EPM

Phoma

Macrospora

Ascochyta fabae (DQ386498)
Didymella fabae (DQ386492)

0.1 Substitutions/site

Figure 1: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by Bayesian analysis of tefl sequences. The columns on the right side

represent the Phoma section based on morphological characterization

ITS fragment

A PCR reakciot kovetden egy 520 bp nagysaga
fragmentum szaporodott fel minden egyes mintaban,
amely tartalmazta az ITS1, ITS2, valamint az 5,8S
régiokat. Az elemzést 454 bp-al végeztiik, hogy

megkdnnyitsiik az adatbankbol szarmazo
szekvenciakkal torténd 6sszehasonlitast.

Az ITS régi6 bayesian modszerrel torténd
elemzése soran kapott filogenetikai torzsfa (2. dbra)
lényegiekben egyezik kisebb eltérésekkel az el6zd

két fragment alapjan kapott torzsfaval.
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Amit az el6z6 két torzsfanal elmondtunk, az itt is
elmondhato: a torzsfan beliili két nagy csoport (P.
exigua és P. pinodella izoldtumai) 99% Bayesian
utélagos valdsziniiség értékkel lett megerdsitve, ami
azt jelenti, hogy a két csoport az ITS szekvencia
alapjan teljes bizonyossaggal elkiiloniil egymastol és
a tobbi Phoma taxontol.

egymastol vald megbizhatd, kétségeket kizard
elkiilonitéséhez.

A P. sojicola izolatumai (D/054 és D/056) pedig
a P. pinodella cluster-be kertiltek a Bayesian elemzés
soran is.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt
izolatum (CBS 301.39) az ITS régié alapjan a P.

exigua csoportba keriilt.

Az egyes csoportok az ITS régi6 Bayesian
moddszerrel torténd elemzése soran sem mutatnak
egyezést a morfologia bélyegeken alapuld Phoma
taxonokkal.

Az egyes taxonok  koOzotti  tavolsagok
(baziskiilonbség), valamint a tovdbbi Bayesian
utélagos valdsziniiség értékek ez alkalommal nem
bizonyultak elég jelentésnek az egyes taxonok

2. dbra: Az ITS szekvencidk Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a morfolégiai
tenyészbélyegeken alapulo faji besorolas Phoma genuson beliili szekcidit jelzik
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Phoma (EU573015)
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Phoma
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L. Phoma herbarum (AY293803)

100 g Mycosphaerella rabiei (EU573020)
\— Phoma rabiei (EU595358)
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[ s

Figure 2: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by Bayesian analysis of ITS sequences. The columns on the right side

represent the Phoma section based on morphological characterization.
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B-tubulin fragment

reakcioban a felhasznalt primerekkel (Bt2a és Bt2b)
egy 300 bp nagysagh pf-tubulin  szakasz
amplifikaloédott mindegyik izolatum esetében. A PCR
reakcidban melléktermék nem képz6dott, amely a
primerek nagyfoku specifikussagat bizonyitja.

A p-tubulin szekvenciak Blast analizise szintén az
Ascochyta fajokkal mutatott nagyfokt hasonlésagot,
amelyekbdl néhanyat kivalasztottunk és bevontunk
az elemzésbe.

A p-tubulin szekvencia elemzésével kapott
torzsfa alapjan (3. dbra) a vizsgalt Phoma fajok
egyértelmiien elkiiloniiltek a kozel rokon Ascochyta
nemzetség fajaitol.

A Phoma pinodella és a Phoma exigua fajhoz
tartozd izolatumok egymastél jol elhatarolodo
csoportokat alkotnak a fS-tfubulin szekvencia alapjan
is.

Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum a f-
tubulin szekvencia alapjan is a Phoma exigua var.
exigua csoportba keriilt. A Phoma sojicola pedig a
tefl szekvenciahoz hasonldan itt is a Phoma
pinodella csoportba rendez6dott.

3. abra: A tubulin szekvencidk maximum likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a
morfologiai tenyészbélyegeken alapulo faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik
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= Phoma pinodella (EU595352)
= Phoma pinodella (AY831517)
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| Phoma sojicola (EU541434)
_ Phoma sojicola (EU541433)
- Phoma pinodella (EU541417)
= Phoma pinodeila (EU541419)
e *Phoma pinodella (EU541420)
100 = Phoma glomerata (EU541424)
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100 = Phoma plurivora (EU552932) I Phoma
\w. Phoma plurivora (EU552931)
— Phoma exigua (EU541427) i
e Phoma exigua var. exigua (EU541423)
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100 p Phoma exigua var. exigua (EU541422)
| Phyllosticta sojicola (EU595357)
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98 Mycosphaerella rabiei Pﬁﬁdlﬁl}
100 — medicaginis (AY831518) DM
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0.01 Substitutions/site

Figure 3: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by the maximum likelihood analysis of tubulin sequences. The columns

on the right side represent the Phoma section based on morphological characterization

OSSZEGZES

Vizsgalatunk soran 9 Phoma faj 23 izolatumat
vizsgaltuk. El6szor minden egyes fajt morfologiai és

¢élettani  jellegzetességeik alapjdn azonositottunk,

majd elvégeztiikk a molekularis vizsgalatokat.
Vizsgalataink soran a szojan (Glycine max)

eléforduldo  Phoma-szeri gombak  molekularis
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taxonomiai  vizsgalatat végeztik el genetikai
markerek szekvencidinak elemezésével. A szojan
el6forduld, szimptomatologiai €és  morfologiai
hasonlésaguk miatt egymastol alig
megkiilonboztethetd Phoma-szer(i fajok (Phoma
pinodella, Phoma sojicola, Phyllosticta sojicola,
Phoma exigua var. exigua) taxonémiaja terén a mai
napig nagy a bizonytalansag.

A vizsgalt izolatumok morfoldgiai sajatossagai,
bizonyos esetekben rendkiviili hasonlésaga (a Phoma

pinodella és Phoma sojicola kozott)
megkérddjelezheti a  Phoma  sojicola  faji
identitasanak  fenntartdsat  vagy  revizidjanak
sziikségességét.

Molekularis vizsgélatainkhoz harom markert
valasztottunk  (tefl, ITS, tubulin), amelyek
szakirodalmi  adatok alapjan  korabban  mar

alkalmasnak bizonyultak filogenetikai kapcsolatok
tanulmanyozasara mas élolénycsoportokban, igy a
gombak korében is. Filogenetikai vizsgalatok soran
célszerti tobb gént vizsgalni, mivel GCPSR elmélet
szerint (Taylor et al., 2000) tobb gén hasznalatakor
pontosabb és megbizhatobb eredményt kapunk az
egyes filogenetikai kapcsolatokra.

A DNS szekvencia analizise a Phoma fajok
esetében eddig csak kisebb csoportok -elkiilonitd
vizsgalatara korlatozddott.

Az ITS szekvencidkat hasznaltdk fel a Phoma
lingam  teleomorf  alakjanak  (Leptosphaeria
maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének)
vizsgalatara (Mendes-Pereira et al., 2003), illetve a
Phoma  tracheiphila izolatumok  elkiilonitésére
(Balmas et al., 2005). Voigt et al. (2005) egyéb
gének, koztiik az ITS szekvencidk mellett a S-tubulin
gént alkalmaztdk a Phoma lingam teleomorf
alakjanak (Leptosphaeria maculans-Leptosphaeria
biglobosa fajkomplexének) vizsgalatara, valamint
Fatehi et al. (2003) az ,,Ascochyta pinodes komplex”
taxondmai vizsgalatakor. Landvik et al. (2001) a S-
tubulin fehérjét alkoté aminosavak szekvenciajanak
egy részét probalta hasznalni magasabb rendd
taxonok elkiilonitésére az Ascomycota csoporton
beliil. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a p-
tubulin gén kevésbé alkalmas magasabb szinti
rendszertani kapcsolatok elemzésére, mint mas
gének. Nukleotid szinten azonban a p-tubulin gén
informativnak bizonyult az Ascomycota csoportnal
alacsonyabb  szintl  rendszertani  kapcsolatok

elkiilonitésénél (Jong et al., 2001; O’Donnell et al.,
1998; Schoch et al., 2001).

A tefl és p-tubulin szekvencidkat Phoma fajok
filogenetikai vizsgalatanak céljabol ez iddig még nem
alkalmaztak.

Vizsgalatunk soran az ITS szekvencidk mellett a
tefl ¢és a f-tubulin szekvencidkat egyarant
alkalmasnak talaltuk az egyes Phoma izolatumok
genetikai elkiilonitésére. Mindharom szekvencia
alapjan  késziilt filogenetikai tdrzsfa hasonlo
filogenetikai kapcsolatokat mutat.

Eredményeink alapjan a tefl és a p-tubulin
szekvencidk megbizhatobbnak bizonyultak, mint az
ITS, mivel az ITS szekvencidk esetében az egyes
taxonok  kozotti  tavolsagok  (baziskiilonbség),
tovabba a Bayesian utdlagos valdsziniség értékek
nem bizonyultak elég jelentdsnek az egyes taxonok
egymastol valdo megbizhatd, kétségeket kizard
elkiilonitéséhez.

A harom szekvencia koziil kiilonosen a fefl
szekvencia bizonyult a legalkalmasabbnak a Phoma
fajok filogenetikai vizsgalatdhoz, igy a tefl a tobbi
fonalas gombahoz hasonldéan (Druzhinina és
Kubicek, 2005) a Phoma fajok korében is alkalmas
filogenetikai vizsgalatokra.

Az egy fajhoz tartozo izolatumok (Phoma exigua
var. exigua ¢és Phoma pinodella) egymastol jol
elkiiloniilt  csoportokat  alkotnak  mindharom
szekvencia alapjan.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt
izolatum (CBS 301.39) a fefl, ITS és tubulin
szekvencidk alapjan egyarant a Phoma exigua var.
exigua csoportba kerdiilt, ami alatamasztja Kovics et
al. (1999) feltételezését, miszerint a Phyllosticta
sojicola megegyezik a Phoma exigua var. exigua
fajjal. A Phoma sojicola pedig a Phoma pinodella
csoportba keriilt az elemzés soran, mivel tefl, ITS és
tubulin szekvenciajuk gyakorlatilag teljesen azonos.
Ez megerésitheti azt a feltételezést, hogy a Phoma
sojicola a Phoma pinodella egy, a szdjan el6forduld
patovarietasa (Kovics, személyes kozlés).

Mindhdrom szekvencia Bayesian modszerrel
végzett filogenetikai elemzése megerdsitette, hogy az
eredetileg  Phyllosticta  sojicola-ként  deponalt
izoldtum a Phoma exigua var. exigua csoportba, a
Phoma sojicola pedig a Phoma pinodella csoportba
rendez6dott, ami sziikségessé teheti a nevezett
taxonok helyzetének Gjragondolasat.
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