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OSSZEFOGLALAS

A Phoma genusba tartozo gombafajok tobbsége fitopatogén,
opportunista parazita vagy szaprofiton életmédot folytat. Az egyes
Phoma fajokat standard taptalajon megfigyelheté morfologiai
bélyegek alapjan rendszerezik. Mads gombacsoportoknal mar
hasznalt, és tobbé-kevésbé megbizhatonak bizonyult molekularis
markerek szekvencia analizise a Phoma fajoknadl napjainkig alig
keriilt alkalmazasra.

Vizsgdlatainkhoz olyan filogenetikai markert kerestiink, amely
mar megbizhatonak bizonyult mind a fajok kozétti, mind a fajon
beliili csoportok elkiilonitésére mas gombataxonoknal.

Ezek koziil valasztasunk az élévilagban erdsen konzervativ,
transzldcios elongdcios faktor fehérjét kodolo génre (tefl) és a
tubulin fehérjét kodolo génre, illetve rDNS—ben taldlhato (Internal
Transcribed Spacer=ITS) szekvencidkra esett.

Vizsgalatunk soran 11 Phoma faj 24 izolatumat vizsgaltuk. A
fajok  tefl,
elemzését maximum likelihood analizissel végeztiik PAUP*4.0b

tubulin, illetve ITS szekvencidinak filogenetikai
program alkalmazasaval. Uj eredményként értékelhetd, hogy a
nukleinsav szekvencidk alapjan az egyes Phoma taxonok jol
elkiilonithetk egymastol, ami bizonyitjia, hogy a szekvencidk a
Phoma fajokndl is alkalmasak molekularis alapon torténd
filogenetikai rendszerezésre. Az elemzés soran kapott filogenetikai
torzsfa azonban nem minden esetben mutatott egyezést a
morfologia bélyegeken alapulé Phoma taxonokkal.

Mindhdrom likelihood

modszerrel megerdsitette, hogy az eredetileg Phyllosticta sojicola-

szekvencia  analizise maximum
ként depondalt izolatum a Phoma exigua var. exigua csoportba, a
Phoma sojicola pedig a Phoma pinodella csoportba rendezdditt,
ami teheti a nevezett

sziikségessé taxonok  helyzetének

ujragondoldsat.

Kulcsszavak: Phoma, ITS régio, transzldcios elongacios
faktor, tubulin, filogenetika, maximum likelihood

SUMMARY

The Phoma
phytopathogenic, opportunistic parasite, and saprophyte fungal

cosmopolitan genus  contains  mainly

species. Up to now the characterization of Phoma species and

other taxa of Phoma has so far been determined on the basis of

morphology on standardized media, and gene sequence analysis
was only used as a confirmative or distinctive complement.

In this study we have tried to study phylogenetic relationships
by maximum likelihood method in the Phoma genus. We employed
a part of the gene responsible for the synthesis of translation
elongation factor 1 subunit alpha protein (tefl) containing both

introns and exons, a part of the gene responsible for synthesis of

tubulin protein and ITS region containing the internal transcribed
spacer regions 1 and 2 and the 5.8S rDNA as potential genetic
markers to infer phylogenetic relationships among different
Phoma taxa.

Twenty-four isolates of eleven different Phoma species were
firstly characterised by morphologically, and then their tefl,
tubulin and ITS sequences were sequenced and analysed by
maximum likelihood method carried out by PAUP*4.0b program.
According to constructed phylogenetic trees, the different Phoma
taxons are well separated. However these trees do not support the
Phoma based
characterization.

traditional sections on  morphological

The maximum likelihood analyses of all 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 experienced molecular
evidences initiate the demand of reclassification of formerly

mentioned soybean pathogens.

Keywords: Phoma, ITS sequences, translation elongation
factor, tubulin, phylogenetics, maximum likelihood

BEVEZETES

A Coelomycetes osztalyba tartozd6 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).

A tradicionalis és a molekularis mikoldgiaban
tobb 0t is lehetséges az egyes gombafajok
identifikalasara, kezdve a morfoldgiai bélyegekkel,
az élettani és biokémiai funkcidkon at egészen a
legmodernebbnek tekintett nukleinsav szekvencidk
Osszehasonlitd elemzéséig.

Napjainkig a Phoma fajok rendszerezése a tobbi
gombacsoporthoz hasonléan nagyrészt morfologiai,
fenotipusos ¢és fiziologai vizsgalatokon alapult.
Ennek a munkdnak 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 (Boerema et al., 1965,
1968, 1971, 1973, 1977, Boerema és van Kesteren,
1981) mellozte az addig hasznalt gazdandvény vagy
szubsztratum specificitast, mint a Phoma fajok
elsédleges rendszertani kritériumat, €s megprobaltak
mind in vivo, mind in vitro korilmények 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).
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A genus fajainal a piknidium morfologiaja bizonyult
a legfontosabb hasznosithatd 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 nagyséaga és alakja valtozo, a tenyésztési
jellemzdk nélkiilozhetetlennel bizonyultak a fajok
vagy fajon beliili taxonok elkiilonitésében. Néhany
masodlagos anyagcseretermék szintén specifikus
tulajdonsadg lehet egy fajra nézve. Jellegzetes
mintazati kristalyképzodés vagy kémiai reakcioval
(NaOH teszt) kimutathatdé 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 a 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 evolicid
sordn, mint pl. a riboszomalis géneket kodold
szekvenciak.

Molekularis taxonémiai vizsgalatainkba az ITS
régi6 mellett a transzlacios elongécios faktort kodolo
gén (fefl) nagy intronjat, illetve a tubulin fehérjét
koédolo gén egy szakaszat vontuk be, amelyeket mas
él6lény  csoportok mellett a gombaknal s
eredményesen hasznaltak.

Az utébbi években a mikologusok egyre
szélesebb  korben  alkalmazzdk az = rDNS
szekvenciakban talalt variabilitast a taxonok kozotti
rokonsagi viszonyok elemzésére (Avise, 2004).
Népszertiségiiknek egyik f6 oka, hogy a
szekvenalandd régi6 céltudatos megvalasztasaval
megfeleld variabilitds kaphatd a taxonok kozotti
rokonsagi viszonyok feltarasahoz: osztaly, csalad,
nemzetség, faj, sot faj alatti szinteken is (Hillis és
Dixon, 1991; Hibbet et al., 1995; Lutzoni ¢s
Vilgalys, 1995; Moncalvo et al., 1995; Nicholson,
1995; Hopple és Vilgalys, 1999; Pine et al., 1999;
Thon és Royse, 1999; Hibbett & Thorn, 2001; Binder
és Hibbett, 2002). Az ITS szekvencidkat hasznaltak
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).

A translation elongation factor alpha fehérjét
kodolo  tefl gén minden €16 szervezetben
megtalalhatd, és az ITS szekvencidkkal szemben
nagy eldnye, hogy a gén csak egy kopiaban van jelen
a genomban (Baldauf és Doolittle, 1997). A fajok
kozotti és fajon belilli rendszertani kapcsolatok
felderitésére egyarant alkalmas, mint azt Druzhinina
és Kubicek (2005) is bizonyitottdk Trichoderma
fajoknal, illetve Roger et al. (1999) egyéb fajoknal
(pl.  Mucor racemosus, Podospora anserina).
Egyetlen hatranya, hogy a fehérjét kodolo tefl gén
rovidebb, mint mas filogenetikai markerként hasznalt
gének. Mintegy 2 kb hosszlisagu, intront és exont
egyarant  tartalmaz6  szakasz.  Filogenetikai
vizsgalatunkhoz a tef! gén nagy intronjat tartalmazo
fragmentjét valasztottuk.

A tubulin fehérje 1étfontossagu szerepet jatszik az
eukariota sejt felépitésében és miikddésében, hiszen a
mikrotubulusok (melyek a citoszkeletdlis rendszer
alkotorészei) jorészt tubulin molekulakbol épiilnek
fel. Mivel minden eukaridta sejt tartalmaz
mikrotubulusokat, igy tubulin molekuldkat is, ezért
feltételezhetd, hogy a tubulin eredete egyideji az
eukariota szervezetek megjelenésével, mintegy 1,6
milliard évvel ezeldtt (Wang et al., 1999). A tubulint
felépitd fehérjéket kodold gének, kiilondsképpen a
B-tubulint kodold gén, egyre nagyobb figyelmet kap
kiilonbodz6 taxonok kozotti (evolucidsan egymashoz
tavol és egymashoz kozel 1évo taxonok esetében
egyarant) evolucids rokonsagi kapcsolatok elemzése
soran (Keeling és Doolittle, 1996; Baldauf et al.,
2000). A gént alkalmaztdk mar filogenetikai
vizsgalatokra egysejtiicknél, allatoknal, novényeknél
és gombaknal egyarant (Mages et al., 1995; Keeling
et al., 1998; Schutze et al., 1999; Ayliffe et al., 2001;
Edgcomb et al., 2001; Hansen et al., 2004). Voigt et
al. (2005) egyéb gének mellett a B-tubulin gént
alkalmaztak a Phoma lingam teleomorf alakjanak
(Leptosphaeria maculans-Leptosphaeria biglobosa
fajkomplexének) vizsgalatara.

A szekvenciak filogenetikai elemzéseit maximum
likelihood moédszerrel végeztik. A moddszer azt a
torzsfat keresi, amely maximalizalja az adatok
valoszinliségét, éppen ezért leggyakrabban csak egy
torzsfat kapunk a modszerrel. A maximum likelihood
(maximalis valdsziniség) modszer a szekvencia
rendezés soran nyert adatokat arra hasznalja, hogy
meghatarozza a szubsztituciok valdsziniiségét, a négy
nukleotid relativ gyakorisagat, valamint a tranziciok
és transzverziok kiilonbozé valdszinliségeit. Az
adatok figyelembe vételével a modszer azt a torzsfat
valasztja ki, amely maximalizalja az adatok helyes
Osszerendezésének a valosziniségét. A maximum
likelihood moédszer szerint azt a magyarazatot kell
valasztani, amely a kapott eredményt a
legvalosziniibb jelenségként irja le. Az elemzés soran
a modszer az adatokat az Osszes lehetséges modon
Osszehasonlitja. Elméletben az algoritmus egyes
szekvenciak vart valdsziniségét adja meg egy kozos
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Osben, és ezen adatokbol kovetkeztet a filogenetikai
torzsfa felépitésének a valoszinliségére.

A valdszintiséget az 0Osszes, ily moddon alkotott
lehetséges torzsfara kiszamitja, majd megadja a
legvalosziniibb torzsfat. Fontos leszogezni, hogy a
likelihood nem annak a valdsziniisége, hogy az
elemzés soran kapott torzsfa milyen valosziniiséggel
egyezik meg a valddi evolucids torzsfaval, hanem
annak a valészinlisége, hogy a torzsfa milyen
valdszintiségben felel meg annak az adatnak, amit
elemeztiink.

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkban a  Debreceni  Egyetem
Novényvédelmi Tanszékén talalhato
torzsgytjteménybdl 11 Phoma faj, 24 izolatumat
vizsgaltuk (1. tablazat). Minden egyes fajt
morfologiai és élettani jellegzetességeik alapjan
azonositottunk a Boerema et al. (2004) altal
kozreadott Phoma monografia alapjan.

1. tablazat
A Kkisérletbe bevont Phoma fajok listaja
Fajnév(l) __Izolitumkéd@) Gazdanévény(5)
Sajat(3) Eredeti(4)

Phoma pinodella D/035 D/035 Glycine max
Phoma pinodella D/082 D/082 Pisum sativum
Phoma pinodella D/0822 D/0822 Pisum sativum
Phoma pinodella D/045 PD82/550 Hordeum vulgare
Phoma pinodella D/046 PD77/165 Pisum sativum
Phoma pinodella D/095 D/095 Pisum sativum
Phoma pinodella D/159 CBS 318.90 Pisum sativum
Phoma sojicola D/054 D/054 Glycine max
Phoma sojicola D/056 PD97/2160 Glycine max
Phyllosticta sojicola (=Phoma exigua var. exigua?) D/050 CBS 301.39 Glycine max
Phoma exigua var. exigua D/059 D/059 Glycine max
Phoma exigua var. exigua D/075 D/075 Glycine max
Phoma exigua var. exigua D/077 D/077 Glycine max
Phoma exigua var. exigua D/063 PhS8 Petroselinum crispum
Phoma exigua D/145 D/145 Althaea officinalis
Phoma exigua D/146 D/146 Althaea rosae
Phoma exigua var. exigua D/158 ICMP 15330 Agapanthus sp.
Phoma exigua D/157 ICMP 13336 Cucurbita maxima
Phoma exigua var. linicola D/071 PD 86/73 Linum usitatissimum
Phoma plurivora D/155 ICMP 6875 Pennisetum clandestinum
Phoma plurivora D/072 PD 75/907 Medicago sativa
Phoma glomerata D/156 ICMP 15788 Yucca sp.
Phoma glomerata D/034 D/034 Glycine max
Phoma eupyrena D/058 CBS 375.91 Phaseolus vulgaris
Phoma destructiva D/033 D/033 Lycopersicon esculentum
Phoma foveata D/048 PD 76/1021 Chenopodium quinoa
Phoma multirostrata D/044 PD 77/508 Phylodendron sp.
Ascochyta rabiei D/144 D/144 Cicer arietinum
Didymella rabiei D/160 CBS 581.83A Cicer arietinum

Table 1: Isolates of Phoma species

Species(1), Isolate number(2), Our collection(3), Original(4), Host of origin(5)

Az izoldtumokat 50 ml folyékony malata
tapoldatban tenyésztettik 48 oran keresztiil, 100
ml-es Erlenmayer lombikban, s6tétben, 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 amplifikalasdhoz az EF1-728F és
EF1-986R primerpart (Druzhinina és Kubicek, 2005),
a B-tubulin fragment felszaporitasdhoz a Bt2a és Bt2b
pirmerpart (Glass és Donaldson, 1995) hasznaltuk.

A tisztitott PCR termékek szekvenalasit 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 kovetéen a filogenetikai
analizist a PAUP*4.0b (Swofford, 2002) program
segitségével végeztiik, maximum likelihood analizist
végezve. Az evoliciés modellek tesztelését a
Modeltest v.3.7 (Posada ¢és Grandall, 1998)
programmal végeztiik. Akaike information criterium
(AIC) ¢és hierarchical likelihood ratio teszteket
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hasznaltunk a modellek kivalasztasdhoz. Mindharom
esetben az AIC kritérium szerint valasztottuk meg az
evolucios modelleket. Az ITS fragment elemzéséhez
a GTR+I evolucids modellt valasztottuk a kovetkezd
paraméterekkel: az egyes bazisok gyakorisaga
(A=0,2987, C=0,2158, G=0,2482, T=0,2373), a 6
lehetséges szubsztiticid paraméterei (A-C=0,5286,
A-G=3,9034, A-T=1,5164, C-G=0,2882,
C-T=0,9530, G-T=1,000), azonos eloszlasu, az
allandd bazishelyek aranya 0,8475. A tefl fragment
elemzésekor a TVM+I+G evolicidés modell keriilt
kivalasztasra, ahol az egyes bazisok gyakorisaga
(A=0,1858, C=0,3062, G=0,2337, T=0,2744), a 6
lehetséges szubsztiticid paraméterei (A-C=1,9115,
A-G=3,4463, A-T=1,8477, C-G=1,7686,
C-T=3,4463, G-T=1,000), gamma eloszlas, melynek
alakparamétere 2,9239, az allandd bazishelyek
aranya 0,3076. A B-tubulin fragment elemzéséhez a

GTR+G evoltcios modellt valasztottuk, ahol az
egyes bazisok gyakorisdga (A=0,1883, C=0,3027,
G=0,2686, T=0,2404), a 6 lehetséges szubsztiticid
paraméterei (A-C=1,7611, A-G=3,7036,
A-T=3,0483, C-G=0,5541, C-T=9,8991, G-T=1,000),
gamma eloszlas, melynek alakparamétere 0,3759, az
alland6é bazishelyek aranya 0,3759. A torzsfak
készitésében kiilsd csoportként tovabbi fajok tef!
(2. tablazat), 1TS (3. tabldzat) és tubulin (4. tablazat)
szekvencidit is bevontuk a  torzsfak  jobb
megalapozasahoz. A szekvenciakat a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ honlaprél toltottiik le.
A Didymella fabae és a Didymella lentis az
Ascochyta fabae és Ascochyta lentis teleomorf alakja
(Kaiser et al., 1997).

A torzsfak elkészités¢hez a TreeView (Page,
1996) programot hasznaltuk.

2. tablazat

A tefl fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe kiilsé csoportként bevont fajok listaja, valamint tefl

szekvencidjuk hozzaférési szama

Fajnév(1) Izolatum kod(2) Hozzaférési szam(3)

Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831543.1
Ascochyta pisi AP2 DQ386494.1
telef)morf: Didymella lentis anamorf: Ascochyta lentis SAT AL AY831546.1
(Kaiser et al., 1997)

Ascochyta fabae f. sp. Viciae (= Ascochyta fabae) AVI11 DQ386498.1
teleomorf: Didymella lentis anamorf: Ascochyta lentis ALl DQ386493.1
teleomorf: Didymella fabae anamorf: Ascochyta fabae (Kaiser et al., 1997) AF1 DQ386492.1
Phoma pinodella CBS 318.90 AY831542.1
Phoma pinodella WAC 7978 AY831545.1

Forras: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/(4)
Table 2: Species involved in the phylogenetic analyses and the accession number of their tefl fragments
Species(1), Isolate number(2), Accession number(3), Source(4)
3. tablazat
Az ITS fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe bevont fajok listaja, valamint ITS szekvencidjuk hozzaférési
szama
Fajnév(1) Izolatum kod(2) Hozzaférési szam(3)

Phoma exigua var. heteromorpha ? AY899262.1
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 AY831562.1
Phoma glomerata ? AF126816.1
Ascochyta sp. Georgia6 DQ383955.1
Ascochyta pisi AP1 DQ383954.1
Ascochyta lentis MU ALl AY131201.1
Didymella lentis ALl DQ383953.1
Didymella fabae AF1 DQ383952.1
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831558.1

Forrés: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/(4)

Table 3: Species involved in the phylogenetic analyses and the accession number of their ITS fragments

Species(1), Isolate number(2), Accession number(3), Source(4)
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4. tablazat

A B-tubulin fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe bevont fajok listaja, valamint f-tubulin szekvenciajuk
hozzaférési szama

Fajnév(1) Izolatum kod(2) Hozzaférési szam(3)
Phoma pinodella CBS 318.90 AY831517
Phoma pinodella WAC 7978 AY831511
Phoma exigua WAC 7988 AY831509
Phoma medicaginis CBS 316.90 AY831518
Phoma medicaginis var. medicaginis P3 DQ109962
Ascochyta lentis SAT AL AY831508
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831513

Forras: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/(4)

Table 4: Species involved in the phylogenetic analyses and the accession number of their tubulin fragments

Species(1), Isolate number(2), Accession number(3), Source(4)
EREDMENYEK

Els6 1épésként a Phoma fajok morfologiai
azonositasat végeztikk el Boerema et al. (2004)
monografidja  alapjan. A mikroszkopi-  és
telepjellemzék alapjan kapott eredmények azt
mutattdk, hogy a torzsgylijteményiinkben szerepld
fajok valéban megegyeznek az 1. tablazatban
szerepld fajokkal.

Transzlaciés elongacids faktor

reakcidban a felhasznalt primerekkel egy 280-290 bp
nagysagli, a tefl gén nagy intronjat tartalmazo
szakasz szaporodott fel mindegyik izolatum esetében.
A PCR reakcioban melléktermék nem képz6dott,

amely a primerek nagyfoku specifikussagat
bizonyitja. A PCR reakcié utan a felszaporodott
fragmentek szekvenaldsi eredményei alapjan az

elemzést maximum likelihood-tipusu analizissel, a

PAUP*4.0b program (bootstrap=1000)
alkalmazasaval végeztiik el.
A tefl szekvencia maximum likelihood

elemzésével kapott torzsfa alapjan (1. dbra) a
vizsgalt Phoma fajok egyértelmiien elkiiloniilnek
egymastol, illetve a kozel rokon Ascochyta
nemzetség fajaitol. Az egy fajhoz tartozo izolatumok
(Phoma pinodella és Phoma exigua) egymastol jol
elhatarolodo csoportokat (cluster) alkotnak.

Mivel a Phoma és Ascochyta fajok elkiilonitése
morfologiai alapon gyakran nem konnyt feladat az in
vivo kiilonbozd sejtszdmu konidiummal rendelkezd
Phoma (pseudo-Ascochyta) fajok esetében (Fatehi et
al., 2003), ez a molekularis bélyeg tovabbi segitséget
nyujthat a hovatartozas egyértelmii megallapitasahoz.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt
izolatum (CBS 301.39) a tefl szekvencia alapjan a
Phoma exigua var. exigua csoportba keriilt, 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 az fefl szekvencidjuk gyakorlatilag
teljesen azonos. Ez megerdsiti azt a feltételezést,
hogy a Phoma sojicola a Phoma pinodella egy a
szo6jéan eléforduld patovarietasa.

ITS fragment

A PCR reakciot kovetden egy 0,6 kb nagysagn
fragmentum szaporodott fel minden egyes mintaban,
amely tartalmazta az ITS1, ITS2, valamint az 5,8S
régidkat. PCR melléktermék nem képz6dott.

Az ITS fragment alapjan maximum likelihood
analizissel készitett filogenetikai torzsfa (2. dbra)
hasonl6 a fef] fragment alapjan késziilt torzsfahoz.
Az egyes Phoma fajok itt is jol elkiiloniilnek
egymastol, és a tobb izolatummal képviselt fajok
(Phoma pinodella é¢s Phoma exigua) hasonloképpen
clustereket alkotnak.

A Phyllosticta sojicola az TS fragment alapjan is
a Phoma exigua, mig a Phoma sojicola a Phoma
pinodella csoportba rendez6dott.

B-tubulin fragment

A PCR reakcioban egy 300 bp hosszisaga
szakasz szaporodott fel, mely a B-tubulint kodolo gén

A tubulin szekvencidk maximum likelihood
elemzésével készitett filogenetikai torzsfa (3. dabra)
nagyon hasonl6é képet mutat az el6z6 két torzsfahoz.
A Phoma pinodella és Phoma exigua izolatumok
clustert alkotnak, melyekbe rendezédik a Phoma
sojicola és Phyllosticta sojicola az elézbekhez
hasonlén. Az Ascochyta fajok itt is kiilon csoportot
alkatnak a Phoma fajoktol.

41



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2008/30.

1. abra: A tefl szekvencidk maximum likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a
morfoldgiai tenyészbélyegeken alapulo faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik

Phoma plurivora (D/072)
— Phoma plurivora (D/155)
Phoma glomerata (D/156)
Phoma glomerata (D/034)
Phoma pinodella (D/045)
Phomna pinodella (D/159)
Phoma pinodella (AY831545)
Phoma pinodella (D/046)
Phoma pinodella (D/095)
Phoma exigua var. exigua (D/063)
Phoma pinodella (D/035)
Phoma eupyrena (D/058)
Phoma sojicola (D/054)
Phoma sojicola (D/0S6)
Phoma pinodella (D/0822)
I Phoma pinodella (D/082)
Phoma foveata (D/048)
Phoma multirostrata (D/044)
Phyllosticta sojicola (D/050)
Phoma exigua var. exigua (D/075)
Phoma exigua var. exigua (D/077)
Phoma exigua var. linicola (D/071)
Phoma exigua (D/146)
Phoma exigua (D/157)
Phoma exigua var. exigua (D/158)

_ Phoma exigua var. exigua (D/059)
—Wm destructiva (D/033)

Ascochyta rabiei (D/144)
Didymella rabiei (D/160)

Ascochyta lentis (AY831546)
Didymella lentis (DQ386492)

Ascochyta sp. Georgial2 (DQ386496)

Ascochyta pisi (DQ386494)

Ascochyta fabae (DQ386498)

0.1 Substitutions/site Didymella fubue (DQ386492)

IPkom

EPW

Phoma

Phoma

B Phoma

Figure 1: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by the maximum likelihood analysis of tefl sequences. The columns on

the right side represent the Phoma section based on morphological characterization
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2. abra: Az ITS szekvenciak maximum likelihoodelemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a
morfoldgiai tenyészbélyegeken alapulé faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik

— Leptosphaerulina trifolii (AY831558)

Phoma exigua var. exigua (D/059)

Phoma an‘gua var Huicala (D/071)
M Phyllostictoides

Phoma exigua (D/146)

Phoma exigua var. heteromorpha (AY899262)

Phoma exigua (AF550992)

Phoma exigua (AY927784)

Phoma exigua var. populi (AF268189)

I Phoma exigua var. exigua (D/063)

mm pinodella (Dflsy) L

Phones faxrncin (Dmss) I Phoma

Phoma pinodella %?562) i
ma

Phoma pinodella (AY831556)

Phoma pinodella
Phomn?lomm (D%f;%s} =

= Phoma glomerata (D/1
_I fmm 81?1526)6816) E Peyronellaca
Phoma plurivora (D/072)
Phoma plurivora (D/155)

Phoma

Phoma herbarum (DQ132841)
Phoma herbarum (AY293803)

D!dymaﬂafm(?q (DQ3839%2)
Ascochyta lentis (DQ383953)

Pho ultirostrata (D/044
B ;szm @) i B Proma
Pkoﬁ Dindoella ((gmsz)) u Phyllostictoides

0.01 Substitutions/site

Figure 2: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by maximum likelihood analysis of ITS sequences. The columns on the
right side represent the Phoma section based on morphological characterization
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3. dbra: A tubulin szekvencidk maximum likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a
morfoldgiai tenyészbélyegeken alapul6 faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik

Leptosphaerulina trifolii (AY831513)
Ascochyta lentis (AY831508)
Phoma pinodella (D/050)
Phoma pinodella (AY831517)
Phoma pinodella (AY831511)
Phoma pinodella (D/045)
Phoma pinodella (D/095)
Phoma sojicola (D/056)
Phoma sojicola (D/054)
Phoma pinodella (D/046)
Phoma exigua var. exigua (D/063)
Phoma pinodella (D/035)
Phoma eupyrena (D/058)
Phoma glomerata (D/034)
Phoma glomerata (D/156)

Phoma plurivora (D/072)

Phoma plurivora (D155)
Phoma multirostrata (D/044)
Phoma foveata (D/048)
Phoma pinodella (D/082)
Phoma pinodella (D/0822)

fa (D/0S(
Phoma exigua var. exigua (D/075)
Phoma exigua var. exigua (D/077)
Phoma exigua var. linicola (D/071)
Phoma exigua (AY831509)
Phoma exigua (D/145)
Phoma exigua (D/157)
Phoma exigua var. exigua (D/158)
e Ascochyta rabiei (D/160)

Didymella rabiei (D/144)

Phoma medicaginis (AY831518)

Phoma medicaginis var. medicaginis (DQ109962)

0.1 Substitutions/site

Phoma exigua var. exigua (D/059)

Phyllostictoides

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

OSSZEFOGLALAS

A tefl gén, a tobbi fonalas gombahoz hasonloan
alkalmasnak latszik a Phoma fajok filogenetikai
elemzésére maximum likelihood modszerrel. Az ITS
fragment maximum likelihood modszerrel torténd
filogenetikai elemzése hasonld eredményt ad, mint a
tefl fragment. Tehat mas taxonokon végzett
vizsgalatokhoz hasonléan az ITS fragment a Phoma
genus filogenetikai vizsgalataira is alkalmas. A
tubulin  szekvencidk  ugyancsak  alkalmasnak

bizonyultak a vizsgalt Phoma fajok elkiilonitésére
maximum likelihood analizist végezve.

Mindharom fragment analizise maximum
likelihood mobdszerrel megerdsitette, hogy az
eredetileg  Phyllosticta  sojicola-ként  deponalt

izolatum a Phoma exigua var. exigua csoportba, a
Phoma sojicola pedig a Phoma pinodella csoportba
rendez6dott, ami sziikségessé teheti a nevezett
taxonok helyzetének ujragondolasat. A  vizsgalt
szekvencidk koziil a fefl latszik leginkabb
alkalmasnak a Phoma fajok Aschochyta fajoktol
torténd elkiilonitésre.
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