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SZOJAN ELOFORDULO PHOMA-SZERU GOMBAK FILOGENETIKAI
VIZSGALATA BAYESIAN MODSZERREL

Irinyi Laszlé — Kovics Gyorgy — Sandor Erzsébet
Debreceni Egyetem, Agrar-és Miiszaki Tudoméanyok Centruma, Novényvédelmi Tanszék,
Debrecen

Irodalmi attekintés

A Coelomycetes osztalyba tartozd Phoma genus viladgszerte elterjedt, tobbségében
fitopatogén, opportunista parazita vagy szaprofiton életmddot folytatd fajokat foglal magéba.
Napjainkig mintegy 2000 Phoma fajt azonositottak vilagszerte (Boerema és mtsai, 2004).

Napjainkig a Phoma fajok rendszerezése a tobbi gombacsoporthoz hasonldéan nagyrészt
morfologiai, fenotipusos ¢és fizioldogai vizsgalatokon alapult. Ennek a munkdnak az
Osszefoglalasaként a kozelmultban jelent meg egy monografia Phoma ldentification Manual
cimmel (Boerema ¢s mtsai, 2004), amelyben a szerzok 6sszegzik a Phoma fajok morfoldgiai
szempontok alapjan, tobb mint 40 év kutatasi eredményei nyoman tisztazott rendszerét.

Boerema ¢€s munkatarsai (Boerema €s mtsai, 1965, 1968, 1971, 1973, 1977, 1981) mellozte
az addig hasznalt gazdanovény vagy szubsztratum specificitast, mint a Phoma fajok
elsddleges rendszertani kritériumat és megprobaltdk, 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 faldnak szerkezetét, valamint azt, hogy a piknidium rendelkezik-e
sertével (setae). A genus fajaindl a piknidium morfoldgidja bizonyult a legfontosabb
hasznosithatd bélyegnek az egyes szekciok elkiilonitésénél. A piknidiumok rendszerint
csupaszok, de esetenként a serték (setae) jelenléte €s a pikindiumfal morfologidja szintén
taxondmiai  jelleggel bir. Ugyancsak taxonomiai jelentéseget tulajdonitanak a
dictyoclamidospdra meglétének is. Tekintettel arra, hogy a piknidiumok €s a konidiumok
nagysaga és alakja valtozo a tenyésztési jellemzok nélkiilozhetetlennel bizonyultak a fajok
vagy fajon beliili taxonok elkiilonitésében. Néhany mdasodlagos anyagcseretermék szintén
specifikus tulajdonsag lehet egy fajra nézve. Jellegzetes mintdzati kristalyképzodés vagy
kémiai reakcioval (NaOH teszt) kimutathatd pigmentképzés (,,E” metabolit) segitik a gyors
azonositast (van der Aa és mtsai, 1990; Noordeloos ¢€s mtsai, 1993).

A ’90-es évek kozepén a molekuléris bioldgia és a biokémia fejlodésének koszonhetden
izoenzimeket (fehérje polimorfizmus) prébaltak meg molekuldris markerként hasznalni a
Phoma genusban, hogy elkiilonitsék a morfoldgiailag azonos megjelenésii, de feltételezhetéen
eltérd fajhoz tartozo izolatumokat (Monte €s mtsai, 1990, 1991; Kovics €s de Gruyter, 1995;
Saniewska €s Prus-Glowacki, 1998; K6vics, 2004).

Mas gombacsoportokndl mar hasznalt, és tobbé-kevésbé megbizhatonak bizonyult
molekularis markerek szekvencia analizise a Phoma fajoknal mindezidaig alig kertilt
alkalmazaésra.

Napjainkban a filogenetikai torzsfa készitésben az egyik leggyakrabban hasznalt
molekularis biologiai mddszer kivalasztott DNS szakaszok nukleinsav sorrendjének
meghatdrozasa, és ezeknek az 6sszehasonlitd elemzése.

A filogenetikai célu szekvencia Osszehasonlitds nagyrészt olyan genom szakaszok
vizsgalatan alapul, amelyek minden €l61ényben el6fordulnak, és meglehetdsen konzervativak
maradnak az evoluci6 sordn, mint pl. a riboszomalis géneket kodolo szekvencidk. Ezek koziil
nagyon sok tudomdnyos munka alapszik az ugynevezett ITS (Internal Transcribed Spacer)
régid vizsgalatan, annak koszonhetden, hogy ennek a régionak a nukleinsav sorrendje nagy
variabilitdst mutat mas régidokhoz képest, igy alkalmas mind a fajon beliili, mind a fajok
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kozotti filogenetikai kapcsolatok felderitésére. Lutzoni €s mtsai (2004) szerint a gombak
korében végzett filogenetikai vizsgalatok 83,9%-a a riboszémalis géneket kodold tandem
szekvencidk vizsgalatdn alapult. A molekularis biologiaban 1jabb és ujabb géneket
(markereket) irnak le, amelyek tulajdonsdgaikbdl adoddan alkalmasak lehetnek filogenetikai
kapcsolatok elemzésére.

Az alabbiakban a szojan (Glycine max) eléfordulé Phoma-szerii fajok molekularis
taxonomidjat kivanjuk targyalni nukleinsav szekvencidk alapjan, mivel a szdjan eléforduld,
szimptomatologiai és morfoldgiai hasonldésdguk miatt egymastol alig megkiilonboztethetd
Phoma-szeri fajok taxondmidja terén meglehetésen nagy a bizonytalansdg. Vizsgalatunk
soran a kovetkezd szojan eldfordul fajokat vizsgaltuk morfologiai tulajdonsagok és
molekularis modszerek segitségével.

Phoma pinodella

A gombat eldszor L.K.Jones irta le 1927-ben Ascochyta pinodella néven. A faj taxondmiai
korrekcidjara Morgan Jones és Burch (1987) vallalkoztak. Szinonimjai k6zott talalhatd a ma
is eléforduld Phoma medicaginis var. pinodella (L.K. Jones) Boerema (Boerema és mtsai,
1965) név. A feltehetden kozmopolita faj a Pisum sativum, Trifolium pratense és mas
pillang6s viraguakon karosit, a voroshere szarfeketedésének, valamint borsé szartérothadas €s
levélfoltossag betegségének az eldidézéje. Gyakran izoldlhaté més csaladokba tartozo
novényekrol is (Noordeloos és mtsai, 1993).

Noll (1939) Németorszagban a Fabaceae fajok szartdrothadds és hervadéds betegségét
vizsgéalva harom Ascochyta pinodella (= Phoma pinodella) izolatumot nyert borso, 16bab és
sz6ja novényekrol, melyek mindhdrom novényre egyarant patogének voltak.

A Phoma pinodella szdjan vald hazai kérositasardl egy magkdrtani vizsgalat alkalmaval
regisztralt kismérvii el6fordulasatol eltekintve (Simay, 1992) nincsenek megbizhaté adatok.

Phoma sojicola

A szdjan eléfordulo, altalaban vetdmaggal terjedd, levél- és hiivelyfoltossagot, valamint
szartoérothadast €s hervadas betegségét vizsgalva Kovics €s mtsai (1999) irta le a fajt eloszor a
Mycological Research-ben. Patogenitési tesztekben, a szdjan eléforduld kiilonb6z6 Phoma (P.
exigua var. exigua, P. pinodella, Phyllosticta sojicola) fajok éltal okozott tiinetek nagyban
hasonléak a Phoma sojicola szdjan eldidézett tineteithez (Kovics és mtsai, 1999). A
morfologiai jegyei alapjan a fajt a Phoma genuson beliil a Phoma section Phyllostictoides
csoportba lehet elhelyezni. A faj morfologiai tulajdonségai alapjan erésen hasonlit a Phoma
pinodella fajhoz, bar az utdbbi tobb piknidiumot képez, illetve egyes izolatumoknal
kristalyképzodés is megfigyelhetd (Noordeloos és mtsai, 1993). Azonban a Phoma pinodella
szojan valo eléforduldsardl a szakirodalom csak kevés adattal rendelkezik. Noll (1939) 3
olyan Phoma pinodella fajt izolalt, borsorol, disznébabrol (Faba vulgaris) és szdjardl,
amelyek a szdjara patogénnek bizonyultak. A Phoma sojicola fajt a Phoma exigua var. exigua
fajtol a kovetkezOk alapjan lehet elkiiloniteni: a Phoma soijcola klamidospdrakat képez, a
telep novekedése szabdlyos, illetve a NaOH teszt negativ. A Kovics és mtsai (1995) éltal
végzett a-Eszterdz izoenzim vizsgalatok szintén alatdmasztjdk a Phoma sojicola, Phoma
exigua var. exigua, Phoma pinodella morfologiai alapon meglévd elkiiloniiléstiket.

Phlyllosticta sojicola Massolongo teleomorf: Pleosphaerulina (= Pringsheima, fide von
Arx & Mueller) sojicola Miura

A fillosztiktas rak €s levéltofoltossag elso leirdja Phyllosticta sojaecola-ként Massalongo
(1900) volt. A Phyllosticta glycinea (mint a ,,P. glycineum’) Tehon-Daniels (1927) gomba a
P. sojicola szinonimjanak tekinthetd (Farr és mtsai, 1989; Sinclair és Backman, 1989). Hara
(1930) a Phyllosticta sojicola (,,sojaecola’) Massal.-teleomorfjanak tekinti a Pleosphaerulina
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sojicola (,,sojaecola”) (Massal.) Miura (1921)-t. Kurata (1960) vizsgalatai szerint azonban
nem volt egészen nyilvanvald, hogy ez a gomba a Pleosphaerulina sojicola anamorfja. A
Pleosphaerulina sojicola els6 auktora, valamint helyes névhasznélata sem teljesen tisztazott,
ugyanis Hara (1930) a ,,Pleosphaerulina sojaecola” (Massal.) ,,Miura” format, Kurata (1960)
pedig a ,,Pleosphaerulina sojaecola ,Miura”-t hasznalja. Minthogy az eredeti leiras
szamunkra nem volt hozzaférhetd, ezért jelen munkankban a szerzdi prioritds kérdése nem
valaszolhatd meg. A szakirodalom az auktor névhasznélat tekintetében is megosztott: az
elobbi format hasznaljak pl. Sinclair és Shurtleff (1975); Sinclair és Backman (1989), az
utobbit Farr €s mtsai (1989). A van der Aa (1973) szerinti Phyllosticta genus koncepcioban a
Phyllosticta anamorf genus tagjai (amennyiben van teleomorfjuk) a Guignardia Viala &
Ravaz (1982), tomlésgomba genusba tartoznak, amennyiben az életciklusuk spermaciumos
(mikrokonidiumos) format is magaba foglal, gy azok a Leptodothiorella Hohnel sensu
Sydow ex van der Aa nemzetség tagjai. Von Arx és Miiller (1975) a kettdsfalu (bitunicatus)
Ascomycetes reviziojat szolgalé monografidgjukban a Pleosphaerulina Pass. (1981) genus
névvel szemben a Pringsheimia Schulzer (1866) prioritasat ismerik el (a Phyllosticta sojicola
tekintetében még a Pleosphaerulina tekinthetd széleskorben alkalmazottnak. Kovis €s mtsai
(1999) szerint a szoja levelén eloforduldo ¢€s azt megbetegitd Phyllosticta sojicola
(Massalongo, 1900) morfoldgiai, patogenitasi, illetve izoenzim vizsgalatok alapjan
megegyezik a Phoma genuson beliil taldlhato tobb novényen is elforduld Phoma exigua var.
exigua.

Phoma exigua Desm. var. exigua (syn.: Ascochyta phaseolorum Saccardo)

Az Ascochyta phaseolorum Saccardo (= Phoma exigua var. exigua) eléfordulasat a szojan
Tanganyikaban (Wallace és Wallace, 1947, 1949; Riley, 1960), Japanban (Sawada, 1958),
Taiwan-on (Sawada, 1959) és Zambiaban (Javid és Ashraf, 1978) észlelték. Az Ascochyta
phaseolorum-ot a Phaseolus lunatus L.-on az USA-ba el6szor 1929-ben Sprague talalta meg.
Késobb Crossan (1953, 1958) kimutatta, hogy azok az izolatumok, melyek a babrol
szarmaztak morfologiailag, fizioldgiailag é&s patologiailag hasonloak azokhoz az
izolatumokhoz, melyeket egyéb novényekrdl, pl. szojardl (Glycine max), tehénborsérol
(Gossypium  hirsutum), malyvar6zsardl (Malva sp.), dohanyrdl (Nicotina tabacum),
paradicsomrol (Lycopersicum esculentum) és padlizsanrdl (Solanum melongena) izolaltak.
Alcorn (1968) Ausztraliabol beszdmolt arrdl, hogy az Ascochyta phaseolorum széles
gazdanovény-korben karosit: 14 csalad 48 novényfajan; tovabba 12 fa mesterséges inokulacio
soran bizonyult fogékonynak. A Phoma exigua var. exigua olyan gyijtétaxon, amely
haromszazat jéval meghaladdé novénykorokozd fajt foglal magaban és korabban onalloként
irtak le (Boerema és Howeler, 1967, Boerema 1972, Boerema és Dorenbosch, 1973, Boerema
¢s mtsai, 1993).

Molekularis taxonomiai vizsgalatainkba az ITS régio mellet a transzlacios elongécids
faktort kodold gén (zef7) nagy intronjat, illetve a tubulin fehérjét kddold gén (S-tubulin) egy
szakaszat vontuk be, amelyeket mas €é161ény csoportok mellett a gombaknal is eredményesen
hasznéltak tobb esetben.

Az utobbi években a mikoldégusok egyre szélesebb korben alkalmazzdk az rDNS
szekvenciakban taldlt variabilitdst a taxonok kozotti rokonsdgi viszonyok elemzésére.
Népszertiségiiknek egyik fo oka, hogy a szekvendlando régio céltudatos megvalasztasaval
megfeleld variabilitds kaphato a taxonok kozotti rokonsagi viszonyok feltardsdhoz: osztaly,
csalad, nemzetség, faj, sot faj alatti szinteken is (Hillis és Dixon, 1991; Lutzoni és Vilgalys,
1995; Binder és Hibbett, 2002). Az ITS szekvencidkat haszndltdk fel a Phoma lingam
teleomorf alakjanak (Leptosphaeria maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének)
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vizsgélatara (Mendes-Pereira és mtsai, 2003), illetve a Phoma tracheiphila izolatumok
elkiilonitésére (Balmas €és mtsai, 2005).

A transzlacios elongacios alpha fehérjét kodold tefl gén minden €16 szervezetben
megtaldlhato, és az ITS szekvencidkkal szemben nagy elonye, hogy a gén csak egy kdpidban
van jelen a genomban (Baldauf és Doolittle, 1997). A fajok kozotti és fajon beliili
rendszertani kapcsolatok felderitésére egyarant alkalmas, mint azt Druzhinina és Kubicek
(2005) is bizonyitottak Trichoderma fajoknal, illetve Roger és mtsai (1999) egyéb fajoknal
(pl. Mucor racemosus, Podospora anserina). Egyetlen hatranya, hogy a fehérjét kodold refl
gén rovidebb, mint mas filogenetikai markerként hasznalt gének. Mintegy 2 kb hosszusagu,
intront és exont egyarant tartalmazd szakasz. Filogenetikai vizsgalatunkhoz a tefl gén nagy
intronjat tartalmazo fragmentjét valasztottuk.

A tubulin fehérje Iétfontossagu szerepet jatszik az eukariota sejt felépitésében és
muikodésében, hiszen a mikrotubulusok (melyek a citoszkeletalis rendszer alkotérészei)
jorészt tubulin molekulakbdl épiilnek fel. Mivel minden eukariota sejt tartalmaz
mikrotubulusokat, igy tubulin molekuldkat is, ezért feltételezhetd, hogy a tubulin eredete
egyidejli az eukaridta szervezetek megjelenésével, mintegy 1,6 millidrd évvel ezeldtt. (Wang
¢s mtsai, 1999). A tubulint felépitd fehérjéket kddold gének, kiillonosképpen a f-tubulin-t
kodolo gén, egyre nagyobb figyelmet kap kiillonb6z6 taxonok kozotti (evolucidsan egymashoz
tavol és egymashoz kozel 1évo taxonok esetében egyarant) az evolucidés rokonsagi
kapcsolatok elemzésében soran (Keeling €s Doolittle, 1996; Baldauf €s mtsai, 2000). A gént
alkalmaztdk mar filogenetikai vizsgalatokra egysejtiieknél, &llatoknal, novényeknél és
gombakndl egyarant (Mages ¢€s mtsai, 1995; Keeling és mtsai, 1998; Schutze és mtsai, 1999;
Ayliffe és mtsai, 2001, Edgcomb és mtsai, 2001; Hansen és mtsai, 2004). Voigt és mtsai
(2005) egyéb gének mellett a B-tubulin gént alkalmaztdk a Phoma lingam teleomort alakjanak
(Leptosphaeria maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének) vizsgalatara is, az ITS
szekvencidk mellett.

A szekvencidk filogenetikai elemzéseit Bayesian mddszerrel végeztik. A Bayesian
megkozelités a filogenetikdban egy viszonylag uj médszer, melyet még csak most kezd széles
korben elterjedni. A modszer az tUgynevezett utdlagos megkozelitésen, utdlagos
valoszinliségen (posterior probability) alapuld statisztikai modszer: egy esemény becsiilt
valdszinliséget azutdn adja meg, miutdn elvégezte a rendelkezésre 4ll6 adatok bizonyos
elemzését. Mivel az utdlagos valoszinliséget lehetetlen kiszdmolni analitikusan, ezért a
modszer egy szimulacios technikat alkalmaz az utolagos valoszinliség becslésére. Az analizis
a Markov Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmuson alapszik, mely egy randomizacios
technika az eloszlés valosziniiségének megbecsiilésére arra az esetre, amikor kivitelezhetetlen,
vagy csak nagyon nehezen kivitelezhetd lenne az eloszlas meghatarozas analitikusan. A
Bayesian modszer a statisztika egyik fo agat képviseli. A legnépszertibb keresé oldal, a
Google is ezt a mddszert hasznélja a keresésre. Gyakran hangzik el a valasz a modszert
kritizalok felé, ha nem biznak a Bayesian modszerben a Google keres6t sem kellene
hasznalniuk. A mddszer nagy elonyét, aminek a Google is kdszonheti a mai napig tartd
toretlen sikertorténetét, a modszer megbizhatdsaga és gyorsasaga jelenti.

A filogenetikaban hasznalt Bayesian algoritmus (Rannala és Yang, 1996; Mau és Newton,
1997; Mau és mtsai, 1999) hasonlit a Maximum Likelihood modszerhez abban a tekintetben,
hogy a felhasznéalonak itt is lehet6sége adddik megvalasztani a hasznalni kivant evolucids
modellt, valamint abban, hogy ez a modszer is azokat a torzsfakat keresi, amelyek a leginkdbb
megfelelnek a valasztott evolucidés modellnek, illetve a kiindulasi adathalmaznak (szekvencia
Osszerendezés). Azonban, amig a ML analizis egy torzsfat keres, a legvaldszintibbet, addig a
Bayesian moddszer a legvaldszinlibb torzsfak egy halmazat keresi. Az ML azt a torzsfat keresi,
amely maximalizadlja a megfigyelt adatok valdszinliséget, amelyek a torzsfat adtdk. A
Bayesian modszer pedig azokat a torzsfakat keresi, amelyek maximalizaljak azon torzsfak
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valoszinliségét, amelyek az adatokat és az evolucios modellt adtdk. Az optimalis hipotézis az
lesz, amely maximalizalja az utdlagos valdszinliséget. Egy hipotézis utdlagos valdsziniisége
aranyos a likelithood értéknek a hipotézis eldzetes valdsziniiségével kapott szorzataval. A
kiilonboz6 hipotézisek elézetes valdszinlisége a kutaté meggy6zddését tiikrozi a hipotézisrdl
mieldtt még latta volna az adatokat.

A Bayesian mddszer nem csak sokkal gyorsabb mint az ML analizis de pontosabb is
bizonyos szempontbdl, mivel lehetévé teszi a szekvenciaevolucid komplexebb modelljeinek
az alkalmazasat is. A modszer olyan modellek alkalmazasat is lehetévé teszi, amelyek ML
analizissel egyaltalan nem vagy csak nagyon nehezen kivitelezhetdk. A mddszer masik nagy
elénye kozt emlithetd, hogy az elemzés soran nem csak egy torzsfat kapunk, hanem az egyes
elagazdsok megbizhatdsagara is kapunk egyfajta becslést, igy mar nem sziikséges kiilon
bootstrap elemzést végezni. A moddszer talan egyetlen hatranyaként emlithetd, ami akar
elonye is lehet, hogy a felhaszndldo maga donti el, milyen hosszan akarja futtatni a Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmust. Nyilvanvaléan célszeri egy kozepes
iddintervallumot megadni, amikor is az eredmény mar elég megbizhatd, ugyanakkor a
szamitas belathatd idon beliil befejezddik. Nincs pontos recept a helyes id6tartam
megvalasztidsara, mivel az mintanként valtozik. Nem célszerl tal hossza elemzést vélasztani,
mivel egy pont utan a szamitas megbizhatosdga nem valtozik jelentdsen.

Az elemezés sordn a végsO eredmény nem fiigg egy vagy tobb specidlis értéktol, mivel a
modszer az 6sszes lehetséges paramétert figyelembe veszi a szamitas soran. Amig az ML altal
hasznalt ,.hill-climbing” algoritmus a paraméterek szdmanak a novekedésével egyre inkabb
megbizhatatlan, hiszen minden esetben a paraméter maximalis értékét keresi addig az MCMC
algoritmus nem probalja megtaldlni mindenegyes paraméternek a maximalis értékét, azonban
az Osszes paramétert figyelembe veszi. Az MCMC algoritmus a valdszintségek eloszlasat
kozeliti meg.

A Bayesian modszert a gyorsasaga, egyszeri kezelhetdsége, valamint az ez iddig még
megvalaszolatlan kérdések tanulmanyozésanak a lehetdsége predesztinalja arra, hogy rovid
1don beliil a legelterjedtebb filogenetikai modszerré valjon.

Anyag és modszer

Vizsgalatainkban a Debreceni Egyetem Novényvédelmi Tanszékén taldlhato
torzsgyljteménybol 9 Phoma faj, koztiik a szdjan eldéforduld 5 faj 7 izolatumat vizsgaltuk (1.
tablazat). Minden egyes fajt morfologiai €s élettani jellegzetességeik alapjan azonositottunk a
Boerema és mtsai (2004) altal kozreadott Phoma monografia alapjan.

Morfologiai vizsgalatok

A Phoma fajok taxonomidjanak elfogadott koncepcidja in vivo és in vitro stabil
morfologiai és tenyésztési paraméterek standardizalt feltételek kozotti jellemzésen alapul (van
der Aa és mtsai, 1990). Morfoldgiai vizsgélatainkhoz 5 mm atméréjii micélium korongokat
vagtunk ki a telepek aktiv novekedésii széleibdl és Petri csészékben 1évo taptalaj kozepére
helyeztiik. A vizsgalt taptalajok a kovetkezOk voltak: Malata kivonat agar (malt extract agar,
MA), amely 40 g malt exract és 20 g agart tartalmaz egy liter desztillalt vizben. Zabliszt agar
(Oatmeal agar, OA), amely 20 g zabpehely 0,5 1 desztilldlt vizben valo felfézésével,
sajtkendén vald atsziiréssel, 1 1-re torténd deszt. viz feltoltéssel és 20 g agar hozzaadaséaval
késziil. Egy hétig sotétben, 20°C homérsékleten torténd inkubalas utan megmértiik a telep
atméroket. Rayner (1970) szinskaldjanak megfeleléen a micélium szovedék szinét, valamint a
tenyészet fonaki részének a szinét feljegyeztiik. Tovabba egyéb morfoldgiai jellemzoket is (a
telep alakja, szektorképzés, 1égmicélium jellege) feljegyeztiink. Ezt kovetden a Petri csészéket
a piknidium képzddését eldsegitd 13 oras NUV (black light fluorescent lamp) megvilagitasu,
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11 6rés sotét periodusu ciklikus inkubalasnak tettiik ki. Két hét elteltével a telepek jellemzoit
ismét feljegyeztiikk és harom hét utdn tanulmanyoztuk a piknidiumok, konidiumok és egyéb

crer

Molekularis vizsgalatok

Az izolatumokat 50 ml folyékony malata tapoldatban tenyésztettiik 48 ordn keresztiil, 100
ml-es Erlenmayer lombikban, sotétben, razatva (125 rpm). A sejteket dorzsmozsar
segitségével, folyékony nitrogén jelenlétében tartuk fel, majd genomi DNS-t izoldltunk
E.ZN.A.® Fungal DNA Isolation Kit (Omega Bio-tek Inc., USA) alkalmazasaval, a gyarto
utasitasai szerint. A ITS fragment felszaporitdsahoz az SR6R és LR1 primerpart (White ¢€s
mtsai, 1990), mig a tefl fragment amplifikdlasdhoz az EF1-728F és EF1-986R primerpart
hasznaltuk (Druzhinina és Kubicek, 2005), a f-tubulin fragment felszaporitasahoz a Bt2a és
Bt2b pirmerpart (Glass and Donaldson, 1995) hasznaltuk. A tisztitott PCR termékek
szekvenalasat az MWG Biotech, Germany végezte.

A szekvencidkat a ClustalX (Thompson és mtsai, 1997) program felhasznalasaval
rendeztiik 6ssze, majd a GeneDoc (Nicholas €s mtsai, 1997) program segitségével manualisan
finomitottuk az illesztést, ahol sziikséges volt. Ezt kovetden a filogenetikai analizhez a
MrBayes (Huelsenbeck, 2000) programot alkalmaztuk, Bayesian analizist végezve. Az
evoluciés modellek tesztelését a Modeltest v.3.7 (Posada és Grandall, 1998) programmal
végeztiik Bayesian information criterium (BIC) tesztet alkalmazva. A tefl fragment
elemzésekor a TrNef+I+G evoliciés modell keriilt kivalasztasra, ahol az egyes bazisok
gyakorisdga egyenld, a 6 lehetséges szubsztitucio 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 eloszldsuak, melynek
alakparamétere 2,8788, az alland6é bazishelyek aranya 0,3015. Az ITS fragment elemzéséhez
a TrNef+I evolucios modellt valasztottuk a kovetkezd paraméterekkel: az egyes bazisok
gyakorisdga egyenld, a 6 lehetséges szubsztitucio 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 eloszlastiak, alland6 bazishelyek
aranya 0,8497. A p-tubulin fragment elemzéséhez a TrNef+G evolucios modellt valasztottuk,
ahol az egyes bazisok gyakorisaga egyenld, a 6 lehetséges szubsztitucid 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
eloszlasuak, melynek alakparamétere 0,4090, az alland6 bazishelyek aranya 0.

A torzsfak készitésében kiilsd csoportként tovabbi taxonok tefl, ITS ¢és tubulin
szekvencidit is bevontuk a torzsfdk jobb megalapozdsdhoz. A szekvencidkat a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ honlaprdl toltottik le. A torzsfak elkészitéséhez a TreeView
(Page, 1966) programot hasznaltuk.

A filogenetikai analizisekbe kiilsd szekvencidkat is bevontunk, hogy teljesebbé tegyiik a
torzsfakat. A szekvencidkat a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ honlaprél toltottik le. Az ITS
szekvenciak elérhetdségeit az 1. tdblazatban, a fef] szekvenciak elérhetdségei a 2. tdblazatban
foglaltuk ossze.
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1. tablazat: Kisérletbe bevont Phoma fajok listaja

Izolatu | Alternativ Gazdans Izoll4 Gviiits GenBank hozzaférési szdmok
m izolatum Fajnév azeanov zo'atas yuott
; , ény helye € Tef® ITS" B-tubulin®
szama szam
Phoma Glycine L. EU54 [ EU573
D/035 | BT-15 pinodella max Hungary Walcz | 3973 | 015 EUS41416
PD . Hordeum G.J. EU54 | EU573
D/045 82/550 P. pinodella vulgare Hungary Kovies | 3971 | 025 EU541417
PD
77/165 . Pisum G.J. EU54 | EU573
D/046 MYA- P. pinodella sativim Hungary Kovies | 3972 | 024 EU541419
411
. P. L. EU54 | EU573
D/095 | N.A. P. pinodella sativim Hungary Gergely | 3970 | 027 EU541418
CBS M.E
318.90 ; P. Netherlan | EU5S9 [ EUS73
D/159 PD P. pinodella sativim ds N(Z)(:Sdel 5355 028 EU595352
81/729
MYA- . G.J. EU54 | EU573
D/054 406 P. sojicola | G. max Hungary Kovies | 3974 | 023 EU541434
CBS
567.97 . G.J. EU54 | EU573
D/056 PD97216 P. sojicola | G. max Hungary Kovies | 3976 | 026 EU541433
0
CBS Phyllosticta K. EU59 | EU573
D030 | 30139 | sojicola Gomax | Germany | gsooo | 5356 |09 | U7
P. exigua GJ. EUS54 | EUS55
D/075 | N.A. var. exigua G. max Poland Kovies | 3982 | 533 EU541421
P. exigua G.J. EUS4 | EUS73
D/077 | N.A. var. exigua G. max Poland Kovies | 2983 | 010 EU541422
Ph 58 . Petroseli J.
D063 | MYA- | D-exigua L, Poland | Marcin- | 02F | Y573 1 usat420
var. exigua . 3975 (012
408 crispum kowska
. Althaea G. EUS573
D/145 | N.A. P. exigua officinalis Hungary Nagy - 011 EU541425
. Althaea G. EU54 | EU573
D/146 | N.A. P. exigua rosae Hungary Nagy | 3984 | o013 EU541427
M
ICMP P. exigua Agapanth New iy EU54 | EU573
D/158 15330 var. exigua | us sp. Zealand Br:ilttilw 3981 | 008 EU541428
ICMP Cucurbita New P.G. EU54 | EU573
1 .
D157 13336 P exigua maxima Zealand B{l(;:?h 3980 | 007 EU541429
Linum
P. exigua . G.J. EU54 | EU573
D/071 | PD 86/73 var. linicola u.szt.a— Hungary Kovies | 3979 | 009 EU541423
tissimum
PD . Medicago . J. de EUS5 | EU573
D/072 75/907 P. plurivora sativa Australia Gruyter | 2929 | 018 EU552932
Pennisetu PR
ICMP . m New T EU55 | EU573
D/155 6375 P. plurivora clandesti Zealand J ohrrllsto 2930 | 019 EUS552931
num
P. G.J. EUS54 | EU573
D/034 | Al-416 glomerata G. max Hungary Kévies | 3969 016 EU541424
ICMP P. New C.F. EU54 | EU573
DIS6 115788 | glomerata | 7“7 | Zealand | mill | 3968 |o017 | FUS#1426

' Az 1. tablazat folytatasa a kovetkez6 oldalon.
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CBS G.H.
D058 |37591 | P. eupyrena | ¥ h";e‘)hf Netgzﬂan Boerem | Soo° | O | EUsaiars
PD78/745 s vusarts a
Chenopod G.H.
PD . Netherlan EUS54 | EU573
D/048 76/1021 P. foveata ium ds Boerem 3985 | 021 EU541431
quinoa a
PD P, Phylodend | Netherlan | 9" H- | gusa | BUs73
D/044 77/508 Zmltzrostrat ron sp. ds Bozrem 3986 | 022 EUS541430
Ascochyta Cicer . EU59 [ EU595
D/144 | N.A. vabiei arietinum Australia N.A. 5354 358 EUS595353
H.A
CBS Didymella C. . o EU54 | EU573
D/160 581.83A | rabiei arietinum Syria Vazacller 3978 | 020 EUS41432

Al Agrobotanikai Intézet, Tapidszele

BT Pannon Egyetem, Takarmanytermesztési Kutatd Intézet, Iregszemcse-Bicsérd

CBS Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia;

D Debreceni Egyetem, Agar-és Miiszaki Tudomanyok Centruma, Novényvédelmi Tanszék

ICMP International Collection of Microorganisms from Plants, Uj-Zéland

MYA American Type Culture Collection, USA.

N.A. = Nincs adat

PD Plantenziektenkundige Dienst; Dutch Holland Novényvédelmi Szolgélat, Hollandia

GenBank hozzaférési szamok: —transzlacios elongacids faktort kodold gén (zefl), részleges szekvencia
—18S riboszomalis RNS gén, részleges szekvencia; internal transcribed
spacer 1, 5.8S riboszomalis RNS, internal transcribed spacer 2, teljes
szekvencia, valamint 26S riboszomalis RNS gén részleges szekvencia
—B-tubulin kodold gén, részleges szekvencia
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2. tablazat: Az ITS fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfakészitésbe bevont

fajok listaja, valamint az ITS szekvenciajuknak hozzaférési szima
Fajnév (1) Izolatum kod Hozzaférési szam
2 3

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
Phoma exigua ? AY927784.1
Phoma exigua var. populi CBS 100167 AF268189.1
Phoma exigua CSL 20316964 AY550992.1
Phoma exigua var. 9 AY899262.1
heteromorpha

Phoma herbarum ATCC 12569 AY293803.1
Phoma herbarum ? DQ132841.1
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831558.1
Ascochyta sp. Georgiab DQ383955.1
Ascochyta pisi AP1 DQ383954.1
Ascochyta lentis MU ALI AY131201.1
Didymella lentis ALl DQ383953.1
Didymella fabae AF1 DQ383952.1

3. tablazat: tefl fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfakészitésbe Kiilsé
csoportként bevont fajok listaja, valamint a fefl szekvencidjuknak
hozzaférési szama

Fajnév (1) Izolatum Hozzaférési

kéd (2) szam (3)

Ascochyta pisi AP2 DQ386494.1

teleomorf: Didymella lentis

anamorf: Ascochyta lentis SAT AL AY831546.1

(Kaiser és mtsai, 1997)

Ascochyta fabae f. sp.

viciae AV1l DQ386498.1

(= Ascochyta fabae)

teleomorf: Didymella lentis

anamorf: Ascochyta lentis AL DQ386493.1

teleomorf: Didymella fabae

anamorf: Ascochyta fabae AF1 DQ386492.1

(Kaiser ¢és mtsai, 1997)

Phoma pinodella CBS AYS831542.1
318.90

. WAC
Phoma pinodella 7978 AY831545.1
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Eredmények

Morfologiai vizsgalatok

A szdjan eléforduld Phoma fajok koziil a kovetkezd 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 vizsgélatok
alapjan a Phoma sojicola és Phoma pinodella viszonlyag jol elkiiloniil a Phoma exigua var.
exigua és Phyllosticta sojicola fajtdl azonban a Phoma sojicola és Phoma pinodella, valamint
a Phyllosticta sojicola €és Phoma exigua var. exigua kozott csekély morfologia kiillonbség
mutatkozik.

Phoma pinodella

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 50-65 mm; a telep szabdlyos, egyenletes
korvonallal rendelkezik; z6ldes oliva, sargas oliva vagy oliva szini, a szegélynél halvanyabb;
sugariranyban hatarozottan sugaras; kevés légmicélummal rendelkezik; a telep fondka
rendszerint s6tétebb oliva sziirke. Malata agaron (MA): a novekedési rata: 52-55 mm; a telep
kozepén oliva vagy oliva sziirke, a szegély halvanyabb; a sugarirdnyt fonalassdg erdsen
kifejezett; a légmicélium vékony, sziirkés, barsonyos; a telepfonak oliva sziirke vagy fekete.
Klamidosporak boségesen képzddnek, interkaldrisak vagy termindlisak, maganyosan, vagy
lancokban keletkeznek, gombolydedek vagy hengeres alakuak, méretiik: 8-20 x 8-15 pum.
Piknidiumok is bdségesen keletkeznek 4altaldban koncentrikus gytlriikben, de a
légmicéliumban és az agarban is szortan elhelyezkedhetnek; fekete szintiek, csupaszok,
maganyosan vagy csoportban fordulnak eld; gombolyliek vagy szabalytalanok; ostiolummal
rendelkeznek; 100-310 um  nagysaguak; a  piknidiumok fala 4-6 rétegl
pseudoparenchymatikus, szogletes sejtekbdl tevddik ossze. A bdségen keletkezd konidiumok
egysejtiiek, ritkan egy valaszfaluak, hyalinok vagy fehéres sziniiek, kerekded-ellipszoid
alakuak; méretiik nagyon variabilis: atlagosan 2,5-3 x 5-6 pm.

Phoma sojicola

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 50-65 mm; a telep szabalyos, fehéres vagy
halvany oliva sziirke, gyakran erds sziirke oliva szegéllyel; a 1égmicélium gyengén fejlett,
barsonyos sziirke; telepfondk hasonld. Malata agaron (MA): a novekedési rata: 55-62 mm; a
telep szabalyos, sziirkés oliva, zoldes oliva szinii; a Iégmicélium halvany oliva sziirke; a telep
fondka olomsziirke, acélsziirke, zoldes oliva szegéllyel. A klamidospérdk maganyosan vagy
lancokban keletkeznek, interkalarisak vagy terminalisak, vékony faluak, zoldes vagy sziirke
oliva szinliek; gombolydedek vagy hengeresek; nagysaguk 7-8 x 8-16 um. A piknidiumok
elsdsorban a telep széle mentén keletkeznek az agar felszinén vagy az agarba siippedve;
sotétbarna vagy fekete szinliek; vékonyfaluak; maganyosak vagy komplexek; gobmbolyt vagy
szabalytalan alakuak. egy vagy tobb ostiolummal rendelkeznek; nagysdguk 80-250 pm. A
konidiumok in vitro tenyészetben: elsdsorban egysejtiiek ritkdn egy valaszfallal rendelkeznek,
hyalinok, vékony sejtfallal rendelkeznek, méretiik nagyon valtozé: 2,5-3,5 x 5,6-7,4 pm.

Phyllosticta sojicola

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 63-67 mm; a telep szabalyos, széle alig lathato,
hyalin vagy halvany okkersarga szinii, fondka hasonld; 1égmicéliuma nincs. Maldta agaron
(MA): a novekedési rata: 58-62 mm; a telep szabalytalan alaku; barndssarga vagy okkersarga
szin(l, hyalin vagy fehér szegéllyel, a fondk hasonlo; 1égmicélium hyalin vagy fehéres szinii;

Piknidiumok az agarban elszdrtan boségesen keletkeznek; gombolytiek és altalaban
sorétbarna vagy fekete szinliek; vékonyfaluak, néha papillaltak, ostiolummal rendelkeznek;
méretiik atlagosan: 110-140 pm. A konidiumok hyalinok, mindkét végiikon lekerekitettek,
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kozépen beflizddok, gyakran szemcsék figyelhetok meg benniik; méretiik atlagosan: 5,5 x 2,5
pm. Klamidospdrdk nem képzddnek. A NaOH proba negativ és kristalyképzddés sem
figyelhetd meg.

Phoma exigua var. exigua

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 55-75 mm, nagyon variabilis; a telep szabalytalan
alakt, lapos és tomott; oliva sziirke, oliva barna, a szegélynél fehér szinii vagy hyalin; a
telepek kozepén taldlhatd a bdségesen képzddd 1égmicélium, ami fehér vagy oliva sziirke
szinli, finomon pelyhes; a telep fonak része hasonld. Malata agaron (MA): a novekedési rata:
25-60 mm, nagyon valtozo; a telep szabalytalan alaku, jellegzetesen csipkézett vagy lebenyes;
fehérestol oliva sziirkéig - oliva barndig, barnas sarga szegéllyel; a 1égmicélium fehéres, oliva
sziirke, gyapjas; a telep fondk része oliva sziirke, oliva fekete. A piknidiumok ritkak, szort
elhelyezkedéstliek, részben az agarba siippedtek; oliva vagy oliva fekete szintiek, altalaban
gombolyliek, csupaszok; maganyosak vagy komplexek; ostiolummal rendelkeznek;
nagysaguk és alakjuk valtozatos. A konidiumok hyalinok; ovalis ellipszoid alakuak; méretiik
nagyon valtozd, altalaban 2,5-3 x 5-6,5 um atmérojiek. Mivel a Phoma exigua var. exigua
fajndl a novényen (in vivo) az egysejtii konidiumok mellett kétsejtiick is keletkeznek, ez
hozzajarulhat a hagyoméanyosan értelmezett Ascochyta és Phoma fajok Osszetévesztéséhez.
Klamidospérdk nem képzddnek; a NaOH proba pozitiv: egy csepp NaOH felcseppentése
utdna az agar kékes-zold elszinezddése fokozatosan barnas vorossé valik. Kristalyképzodés
nem figyelhetd meg.

Molekularis vizsgalatok

tefl fragment elemzése

A PCR reakcidt kovetden egy 290 bp nagysagu fragmentum szaporodott fel mindenegyes
mintdban, amely tartalmazta Az egyes fragmentek méretben azonos nagysaguak voltak.

A tefl szekvencidk Blast analizise nagy hasonldsagot mutatott a Phoma fajokkal kozeli
rokonsagban allo Ascochyta fajok tefl szekvencidival, amelyekbdl néhanyat kivalasztottunk
¢s bevontunk az elemzésbe. Az adatbazisban nem taldltunk Phoma fajtol szarmazd tefl
szekvenciat.

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

A bayesian analizis soran kapott magas bayesian utdlagos valdszinliség értékkel értékek
(99-100%) megerdsitették, az egyes elagazasok helyének a valdsziniiségét, ezzel alatamasztva
a filogenetikai torzsfat.

A torzsfan beliili két nagy csoport (P. exigua €s P. pinodella) egyarant 100 % Bayesian
utdlagos valdsziniiség értékkel lett megerdsitve, ami azt jelenti, hogy a két csoport a tefl
szekvencia alapjan teljes bizonyossaggal elkiiloniil egymastdl és a tobbi taxontol.

Az egyes taxonok kozotti tavolsagok (eldgazdsok hossza), valamint a tovabbi bayesian
utélagos valdszinliség is elegenddnek bizonyultak az egyes taxonok egymadstol valo
megbizhatd elkiilonitéséhez.

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

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

Az egyes taxondmiai csoportok a Parsimony elemzés alapjan sem mutatnak egyezést a
morfoldgia bélyegeken alapuld Phoma taxonokkal.
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~ Phoma plurivora (EU552929)
L Phoma plurivora (EU552930) I Pooma
100 | Phoma glomerata (EU543968) ; [ro—

Phoma glomerata (EU543969) E'
100 Phoma pinodella (EUS43970) T
Phoma pinodella (EUS95355)
100 Phoma pinodella (AY831545)
Phoma pinodella (EUS43971)
Phoma pinodella (EUS43972)
Phoma sojicola (EU543974)
Phoma sojicola (EU543976) Phyllostictoides
Phoma pinodelia (EU543973)
*Phoma pinodella (EU543975)

100 Phoma foveata (EU543985)
08 Phoma multirostrata (EU543986)

Phoma

Phyllosticta sojicola (EUS95356)
Phoma exigua var. exigua (EU543982)

Phoma 3 U543983
108 exigua var. exigua (E/ )

e Phoma exigua var. linicola (EU543979)
b Phoma exigua (EU543984)
100 | Phoma exigua (EUS43980)
Phoma exigua var. exigua (EU543981)
100 | Phoma rabiei (EU595354)
Mycosphaerella rabiei (EUS43978) ] Macrospors
100 Ascochyta lentis (AY831546)
o Didymella lentis (DQ386493)
Ascochyta sp. Georgial2 (DQ386496)
Ascochyta pisi (DQ386494)
Ascochyta fabae (DQ386498)
Didymella fabae (DQ386492)

100

0.1 Substitutions/site

1. abra: A tefl szekvencidk bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa.
A jobb oldali oszlopok: a morfologiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma
genuson beliili szekcioit jelzik. A vonalakra irt szamok az egyes elagazasok bayesian
tipust utélagos valoszinliség értékeknek felelnek meg

p-tubulin fragment elemzése
Bt2b) egy 300 bp nagysagl f-tubulin szakasz amplifikdlodott mindegyik izolatum esetében.
A PCR reakcioban melléktermék nem képzddott, amely a primerek nagyfoku specifikussagat
bizonyitja.

A pS-tubulin szekvencidk Blast analizise szintén az Ascochyta fajokkal mutatott nagyfoku
hasonlosagot, amelyekbdl néhanyat kivalasztottunk €s bevontunk az elemzésbe.

A p-tubulin szekvencia elemzésével kapott torzsfa alapjan (2. dbra) a vizsgalt Phoma fajok
egyértelmiien elkiiloniiltek a kozel rokon Ascochyta nemzetség fajaitol.

A Phoma pinodella és a Phoma exigua fajhoz tartozd izoldtumok egymastol jol
elhatarolédo csoportokat alkotnak a f-fubulin szekvencia alapjan is.

Phyllosticta sojicola-ként depondlt izoldtum a f-tubulin szekvencia alapjan is a Phoma
exigua var. exigua csoportba keriilt. A Phoma sojicola pedig az tef] szekvenciahoz hasonléan
itt is a Phoma pinodella csoportba rendez6dott.
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Leptosphaerulina trifolii (AY831513)
— Phoma pinodella (EUS41418)
L. Phoma pinodelia (EU541416)
— Phoma pinodella (EU595352)
L Phoma pinodella (AY831517)

100 b Phoma pinodella (AY8315111) Phyllostictoides
l. Phoma soficola (EU541434)

| Phoma sojicola (EUS41433)
L. Phoma pinodella (EU541417)

L~ Phoma pinodella (EUS41419)
L. *Phoma pinodella (EU541420)

100 [~ Phoma glomerata (EU541424)
A Phoma glomerata (EU541426)
100 — Phoma plurivora (EU552932)
. Phoma plurivora (EU552931)
— Phoma exigua (EU541427)
p———Phoma exigua var. exigua (EU541423)
Phoma exigua var. exigua (EU541421)
100 fe Phoma exigua var. exigua (EU541422)
Phyllosticta sojicola (EU595357)
p——— Phoma exigua (AY8315091)
fe Phoma exigua (EU541425)
94 — Phoma exigua (EU541429)
Phoma exigua var. exigua (EU541428)

Peyronellaca

100 Phoma foveata (EU541431) il
Phoma multirostrata (EU541430) B Phoma

dscochyta lensis (AY831508)
Phoma rabiei (EUS95353)
%8 ' I.H(wmpkw!ﬂ(fmh‘d 541432) [] sacrspore
P foma medisaginis (AYSS1518) L
L Phoma medicaginis var, medicaginis (9Q109962) ?

e 0.01 Substitutions/site

2. abra: A B-tubulin szekvenciak Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai
torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas
Phoma genuson beliili szekcioit jelzik. A vonalakra irt szdmok az egyes elagazasok Bayesian
tipusu utolagos valdsziniliség értékeknek felelnek meg.

ITS fragment elemzése

A PCR reakcidt kovetden egy 520 bp nagysagu fragmentum szaporodott fel mindenegyes
mintaban, amely tartalmazta az ITS1, ITS2, valamint az 5,8S régidkat. Az elemzést 454 bp-al
végeztiikk, hogy megkonnyitsik az adatbankbol szdrmazd szekvencidkkal torténd
0sszehasonlitast.

Az ITS régio bayesian modszerrel torténd elemzése soran kapott filogenetikai torzsfa (3.
abra) lényegiekben egyezik, kisebb eltérésekkel az elézd két fragment alapjan kapott
torzsfaval.

Amit ez el6zd két torzsfanal elmondtunk az itt is elmondhato: a torzsfan belili két nagy
csoport (P. exigua €s P. pinodella izolatumai) 99% Bayesian utolagos valdszintliség értékkel
lett megerdsitve, ami azt jelenti, hogy a két csoport az ITS szekvencia alapjan teljes
bizonyossaggal elkiiloniil egymastdl és a tobbi Phoma taxontol.

Az egyes taxonok kozotti tdvolsdgok (baziskiilonbség), valamint a tovabbi Bayesian
utolagos valosziniiség értékek ez alkalommal nem bizonyultak elég jelentdsnek az egyes
taxonok egymastol valé megbizhato, kétségeket kizaro elkiilonitéséhez.

A P. sojicola izolatumai (D/054 és D/056) pedig a P. pinodella cluster-be keriiltek a
Bayesian elemzés soran is.
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Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39) az ITS régio

alapjén a P. exigua csoportba keriilt.
Az egyes csoportok az ITS régidé Bayesian mdszerrel torténd elemzése soran sem mutatnak

egyezést a morfoldgia bélyegeken alapuld Phoma taxonokkal.

e Leptosphaerulina trifolii (AY831558) _
Phoma pinodella (EU573027)
573028)

(DQO87400)
*Phoma pinodella (EU573012)

» [ Phoma slomersia (EUSTO17 :

C glomerata gFlZﬁlz)} | Peyronellaea
99 — Phoma plurivora (EUS73018) I
Y Phoma plurivora (EU573019) Phoma

Phyllosticta soficola (EU573029)
Phoma exigua var. linicola (EU573009)
Phoma exigua var. exigua (EU555533)
Phoma exigua var. exigua (EU573010)

% Phoma exigua (EU573007)

Phoma exigua var. exigua (EU573008)

Phoma exigua (EUS73011)

Phoma exigua (EU573013) Phyllostictoides

Phoma exigua var. heteromorpha (AY899262)

Phoma exigua (AY550992)

Phoma exigua (AY927784)

Phoma exigua var. populi (AF268189)

99 = Phoma foveata (EU573021) o
L Phoma muitirostrata (EUST3022)

Phoma

99 Phoma herbarum (DQ132841)
" phoma herbarum (AY293803)

o6 (— Didymella Ientis (DQ383953)
—E Didymella fabae (DQ383952)
Ascochyta lentls (AY131201)

100 E Mycosphaerella rabiei (EU573020) D Macrospora

3. dbra: Az ITS szekvenciak Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa.
A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolds
Phoma genuson beliili szekcidit jelzik. A vonalakra irt szamok az egyes
elagazasok Bayesian tipusu utolagos valdszintliség értékeknek felelnek meg.

Mivel a Phoma és Ascochyta fajok elkiilonitése morfoldgiai alapon gyakran nem konnyt
feladat az in vivo kiillonb6z6 sejtszamu konidiummal rendelkezd Phoma (pseudo-Ascochyta)
fajok esetében, ez a molekularis bélyeg tovabbi segitséget nyujthat a hovatartozas egyértelmii
megallapitdsdhoz.

A Phoma pinodella és a Phoma exigua fajhoz tartozd izoldtumok egymastol jol
elhataroldédo csoportokat alkotnak a zef1 szekvencia alapjan is.

Phyllosticta sojicola-ként depondlt izoldtum a tefl szekvencia alapjan is a Phoma exigua
var. exigua csoportba keriilt. A Phoma sojicola pedig az ITS szekvencidhoz hasonloéan itt is a
Phoma pinodella csoportba rendezddott.

91



Osszefoglalas

Vizsgalatunk soran 9 Phoma faj 23 izolatumat vizsgaltuk. Eldsz6r minden egyes fajt
morfoldgiai és <¢lettani jellegzetességeik alapjan azonositottunk, majd elvégeztik a
molekuléris vizsgélatokat.

Vizsgélataink sordn a sz6jan (Glycine max) eléforduld Phoma-szeri gombak molekularis
taxonomiai vizsgalatat végeztiik el genetikai markerek szekvencidinak elemezésével. A szojan
eléforduld, szimptomatologiai ¢s morfoldgiai hasonldésaguk miatt egymastol alig
megkiilonboztethetd Phoma-szerii fajok (Phoma pinodella, Phoma sojicola, Phyllosticta
sojicola, Phoma exigua var. exigua) taxondmiaja terén a mai napig nagy a bizonytalansag.

A vizsgalt izoldtumok morfoldgiai sajatossagai, bizonyos esetekben rendkiviili
hasonlosaga (a Phoma pinodella és Phoma sojicola kozott) megkérddjelezheti a Phoma

Molekularis vizsgalatainkhoz harom markert valasztottunk (zefl, ITS, tubulin), amelyek
szakirodalmi adatok alapjan korabban mar alkalmasnak bizonyultak filogenetikai kapcsolatok
tanulmanyozasara mas éldlénycsoportokban, igy a gombéak korében is. Filogenetikai
vizsgalatok soran célszerl tobb gént vizsgalni, mivel GCPSR elmélet szerint (Taylor és mtsai,
2000) tobb gén haszndlatakor pontosabb ¢és megbizhatobb eredményt kapunk az egyes
filogenetikai kapcsolatokra.

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

Az ITS szekvencidkat hasznaltak fel a Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria
maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének) vizsgalatara (Mendes-Pereira és mtsai,
2003), illetve a Phoma tracheiphila izolatumok elkiilonitésére (Balmas €s mtsai, 2005). Voigt
¢s mtsai (2005) egyéb gének, koztiik az ITS szekvencidk mellett a f-tubulin gént alkalmaztak
a Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria maculans-Leptosphaeria biglobosa
fajkomplexének) vizsgalatara, valamint Fatehi és mtsai (2003) az ,,Ascochyta pinodes
komplex” taxonomai vizsgalatakor. Landvik és mtasi (2001) a f-tubulin fehérjét alkotd
aminosavak szekvencidjanak egy részét probalta haszndlni magasabb rendii taxonok
elkiilonitésére az Ascomycota csoporton beliil. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a p-
tubulin gén kevésbé alkalmas magasabb szintii rendszertani kapcsolatok elemzésére, mint mas
gének. Nukleotid szinten azonban a f-fubulin gén informativnak bizonyult az Ascomycota
csoportnal alacsonyabb szintli rendszertani kapcsolatok elkiilonitésénél (Jong és mtsai, 2001;
O’Donnell és mtsai, 1998; Schoch éd mtsai, 2001).

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

Vizsgélatunk soran az ITS szekvencidk mellett a tefl és a S-tubulin szekvencidkat egyarant
alkalmasnak taldltuk az egyes Phoma izoldtumok genetikai elkiilonitésére. Mindharom
szekvencia alapjan késziilt filogenetikai térzsfa hasonlé filogenetikai kapcsolatokat .

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

A harom szekvencia koziil kiilléndsen a fefl szekvencia bizonyult a legalkalmasabbnak a
Phoma fajok filogenetikai vizsgalatdhoz, igy a fefl a tobbi fonalas gombdhoz hasonldan
(Druzhinina €s Kubicek, 2005) a Phoma fajok korében is alkalmas filogenetikai vizsgalatokra.

Az egy fajhoz tartozé izolatumok (Phoma exigua var. exigua ¢és Phoma pinodella)
egymastol jol elkiiloniilt csoportokat alkotnak mindharom szekvencidk alapjan.
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Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39) a tefl, ITS és
tubulin szekvencidk alapjan egyarant a Phoma exigua var. exigua csoportba keriilt, ami
alatdmasztja Kovics és mtsai (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 fefl, ITS és tubulin szekvencidjuk gyakorlatilag
teljesen azonos. Ez megerdsitheti azt a feltételezést, hogy a Phoma sojicola a Phoma
pinodella egy a szdjan eléforduld patovarietasa (Kovics, személyes kozlés).

Mindharom szekvencia Bayesian modszerrel végzett filogenetikai elemzése megerdsitette,
hogy az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum a Phoma exigua var. exigua
csoportba, a Phoma sojicola pedig a Phoma pinodella csoportba rendezodott, ami
sziikségessé teheti a nevezett taxonok helyzetének ujragondolasat.
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PHYLOGENETIC STUDIES ON PHOMA-LIKE FUNGI OCCURRING ON
SOYBEAN BY BAYESIAN APPROACHES

L. Irinyi — G. J. Kovics — E. Sandor
University of Debrecen, Centre for Agricultural Sciences and Engineering , Department of Plant Protection,
Debrecen, Hungary

In this study, we carried out phylogenetic studies analyzing sequences of genetic markers in the taxonomy of
Phoma-like fungi. The Phoma-like species occurring on soybean are hard to identified because of their high
morphological and symptomatic similarities.

We employed a part of the gene responsible for the synthesis of translation elongation factor 1 subunit alpha
protein (zef7) containing both introns and exons, ITS region containing the internal transcribed spacer regions 1
and 2 and the 5.8S rDNA, as well as f-tubulin partial sequences as potential genetic markers to infer
phylogenetic relationships among different Phoma taxa. Twenty-three different Phoma isolates were firstly
characterised by morphologically, and then their ITS and fefl sequences were sequenced and analysed by
Bayesian approaches.

Bayesian analyses of the three sequences confirmed that the Phyllosticta sojicola species is clustered with the
Phoma exigua var. exigua group as Kovics et al. (1999) claimed and the Phoma sojicola is grouped with Phoma
pinodella group. The experienced molecular evidences initiate the demand of reclassification of formerly
mentioned soybean pathogens.
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