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OSSZEFOGLALAS

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

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

Ezek koziil valasztasunk az élévilagban erdsen konzervativ,
transzlacios elongdcios faktorra (tefl) esett, melynek intron
régidja az rDNS-ben taldlhato (Internal Transcribed Spacer=ITS)
szekvenciak mellett az egyik leggyakrabban alkalmazott alternativ
filogenetikai marker. A tefl szekvencia dltal kodolt fehérje (EF-1a)
az evolucio soran konzervativ, minden sejtben megtaldlhato, a
fehérjeszintézisben kulcsfontossagu protein.

Szamos tanulmany tamasztja ala, hogy a tefl szekvencia
rendelkezik azon tulajdonsdgokkal, amelyek alkalmassa teszik a
fajon beliili és a fajok kozotti  filogenetikai kapcsolatok
meghatdrozdsadra.

Vizsgalatunk soran 11 Phoma faj 12 izolatumabol izolaltunk
genomi DNS-t, majd két specifikus primerrel (EF1-728F és EFI-

986R) amplifikaltuk a tefl gén nagy intronjat tartalmazo
szakaszat, és meghatdroztuk azok szekvencidjat. A  fajok
filogenetikai  elemzését  tefl  szekvencidk — parsimony-tipusi

elemzésével végeztiik a PAUP*4.0b program alkalmazdsaval. A
tefl szekvencidak alapjan az egyes Phoma fajok jol elkiilonitheték
egymastol, ami bizonyitja, hogy a tefl szekvencia a Phoma
fajoknal is alkalmas molekularis alapon torténd filogenetikai
rendszerezésre. Az elemzés soran kapott filogenetikai torzsfa
azonban nem minden esetben mutatott egyezést a morfologia
bélyegeken alapulo Phoma taxonokkal. A tef] szekvencia alapjan a
Phoma fajok egyértelmiien elkiiloniilnek a kozeli rokon Ascochyta
fajoktol is.

Kulcsszavak: Phoma, ITS régio, transzlicios elongdcios
faktor, filogenetika

SUMMARY

The Phoma
phytopathogenic, opportunistic parasites, and saprophyte fungal

cosmopolitan genus  contains  mainly
species. Up to now, the characterization of Phoma species and
other taxa of Phoma has 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 tried to find molecular markers which can be
used as phylogenetics markers in the molecular based
classification in the Phoma genus.

We employed a part of the translation elongation factor 1
subunit alpha (EF-1o=tefl) containing both introns and exons 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. Twelve
different Phoma species sequences were analysed together with
the closely related Ascochyta ones. The constructed phylogenetic
trees, based on tefl and ITS sequences, do not support the
Phoma based
characterization. However, we managed to distinguish between the

traditional sections on  morphological
Phoma strains and Ascochyta species by comparing their tefl
sequences through parsimony analysis. We proved that a tefl can
be a useful phylogenetic marker to resolve phylogenetic
relationships at species level in Phoma genus.

Both parsimony sequence analyses confirmed that the
Phyllosticta sojicola species is identical to the Phoma exigua var.
exigua species as Kévics et al. (1999) claimed. However, the
evolutionary distance by ITS sequences within Phoma species is
too small to get well based consequences for the phylogenetic
relationships of Phoma genus.

Further investigations would be necessary to clarify whether
the tefl and ITS sequences as phylogenetic molecular markers are

well suited for the classification of Phoma species.

Keywords: Phoma, ITS sequences, translation elongation

factor, phylogenetics

BEVEZETES

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

A tradiciondlis és a molekularis mikologidban
tobb 0t is lehetséges az egyes gombafajok
identifikalasara, kezdve a morfologiai bélyegekkel,
az ¢lettani és biokémiai funkcidkon at egészen a
legmodernebbnek tekintett nukleinsav szekvencidk
Osszehasonlito elemzéséig.

A gombataxonomiaban jelenleg 3 elfogadott faj
fogalom van elterjedve: a morfologiai, a bioldgiai, és
a filogenetikai. A morfologiai faj fogalom az egyes
gombafajok morfologiai megjelenését, bélyegeit
veszi alapul, és ennek alapjan rendszerezi oket. A
biologiai faj fogalom szerint azon populaciok
tartoznak egy fajba, amelyek egymassal szexualis
uton szaporodasi kozosséget alkotnak (Mayr, 1940).
A biologia faj fogalom azonban csak korlatozva
hasznalhatd a gombak taxonjaira, mivel a gombak
mintegy 20%-a nem rendelkezik meiosporaval, azaz
szexualis uton szaporodni nem képesek (Reynolds és
Taylor, 1993). Ennek ellenére nagyon sok
aszexualisan szaporodd gombafaj, beleértve a Phoma
genus tagjait is, meglep6en nagy genetikai
variabilitassal rendelkezik (Khon, 1995; Talhinhas
et al., 2002).
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A legujabb, filogenetikai faj fogalom bizonyos
nukleinsav ~ szekvencidk  valtozatossagat (DNS
polimorfizmus) alapul véve probalja meghatarozni a
kiilonbségeket vagy azonossagokat az izolatumok
kozott.  Harrington és  Rizzo (1999)  szerint
filogenetikai szempontbol azonos fajnak tekintendd a
populaci6  azon legkisebb  egysége, amely
bizonyithatoan egy kozos Ostdl szarmazik, és
valamilyen egyedi, jol diagnosztizalhatd fenotipusos

jelleggel rendelkezik.
A gombafajok tObbségének rendszerezése
egészen napjainkig a régebbi, tradicionalisnak

tekintett morfoldgiai alapon, esetenként a biologiai
faj kategoria alapjan tortént. A morfologiai alapu faj
meghatarozasnak azonban gyakori gyengesége, hogy
a morfoldgiai alapon egy fajba sorolt izolatumokrol a
genetikai vizsgalatok alapjan bebizonyosodik, hogy
valdjaban nem egy fajba tartoznak. Mivel a Phoma
fajok tobbsége nem szaporodik ivaros uton, csak
ivartalanul, ezért a biologiai faj fogalom nem
alkalmazhaté erre a genusra. A morfologia faj
fogalom viszont, a fentebb emlitett okok miatt nem
ad mindig megbizhat6 eredményt.

A molekularis biologia rohamos fejlédésének
koszonhetden elérhetévé valik a taxondmusok
szamara a filogenetikai Osszefiiggések feltarasa.
Taylor et al. (2000) szerint a filogenetikai modszerek
hamarosan széles korben elterjedtté és népszertivé
valnak a gombataxondmiaval foglalkozo
mikologusok korében, mivel egyarant alkalmazhato
ivarosan ¢és ivartalanul szaporod6 fajokra is.

Napjainkig a Phoma fajok rendszerezése a tobbi
gombacsoporthoz hasonléan nagyrészt morfologiai,
fenotipusos és fiziologai 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.

A ’90-es évek kozepén a molekularis biologia és
a biokémia fejlédésének kdszonhetden izoenzimeket
(fehérje polimorfizmus) probaltak meg molekularis
markerként hasznalni a Phoma genusban, hogy
elkiilonitsék a morfoldgiailag azonos megjelenésii, de
feltételezhetéen eltérd fajhoz tartozd izolatumokat
(Kdvics és Gruyter, 1995).

A késObbiek soran azonban a fehérje
polimorfizmus profil meghatarozasokat egyre inkabb
felvaltottdk a DNS polimorfizmus vizsgalatok a
filogenetikai céllal torténd elemzések soran.

A DNS polimorfizmusnak, amely egy adott gén
(marker) nukleinsav sorrendjének valtozatossagan
alapszik, harom nagy elénye van a fehérje
polimorfizmussal szemben. Az els6, hogy a
szekvencia valtozas mar az elsdé szinten, a DNS
szintjén kimutathat6. A masodik elény, hogy DNS
szinten sokkal nagyobb valosziniiséggel torténnek
evolucios valtozasok, (amelyek nem biztos, hogy
fehérje szinten is megmutatkoznak), és végiil ehhez
kapcsolodik a harmadik elény is, hogy ezen
valtozasok nincsenek szelekciés nyomasnak kitéve,
hacsak nem befolyasolja jelentésen az egyed

fenotipusat, igy azok hosszabb tavon képesek
fennmaradni a genomban.

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

A filogenetikai célu szekvencia Osszehasonlitas
nagyrészt olyan genom szakaszok vizsgalatan alapul,
amelyek minden éldlényben eldfordulnak, és
meglehetdsen konzervativak maradnak az evolicio
soran, mint pl. a riboszémalis géneket kodold
szekvenciak. Ezek koziil nagyon sok tudomanyos
munka alapszik az ugynevezett ITS (Internal
Transcribed Spacer) régidé vizsgalatdn, annak
koszonhetden, hogy ennek a régionak a nukleinsav
sorrendjén, amely nagy variabilitdst mutat mas
régiokhoz 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) talalnak, amelyek
tulajdonsagaikbol adodoan alkalmasak lehetnek
filogenetikai kapcsolatok elemzésére.

Vizsgalatunkban az ITS régié mellet a mas
¢l6lény  csoportok mellett a gombaknal s
eredményesen hasznalt transzlaciés elongacios
faktort kodold gén (fefl) nagy intronjat tartalmazo
szakaszat hasznaltuk a Phoma fajok kozotti
filogenetikai kapcsolatok vizsgalatara.

Filogenetikai kapcsolatok feltdrasara az egyik
leggyakrabban haszndlt molekuldris markerek a
riboszomalis géneket kodold szekvencidk (rDNS)
(Avise, 2004). Ezek koziil is kiilonésen azok,
amelyek gyakorlatilag azonos szekvenciaju tandem
masolatként vannak jelen a genomban. Minden egyes
masolat rendelkezik kodold és nem kodold régiokkal.
A kédold régiokhoz tartoznak a 18S, 5.8S, és 28S
alegységeket kodolo gének (Gerbi, 1985), amelyek
sokkal kevésbé valtozékonyak, mint a nem kodold
szakaszok. Ez utobbiak lehetnek atirtak, mint az
Internal Transcribed Spacer 1 és 2, valamint olyan
régiok, amelyek nem irddnak at (Intergenic Spacer
1 és 2). Mivel a koédolo régiok evolucidésan erdsen
konzervaltak, az évmilliok alatt alig valtozott
szakaszok, ezért féleg nagyobb taxonok rokonsagi
viszonyainak megallapitasara hasznaljak (Hillis és
Dixon, 1991). A két ITS régiot, evoliiciés mércével
mérve viszonylag gyorsan valtozé tulajdonsagaibol
adodoan, tobbségében alacsonyabb szintl
rendszertani kapcsolatok vizsgéalatanal hasznaljak,
mint példaul kozel rokon fajok vagy populaciok
egymastol vald elkiilonitésére gombaknal,
ndvényeknél és allatoknal egyarant (Baldwin, 1992;
Schldtterer et al., 1994; Mai és Coleman, 1997;
Weekers et al., 2001; Oliverio et al., 2002; Chen et
al., 2000, 2002).

Vizsgalatunkhoz az rDNS régié egy olyan
szakaszat valasztottuk, amely tartalmazza a ITS 1 és
2, valamint az 5,8 rDNS egy részét
(1. abra).
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1. dbra: az ITS régio sematikus vazlata, valamint a PCR reakciéban hasznalt primerek helyzete
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Forras: White et al., 1990
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Figure 1: Schematic structure of ITS region in Phoma spp. and location of primers for phylogenetic analysis

A ,translation elongation factor 1 subunit alpha”
(EF-1a) fehérje a sejten belill a citoszolban talalhato.
Eukariotaknal és  Archaea baktériumoknal a
fehérjeszintézis folyamataban elsddleges funkciodja,
hogy katalizalja a GTP fliggd aminoacil-tRNS
komplex felbomlasat (Moldave, 1985). Az EF-la
fehérje, és igy a fehérjét kodold gén is erdsen
konzervalt az ¢élévilagban, ami alkalmassa teszi a
filogenetikai vizsgalatokra (Roger et al., 1999). A
fehérjét kodold tefl gén minden él6 szervezetben
megtalalhato és az ITS szekvencidkkal szemben nagy
elénye, hogy a gén csak egy kdpidban 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 bizonyitottak 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  tartalmazo szakasz. Filogenetikai
vizsgalatunkhoz a fef] gén nagy intronjat tartalmazo
fragmentjét valasztottuk (2. abra).

Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestik a
valaszt, hogy az ITS régi6 valamint a EF-1a fehérjét
kodolo tef] gén alkalmas-e rendszertani vizsgalatokra
a Phoma genusban?

2. abra: tefl gén sematikus vazlata, valamint a PCR reakciéban hasznalt primerek helyzete
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Figure 2: Schematic structure of tefl gene in Phoma spp. and location of primers for phylogenetic analyses (Druzhinina and Kubicek,

2005)
ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkban ~a  Debreceni  Egyetem
Novényvédelmi Tanszékén talalhato
torzsgytijteménybdl 11 Phoma faj 12 izolatumat
vizsgaltunk (/. tdbldzaf). Minden egyes fajt
morfologiai és élettani jellegzetességeik alapjan
azonositottunk a Boerema et al. (2004) altal
kozreadott Phoma monografia alapjan.

Az izoldtumokat 50 ml folyékony malata
tapoldatban tenyésztettiik 48 oran keresztiil, 100
ml-es Erlenmayer lombikban, so6tétben, razatva
(125 rpm). A sejteket dorzsmozsar segitségével,
folyékony nitrogén jelenlétében tartuk fel, majd
genomi DNS-t izolaltunk E.Z.N.A.® Fungal DNA
Isolation Kit (Omega Bio-tek Inc., USA)
alkalmazasaval, a gyartd utasitdsai szerint. A ITS
fragment felszaporitasdhoz az SR6R és LRI
primerpart (White et al., 1990), mig a tefl fragment

amplifikalasahoz az EF1-728F ¢és EF1-986R
primerpart hasznaltuk (Druzhinina és Kubicek,
2005). A tisztitott PCR termékek szekvenalasat 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 kdvetéen a filogenetikai
analizist a PAUP*4.0b (Swofford, 2002) program
segitségével végeztilk, parsimony-tipusu analizist
végezve, heurisztikus keresést alkalmazva, ami a
felrajzolhat6 torzsfak koziil megkeresi a legkevesebb
bazisvaltozast tiikroz6t. A torzsfak készitésében
kiilsé csoportként tovabbi fajok tefl (2. tablazat) és
ITS (3. tabldzat) szekvenciait is bevontuk. A torzsfa
készitésé¢hez a TreeView programot hasznaltuk. A
felrajzolt torzsfat bootstrap analizissel
(1000 ismétlés) ellendriztiik.
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1. tablazat
A Kkisérletbe bevont Phoma fajok listaja
Fajnév(l) __lzolitumkéd@) Gazdanévény(5)
Sajat(3) Eredeti(4)

Phoma eupyrena D/058 CBS 375.91 Phaseolus vulgaris
Phoma destructiva D/033 ? Lycopersicon esculentum
Phoma pinodella D/035 D/035 Glycine max
Phoma foveata D/048 PD 76/1021 Chenopodium quinoa
Phoma herbarum D/143 MTCC 2319 ?
Phoma exigua var. exigua D/075 D/075 Glycine max
Phoma exigua var. exigua D/077 D/077 Glycine max
Phoma exigua var. linicola D/071 PD 86/73 Linum usitatissimum
Phoma glomerata D/034 D/034 Glycine max
Phoma multirostrata D/044 PD 77/508 Phylodendron sp.
Phoma plurivora D/072 PD 75/907 Medicago sativa
Phyllosticta sojicola (=Phoma exigua var. exigua ?) D/050 CBS 301.39 Glycine max

Table 1: Isolates of Phoma species

species(1), isolate number(2), our collection(3), original(4), host of origin(5)

EREDMENYEK

Els6é 1épésként a Phoma fajok morfologiai
azonositasat végeztik el Boerema et al. (2004)

monografiaja  alapjan. A mikroszkopi-  és
telepjellemzok alapjan  kapott eredmények azt

mutattadk, hogy a torzsgylijteményiinkben szerepld
fajok valéban megegyeznek az 1. tablazatban
szerepld fajokkal.

Transzlacios elongaciés faktor

A genomi DNS izolaciojat kovetéen a PCR
reakcioban a felhasznalt primerekkel (EF1-728F és
EF1-986R) egy 280-290 bp nagysagu, a fefl gén
nagy intronjat tartalmazo szakasz amplifikalodott
mind a 12 izolatum esetében. A PCR reakcioban
melléktermék nem képzodott, amely a primerek
nagyfoku specifikussagat bizonyitja. A PCR reakcio
utan az felszaporodott fragmentek szekvenalasi
eredményei alapjan az elemzést parsimony-tipusu
analizissel, a PAUP*4.0b program (bootstrap=1000)
alkalmazasaval végeztikk el. A filogenetikai torzsfa
készitésében tovabbi Ascochyta és Phoma fajok tefl
szekvenciait is bevontuk (2. tabldzat), valamint kiilsé

csoportként a Phoma fajoktél két tavolabbi
Ascomycota faj, a Claviceps sorghi ¢és a
Leptosphaerulina trifolii tefl szekvenciait
hasznaltuk.

A tefl szekvencia elemzésével kapott torzsfa
alapjan (3. dbra) a vizsgdlt Phoma fajok

egyértelmiien elkiiloniiltek a kozel rokon Ascochyta
nemzetség fajaitol. Mivel a Phoma és Ascochyta
fajok elkiilonitése morfologiai alapon gyakran nem
konnyt feladat az in vivo kiilonbozd sejtszamu
konidiummal rendelkezé Phoma (pseudo-Ascochyta)
fajok esetében, ez a molekularis bélyeg tovabbi
segitséget nyujthat a hovatartozas egyértelmii
megallapitasdhoz.

2. tablazat
A tefl fragmentek alapjan késziilt filogenetikai
torzsfakészitésbe Kkiilsé csoportként bevont fajok listaja,
valamint a tefl szekvencidjuknak hozzaférési szama

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

Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831543.1
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) AV DQ386498.1
teleomorf: Didymella len.tis ALL DQ386493.1
anamorf: Ascochyta lentis
teleomorf: Didymella fabae
anamorf: Ascochyta fabae AF1 DQ386492.1
(Kaiser és mtsai, 1997)
Claviceps sorghi ? AY960837.1
Claviceps sorghi ? AY960836.1
Phoma pinodella CBS 318.90 AY831542.1
Phoma pinodella WAC 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)

A Phoma fajok egy része (P. plurivora, P.
herbarum,  P.  desrtuctiva, P.  glomerata)
egyértelmiien elkiilonitheték a tefl szekvencia
segitségével a tobbi vizsgalt Phoma fajtol. Mas
résziik fajcsoportot alkot a tefl szekvenciak alapjan.
Nem kiilonithetéek el egymastol a Phoma foveta és
Phoma multirostrata, valamint a Phoma pinodella és
Phoma eupyrena fajok sem. A tobb izolatummal is
képviselt fajok mind egy csoportba keriiltek az
elemzés soran, ami megerdsiti a fefl szekvencia
alkalmassagat a Phoma fajok elkiilonitésére.
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Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt miszerint a Phyllosticta sojicola megegyezik a
izolatum (CBS 301.39) a tefl szekvencia alapjan a Phoma exigua var. exigua fajjal.
Phoma exigua var. exigua csoportba keriilt, ami Az egyes csoportok nem mutatnak egyezést a
alatamasztja Kovics et al. (1999) feltételezését, morfologia bélyegeken alapulé Phoma taxonokkal

(Boerema et al., 2004) (3. dbra).

3. abra: A tefl szekvenciak parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa

Leptosphaerulina trifolii
Phoma plurivora (D/072)
Phoma herbarum (D/143) Phoma
79 .
Phoma destructiva (D/033)
57 :
Phoma exigu var. linicola (D/071)
0 Ph (D/077)
5] oma exigua var. exigua
97 L ¢ Phyllostictoides
Phoma exigua var. exigua (D/075)
Phyllosticta sojicola (D/050)
100 |Phomafoveara (D/I048) Phyllostictoides
Phoma multirostrata (D/044) 3 Phoma
21
| Phoma glomerata (D/034) ::: Peyronellaea
81 Phoma pinodella (CBS 318. 90)
100 F Phoma pinodella (D/035) Plyllosiicioides
b Phoma pinodella (WAC 7978)
Phoma eupyrena (D/058) 3 Phoma
Aschochyta pisi
Q7 Didymella lentis
q
Ascochyta lentis
51
‘{ Didymella fabae
Ascochyta fabae f. sp. viciae
100 I- Claviceps sorghi

L Claviceps sorghi

— 10 baziscsere/hely
Megjegyzés: A vonalakra irt szamok az elagazas valdsziniiségét jelolik, szazalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis
alapjan kaptunk. Az 50%-nal kisebb valdsziniiségli eldgazasok értékeit nem tiintettiik fel. Jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai
tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik.(1)

Figure 3: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by the parsimony analysis of ITS sequences.
The numbers above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000) values. The columns on the right side represent the Phoma section
based on morphological characterization.(1)
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A DNS szekvencia analizise a Phoma-k esetében
eddig csak kisebb csoportok elkiilonitd vizsgalatara
korlatozodott. Az ITS szekvencidkat hasznaltak fel a
Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria
maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének)
vizsgalatara (Mendes et al., 2003), illetve a Phoma
tracheiphila izolatumok elkiilonitésére (Balmas et al.,
2005). Vizsgalataink alapjan a transzkripcios
tartalmazé DNS szakasz megfelelden hasznalhatd a
Phoma fajok elkiilonitésére a kozeli rokon Ascochyta
fajoktol.

A tefl szekvencia vizsgalata alapjan az Osszes
Phoma egyetlen, a kozeli rokon Ascochyta genus
megvizsgalt fajaitol elkiiloniilé csoportot alkot. Ez a
Phoma genus monofiletikus eredetét bizonyitja.

A tefl szekvencia az analizalt 11 Phoma faj 14
izolatumanak  Osszehasonlito  elemzése alapjan
alkalmasnak latszik a Phoma fajok egy részének
egymastol valo elkiilonitésére. A fefl szekvenciak
alapjan egymastol el nem kiilonithetd fajok esetében
(Phoma pinodella és Phoma eupyrena) tovabbi
variabilis szekvenciak vizsgalata sziikséges.

ITS fragment

A PCR reakciét kovetéen egy 0,6kb nagysagu
fragment szaporodott fel mindenegyes mintaban,
amely tartalmazta az ITS1, ITS2, valamint az 5,8S
régiokat.

Az ITS fragment filogenetikai analizisé¢hez
tovabbi  Phoma, Ascochyta, Leptosphaeria és
Didymella fajokat is bevontunk, amelyeknek az ITS
szekvencidit a NCBI altal tizemeltettet GenBank-bol
toltottiik le (3. tabldzat).

Az ITS szekvencidk alapjan késziilt filogenetikai
torzsfa a 4. abran lathato.

A kiilonbség Phoma és Ascochyta, Leptosphaeria
és Didymella fajok kozott nem volt jelentOs,
minddssze  csak 23 bazishelyet  tekintett
informativnak a program a parsimony elemzés soran.
Valamint bootstrap elemzést kovetéen csak 3
klaszternek volt 80%-nal nagyobb a valdszinisége.

Az ITS szekvencia parsimony elemzése alapjan is

a Phyllosticta sojicola a Phoma exigua csoportba
keriilt csakigy, mint a tef] szekvencia alapjan. A
Phoma foveta és Phoma multirostrata a tefl
szekvencidhoz hasonlon az ITS szekvencia alapjan is
egy csoportba keriilt.
A tovabbiakban az ITS szekvenciat egyéb modszerrel
sziikséges elemezni, mint példaul a MEGA vagy
maximum likelihood mddszer, amely a parsimony
analizisnél megbizhatdobb torzsfat eredményezhet.

3. tablazat

Az ITS fragmentek alapjan késziilt filogenetikai
torzsfakészitésbe bevont fajok listaja, valamint az ITS
szekvencidjuknak hozzaférési szama

Fajnév(l) Izo,lzitum Hoz?éférési
kod(2) szam(3)
Phoma exigua var. 9 AY299262.1
heteromorpha
Phoma exigua CSL 20316964 | AY550992.1
Phoma exigua var. populi CBS 100167 AF268189.1
Phoma exigua var. CBS 11328 | AF268187.1
linicola
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 CBS 318.90 AY831562.1
Phoma pinodella WAC 7978 AY831556.1
Phoma glomerata ? AF126816.1
Phoma glomerata ? AY618248.1
Phoma glomerata ? AY183371.1
Phoma eupyrena Gr61 AJ890436.1
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831558.1
Ascochyta sp. Georgiab DQ383955.1
Ascochyta pisi API DQ383954.1
Ascochyta lentis MU AL1 AY131201.1
Didymella lentis ALl DQ383953.1
Didymella fabae AF1 DQ383952.1

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

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

OSSZEGZES

A tefl szekvencia, a tobbi fonalas gombahoz
(Druzhinina  és  Kubicek, 2005) hasonléan
alkalmasnak latszik a Phoma fajok filogenetikai
elemzésére. Az ITS szekvencidk parsimony
modszerrel torténd filogenetikai elemzése nem ad
megbizhatd eredményt, amelynek egyik oka az lehet,
hogy a szekvencia kevés variabilis bazishelyet
tartalmaz. Ez egyben azt is jelentheti, hogy az
evolucios tavolsag az ITS szekvencia alapjan az
egyes Phoma fajok kozott tal kicsi ahhoz, hogy
rokonsagi kapcsolatokat allapitsunk meg a Phoma
nemzetségben. Mas nemzetségekhez hasonloan
tovabbi szekvenciak bevonasa sziikséges, mint pl. az
actin vagy tubulin a filogenetikai elemzésekbe
Mindkét szekvencia elemzés megerdsitette azt a
korabbi feltételezést (Kovics et al., 1999), hogy a
Phyllosticta sojicola azonos a Phoma exigua var.
exigua fajjal.
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4. abra: Az ITS szekvencidk parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa

— Leptosphaerulina trifolii (WAC 6693)
Phoma glomerata (AY618248)

— Phoma plurivora (D/072)
— Phomact.

Ascochyta sp. Georgia6

Phoma eupyrena 8
Phoma destructiva (D/033)
Phoma pinodella (CBS 318.90)
Phoma pinodella (WAC 7978)
[Phoma pinodella (D/035)
64, Phoma pinodella (VPRI 32177)
Phoma pinodella (VPRI 32171)
lé_a‘Phoma glomerata (AF126816)
Phoma glomerata (D/034)

— 1 changes

79

Phoma glomerata (AY183371)
Phoma foveata (D/048)
Phoma multirostrata )
51 — Phoma herbarum (D/143)
69

Phoma exigua vat. heteromorpha

Phoma exigua var. exigua (CSL 20316964)
Phoma exigua var. populi (CBS 100167)
Phoma exigua var. linicola (CBS 113.28)
Phoma exigua var. exigua (AY927784)
Phoma exigua var. exigua (D/075)

Phoma exigua var. exigua (D/077)
Phyllosticta soficola (D/050)

Phoma exigua var. linicola (D/071)

(Gr61)
92 = Phoma herbarum (DQ132841)
| Phoma herbarum (ATCC 12569)

EPkoma
Phyllostictoides

Pe)meﬂm

Megjegyzés: A vonalakra irt szamok az elagazas valdsziniiségét jelolik, szazalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis
alapjan kaptunk. Az 50%-nal kisebb valosziniiségli elagazasok értékeit nem tiintettiik fel. Jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai
tenyészbélyegeken alapulo faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik.(1)

Figure 4: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by the parsimony analysis of ITS sequences
The numbers above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000) values. The columns on the right side represent the Phoma section

based on morphological characterization.(1)
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