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Phoma fajok filogenetikai vizsgdlata
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(OSSZEFOGLALAS

A Phoma genusba tartozd gombafajiok 1dbbsége fitapatogén,
apportvnisig parazitg vagy ssaprofiton életmddor folvtar, Az egves
Fhoma fajokat 1ibb standard sdpialajon megfigvelhetd morfoldgiod
bélveg alapjan rendszerezik. Mds gombacsoporioknal  mr
haxzndll, és 1ohbé-kevéshé meghbizhatonak biconvelt modekuldris
mavkerek ssekvencio analizise a Phoma fajokngl mapjainkig alig
keriilt alkalmazdsra.

Vizsgalarainkhoz ofvan filopenetikai markert kerestiink, amely
mrdr meghizhardnak bizomvult mind a fajok kdzderi, mind a fajon
beliili cxoportok elkiildnitésére mds gombataronokngl.

Ezek kdziil valaszrisunk oz éldvildgban erdven komzervativ,
transzlaciis  elomgderds  faktorra ftefl) eserr, melwnek intron
régiafa az rDNS-ben taldlhato (Internal Transcribed Spacer=1T5)
szekvenciak mellett ar egvik leggvakrabban alkalmazor alternariv
Silogenetikai marvker. A refl szekvencio dltal kddolt fehérfe (EF-la)
az evolicld sordn konzervailv, minden sejtben megialdthatd, a
Sehérfeszintézisben kulcsfontossdgi protein,

Srdmros tanulmany fdmaoszifa ald, hogy a fefl szekvencia
rendelkezik azon mlajdonsdgokkal, amelvek alkalmassd reszik a
fajon  beldli éx a fajok  kdzdmi  filogenetikai  kapesolatok
meghatdrozdiara

Fizsgalatunk sordn 11 Phomea faj 12 izoldtumdbal izoldlnk
genomi DNS-1, majd két specifikus primervel (EF1-T28F és EF]-
PE6R)  amplifikalmuk o refl gén nagy  intronjdar  tartolmazd
szakaszdl, meghataroziuk  azok  szekvencidjar. A fajok
filogenetikai  elemzésér  tefl  szekvenciak  parsimony-tipust
elemzénével végeznik @ PAUP*4.0b program alkalmazdsdval. A
refl szekvencidk alapidn ar egves Phoma fajok jol elkildinitherdk
egvmastol, ami bizomvitia, hogy a tefl szebvencia @ Phoma
Sajokndl i alkolmas molekuliris alapon 16rénd filogenetikai
rendszeresésre. Az elemzés sordn kapon filogenetikai 16rzsfa
azonban mem minden esetben mutatont egvezést @ morfologio
bélvegeken alapulc Phoma taxonakkal. A refl szekvencia alapian a
Phoma fajok egvértelmien elkiildmilnek o kizeli rokon Ascochvia
Jajokncd ix

€5

Kulesszavak: Phoma, ITS régio, transzldcios elongcios

faktor, filogenetika
SUMMARY

The cosmapolitan comntaing  mainly
Phytopathogenic, opportunistic pavasites, and saprophe fungal
species. Up to now, the choracterization af Phoma species and
other taxa of Phoma has been determined on the basis of
morphology on standardized media, and gene sequence analvsia
way only wied as o confirmative or distinctive complement,

I this stwy, we tried 1o find molecular markers which can be
used as  phylogenetics based
classification in the Phoma genus.

We emploved a part of the translation elongation facior |
subinir elpha (EF-Ta=refl) comaining botl introms and exons and
ITS region containing the internal transcribed spacer regions |

Phoma  gemux

markers  in the molecular

and 2 and the 5.85 rDNA, as potenvial genetic markers ro infer
phviogenetic relationships among different Phoma tava. Twelve
different Phoma species sequences were analvied fogether with
the closely related Ascochvia ones, The construcred phyviogenenic
trees, based on refl ond ITS sequences. do nor support the
traditional  Phoma based on  morphological
characterization. However. we managed 1o distinguish berween the
Phoma sirains ond Ascochyia species by comparing their tef]
sequences fhrowgh parsimonye analvsis. We proved that a teff can
be @ wseful phvlogenetic marker to resolve pindogeneric
relarionships ar species level in Phoma gemis,

Both  parsimony  sequence amalyses confirmed that  the
Phyvifosticta sajicala species is identical fo the Phoma evigua var.
exigwa species as Kdvies ef al. (1999 claimed. However, the
evolutionary distance by ITS sequences within Fhoma species is
toe small o ger well based conseguences for the phylogenetic
relationships af Phoma genus,

Further investigations would be mecessary ro clarify whether
the tefl and ITS seguences as phvlogenetic molecular markers are
well suited for the classification af Phoma species.

FECHions

Keywords: Phoma, ITS seguences, tramslation elongation
factor, phylogenetics

BEVEZETES

A Coelomycetes oszidlyba tartozd Phoma genus
vilagszerte elterjedi, tGbbségében fitopatogén,
opportunista parazita vagy szaprofiton életmodot
folytatd fajokat foglal magiba. Napjainkig mintegy
2000 Phoma fajt azonositottak vilagszerte (Boerema
et al., 2004).

A tradiciondlis és a molekuldris mikologiaban
tibb 1t is lehetséges az egyes gombafajok
identifikdlasara, kezdve a morfolégiai bélvegekkel,
az élettani és biokémiai funkcidkon &t egészen a
legmodernebbnek tekintett nukleinsav szekvencidk
dsszehasonlito elemzéséig.

A gombataxonomidban jelenleg 3 elfogadon faj
fogalom van elterjedve: a morfoldgiai, a biologiai, és
a filogenetikai. A morfoldgiai faj fogalom az egyes
gombafajok morfologiai megjelenését, bélyegeit
veszi alapul, és ennek alapjan rendszerezi oket. A
biologiai faf fogalom szerint azon populacidk
tartoznak egy fajba, amelyek egymissal szexualis
iton szaporodasi kizdsséget alkotnak (Mayr, 1940).
A biologia faj fogalom azonban csak korlitozva
haszndlhatdé a gombdk taxonjaira, mivel a gombak
mintegy 20%-a nem rendelkezik meiosporaval, azaz
szexudlis aton szaporodni nem képesek (Reynolds és
Taylor, 1993). Ennek ellenére nagyon sok
aszexualisan szaporodd gombafaj, beleértve a Phoma
genus tagjait is, meglepden nagy genetikai
variabilitdssal rendelkezik (Khon, 1995; Talhinhas
et al., 2002).
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A leghjabb, filogenetikai faj fogalom bizonvos

nukleinsav  szekvencidk  valtozatossigdat (DNS
polimorfizmus) alapul véve probélja meghatirozni a
killinbségeket wvagy azonossigokat az izoldtumok
kizitt. Hamrington és  Rizzo (1999)  szerint
filogenetikai szempontbol azonos fajnak tekintendd a
populiacidé  azon  legkisebb  egysége, amely
bizonyithatéan egy kozis Ost6l  szarmazik, és
valamilven egyedi, jol diagnosztizalhato fenotipusos
jelleggel rendelkezik.

A gombafajok  tGbbségének  rendszerezése
egészen napjainkig a régebbi, tradiciondlisnak
tekintett morfologiai alapon, esetenként a bioldgiai
faj kategoria alapjén tértént. A morfologiai alapu faj
meghatarozasnak azonban gyakon gyengesége, hogy
a morfologiai alapon egy fajba sorolt izolatumokrél a
genetikai vizsgdlatok alapjan bebizonyosodik, hogy
valojdban nem egy fajba tartoznak. Mivel a Phoma
fajok tGbbsége nem szaporodik ivaros uton, csak
ivartalanul, ezért a bioldgiai faj fogalom nem
alkalmazhaté erre a genusra. A morfoligia faj
fogalom viszont, a fentebb emlitett okok miatt nem
ad mindig meghizhatd eredményt.

A molekularis biolégia rohamos fejlodésének
kiiszénhetoen elérhetdvé vilik a taxondmusok
szamara a filogenetikal Osszefiiggések feltarasa.
Taylor et al. (2000) szerint a filogenetikai modszerek
hamarosan széles kirben elterjedié és népszeriivé
valnak a gombataxondmidval foglalkozo
mikologusok kirében, mivel egyarant alkalmazhato
ivarosan és ivartalanul szaporodo fajokra is.

Mapjainkig a Phoma fajok rendszerezése a tébbi
gombacsoporthoz hasonloan nagyrészt morfologiai,
fenotipusos és fiziologai vizsgalatokon alapult.
Ennek a munkdnak az Osszefoglaldsaként a
kiizelmiltban jelent meg egy monogrifia Phoma
Identification Manual cimmel (Boerema et al., 2004),
amelyben a szerzok dsszegzik a Phoma fajok
morfologiai szempontok alapjan, t6bb mint 40 év
kutatasi eredményel nyoman tisztizott rendszerét,

A "90-gs évek kizepén a molekularis biologia és
a biockémia fejlodésének kiszinhetGen izoenzimeket
(fehérje polimorfizmus) probaltak meg molekuldris
markerként haszndlni a Phoma genusban, hogy
elkiilonitsék a morfologiailag azonos megjelenési, de
feltételezhetoen eltérd fajhoz tartozo izolatumokat
(Kovics és Gruyter, 1995).

A késObbiek sordn azonban a  fehérje
polimorfizmus profil meghatirozasokat egyre inkabb
felvaltottak a DNS polimorfizmus vizsgilatok a
filogenetikai céllal tériénd elemzések soran.

A DNS polimorfizmusnak, amely egy adott gén
{marker) nukleinsav sorrendjének valtozatossagan
alapszik, harom nagy elonye wvan a fehére
polimorfizmussal szemben. Az elsd, hogy a
szekvencia viltozds mdar az elsd szinten, a DNS
szintjén kimutathatd. A masodik elony, hogy DNS
szinten sokkal nagyobb valosziniiséggel térténnek
evollcids valiozasok, (amelyek nem hiztos, hogy
fehérje szinten is megmutatkoznak), és végiil ehhez
kapcsolodik a harmadik  elény is. hogy ezen
viltozdsok nincsenek szelekecids nyomasnak Kitéve,
hacsak nem befolydsolja jelentdsen az egyed

fenotipusat, igy azok hosszabb
fennmaradni a genomban,

Mapjainkban a filogenetikai tdrzsfa keszitésben az
egyik leggyakrabban hasznalt molekularis bioldgiai
modszer kivalasziott DNS szakaszok nuklemsav
sorrendjének  meghatarozasa, ¢€s ezeknek az
dsszehasonlito elemzése.

A filogenetikai célu szekvencia Gsszehasonlitas
nagyrészt olyan genom szakaszok vizsgalatan alapul,
amelyek minden élolényben elofordulnak. és
meglehetdsen konzervativak maradnak az evolicid
soran., mint pl. a riboszomalis geéneket kodolo
szekvencidk. Ezek kozil nagyon sok tdominyos
munka alapszik az Ogynevezett 1TS (Intemnal
Transcribed Spacer) régio wvizsgalatan, annak
koszinhetoen, hogy ennek a régionak a nukleinsav
sorrendjén, amely nagy variabilitist mutat mas
régidkhoz képest, igy alkalmas mind a fajon beliili,
mind a fajok kozdni filogenetikai kapcsolatok
felderitésére. Lutzoni et al. (2004) szerint a gombik
kirében végzett filogenetikai vizsgalatok 83,9%-a a
riboszomdlis géneket kodold tandem szekvencidk
vizsgilatan alapult. A molekularis biologiaban (jabb
és Ujabb géneket (markereket) taldlnak, amelyek
tulajdonsdgaikbdl  adodoan  alkalmasak  lehetnek
filogenetikai kapcsolatok elemzésére.

Vizsgalatunkban az ITS régid mellet a mas
él6lény  csoportok  mellen a  gombdknal s
eredményesen  hasznalt  transzlacios  elongdcids
faktort kodold gén (ref7) nagy intronjat tartalmazo
szakaszat hasznaltuk a  Phoma fajok  kizotu
filogenetikail kapesolatok vizsgalatira,

Filogenetikai kapcsolatok feltdrisara az egyik
leggyakrabban hasznalt molekulans markerek a
riboszomdlis géneket kodolo szekvencidk (rDNS)
(Avise, 2004). Ezek kbzil is killondsen azok,
amelvek gyakorlatilag azonos szekvencidji tandem
masolatként vannak jelen a genomban. Minden egyes
masolat rendelkezik kodold és nem kodolo régiokkal.
A kodold régiokhoz tartoznak a 185, 585, és 285
alegységeket kodold gének (Gerbi, 1983), amelyek
sokkal kevésbhé valtozékonyak, mint a nem kodolo
szakaszok. Ez utobbiak lehetnek atirtak, mint az
Internal Transcribed Spacer 1 és 2, valamint olyan
régiok, amelyek nem irddnak &t (Intergenic Spacer
1 és 2). Mivel a kodold régiok evolicisan erbsen
konzervaltak, az évmilliok alant alig wvaltozott
szakaszok, ezért foleg nagyobb taxonok rokonsagi
viszonyainak megallapitdsiara hasznaljak (Hilhis és
Dixon, 1991). A két ITS régiot, evolicios mércével
mérve viszonylag gyorsan valtozd tulajdonsagaibol
adoddan, tibbségében alacsonyabb szintii
rendszertani kapcsolatok vizsgilatdnal hasznaljak,
mint példaul kozel rokon fajok vagy populdcidk
egymastdl  wvald  elkiilonitésére  gombakndl,
nivényeknél és allatoknal egyardnt (Baldwin, 1992;
Schltitterer et al., 1994; Mai és Coleman, 1997;
Weekers et al., 2001; Oliverio et al., 2002; Chen et
al_, 2000, 2002).

Vizsgalatunkhoz az rDNS régio egy olyan
szakaszit vilasztottuk, amely tartalmazza a ITS 1 és
2, valamint az 58 DNS egy részét
(1. dbra).

tavon képesek
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A translation elongation factor 1 subunit alpha”
{EF-la) fehérje a sejten beliil a citoszdlban talalhatd
Eukariotakndl €s  Archaea  baktériumoknal a
fehérjeszintézis folyamataban elsodleges funkcidja,
hogy katahzilja a GTP fiuggd aminoacil-tRNS
komplex felbomlasat (Moldave, 1985). Az EF-la
fehérje, és igy a fehérjét kodolo gén is erbsen
konzervalt az élovilagban, ami alkalmassa teszi a
filogenetika) vizsgalatokra (Roger et al., 1999), A
feherjét kodolo ref! gén minden €ld szervezetben
megtalalhato és az 1TS szekvenciakkal szemben nagy
elénye, hogy a gén csak egy kopidban van jelen a
genomban (Baldauf és Doolittle, 1997), A fajok
kizoti és fajon belilli rendszertani kapcsolatok

-

Schemaric structure of ITS region in Phama spp. and locari

[odbea: ag ITS réghd sematikus vazlata, valamint o PCR reakcidban hasznalt primerek helyzete

SRS rIINA 6 LSU rDNA
-

151 a2

o af primers for plviogerernic analvsis

felderitésére egvardant alkalmas, mint azt Druzhinina
es Kubicek (2005) is bizonyitottak Trichoderma
fajokndl, illetve Roger et al. (1999) egyéb fajoknal
ipl. Mucor racemosus, Podospora anserina).
Egyetlen hitrinya, hogy a fehérjét kodolo ref! geén
rividebb, mint mas filogenetikai markerként hasznalt
gének. Mintegy 2 kb hosszisagu, intront s exont
egyarint tartalmazd szakasz Filogenetikai
vizsgilatunkhoz a ref7 gén nagy intronjit tartalmazo
fragmentjét valasztottuk (2. dbra).

Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestik a
vilaszt, hogy az ITS régio valamint a EF-lo fehérjét
kadold ref! gén alkalmas-e rendszertani vizsgalatokra
a Phoma genusban?

2. dbra; tef gén sematikus vazlata, valamint a PCR reakeidban hasznalt primerek helyzete

cxon

Forras: Druzhinina és Kubicek, 20035

Figure 2: Schemaric struciure of tefl gene in Phoma spp. and location of primers for phyvlogenetic anodvies (Druzhining and Kubicek

iV AT
ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatainkban a Debrecem Egyetem
Novényvédelmi Tanszéken talalhatd
torzsgyiijieménybal 11 Phoma faj 12 izolatumat
vigsgaltunk (). fdblazar). Minden egves [ajt
morfologial  és  élettant  jellegzetességeik  alapjan
azonositottunk a Boerema et al. (2004) dltal
kivzreadott Phomea monografia alapjan

Az izoldtumokat 30 ml folyékony malata
tapoldathan tenyésztettiik 48 oran keresztiil, 100
ml-es Erlenmayer lombikban, sététhen, razatva
(125 rpm). A sejteket ddrzsmozsar segitségével,
folyékony nitrogén jelenlétében tirtuk fel, majd
genomi DNS-t izoldltunk EZN.AY Fungal DNA
Isolation Kit (Omega Bio-tek Inc., USA)
alkalmazisdval, a gyarto utasitasai szerint, A ITS
fragment felszaporitasihoz az SR6R és LRI
primerpart (White et al., 1990}, mig a tef! fragment

102

amplifikildsdhoz az EF1-T28F ¢és EF1-986R
primerpart  haszndltuk  (Druzhinina és Kubicek,
2005). A tisztitonn PCR termékek szekvenalasat az
MWG Biotech, Germany végezte.

A szekvencidkat a ClustalX (Thompson et al,
1997) program felhasznalisaval rendeztilk Ossze,
majd a GeneDoc (Nichelas et al., 1997) program
segitségéve]l manudlisan finomitotiuk az illesziést,
ahol szlikséges volt. Ezt kdvetben a filogenetikai
analizist a PAUP*4.0b (Swofford, 2002) program
segitségével wvépertilk, parsimony-tipusi analizist
végezve, heurisztikus keresést alkalmazva, ami a
felrajzolhatd térzsfak koziil megkeresi a leghkevesebb
bazisvaltozast tikrozdt, A tirzsfak  készitésében
kiilsd csoportként tovabbi fajok refl (2. tabldzar) és
ITS (3. tdbldzar) szekvencidit is bevontuk. A tirzsfa
készitéséhez a TreeView programot hasenaliuk. A
felrajzolt tirzsfit bootstrap analizissel
(1000 1smétlés) ellendriztik.
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1. tabldzar

A kisérlethbe bevont Phoma fajok listdja

) lzolitum kid(2) L |
Fajnévil) Sajit3) Eredetid) Gazdaniveény(5) |
|_Phoma enpnrena Vo358 CBS 3715.91 Phaseolus vulparis
| Phoma destructiva D33 7 Lveopersicon esculennmt
Phoma pinodeila D35 DA03s Clveime may
FPhoma foveata s PD 761021 | Chemopaodiue guimo
Phoma herbarum 143 MTCC 3319 | s
Phama exigua var. evigua DTS DTS5 Glveine max
Phowma exigua var. exigua D77 DT | Gilveine may
Phaowna exigua var. linicola o7l PD 86°73 Linpimt wsivarissine
FPhoma glomerata D34 i34 Gilvgine may
Phoma multirostrata D4 PD 774508 Phyiodendron sp.
Phoma plurivora D72 PD 75/907 Medicago saviva
Phvilosticta soficola (=Ploma éxigue var, exigua 7) DAS0 CBS 301.39 Gilveing

Table I: Isolates of Phoma species

species( 1}, isolate numberi2), our collection(3), onginal{4), host of origini5)

EREDMENYEK

Elsé lépésként a Phoma fajok morfologiai
azonositasat veégeztik el Boerema et al. (2004)
monografidgja  alapjan. A mikroszkdpi-  és
telepjellemzdk  alapjin  kaport  eredmények azt
mutattik, hogy a tdrzsgyljteményiinkben szerepld
fajok wvaldban megegyeznek az 1. tablazatban
szerepld fajokkal.

Transzlicios elongicios faktor

A genomi DNS izolaciéjit kévetden a PCR
reakcioban a felhasznalt primerekkel (EF1-728F és
EF1-986R) egy 280-290 bp nagysagd, a fefl gén
nagy intronjdt tartalmazé szakasz amplifikdlodont
mind a 12 izoldtum esetében. A PCR reakcidban
melléktermék nem képzoddtt, amely a primerek
nagyfoki specifikussagdt bizonyitja. A PCR reakcid
utdn ar felszaporodott fragmentek szekvendlisi
eredményel alapjan az elemzést parsimony-tipusi
analizissel, a PAUP*4.0b program (bootstrap=1000)
alkalmazasival végeztiik el. A filogenetikai torzsfa
készitésében tovabbi Ascochvta és Phoma fajok refl
szekvencidit 1s bevontuk (2. tablazar), valamint kiilsé
csoportként a  Phoma fajoktd]l két  tivolabbi
Ascomycota faj, a Claviceps sorghi ¢és a
Leptosphaeridinag  trifolii  refi szekvencidit
hasznaltuk.

A refl szekvencia elemzésével kapout tdrzsfa
alapjin (3. dbra) a vizsgalt Phoma fajok
egyérielmilen elkiiléniiliek a kizel rokon dscochyvia
nemzetség fajaidl. Mivel a Phoma és Ascochvia
fajok elkillonitése morfoldgiai alapon gyakran nem
konnyl feladat az in vive kiilinbdzd sejtszami
konidiummal rendelkezd Plhioma (pseudo-dscochvia)
fajok esetében, ez a molekuliris bélyeg tovibbi
segitséget nyujthat a hovatartozds egyértelmi
megallapitisahoz.

2 dabddzar
A refT fragmentek alapjan készilt filogenetikai
tirzsfakészitéshe kiilsh csoportként bevont fajok listaja,
valamint a fefl szekvencidjuknak hozzaférési szima

R Leolitum | Hozziférési
ki) spimi3)

Leptosphacruding trifolii WAC 6693 AYEI] 5431
Ascochvia pisi AP2 DH356494, 1
teleomorf: Didymella lentis
anamorf: Ascocfvta lentis SAT AL AYB31546.]
(Kaiser el al., 1997}
Ascochyia fabae 1, sp. viciae , .
= Lasnalipis fkas) ANV DQ3B6498.1 |
teleomorf: Didvmella lentis
anamorf: Ascochvia lentis | ALt | DQ386493.1
teleomorf: Didvmella fabae | f
anamorf: Ascochvia fiabae AF1 DOQ3Ee492.1
(Kaiser és misai, 1997)
Claviceps sorghi ? AYR0E3T 1
Claviceps sorghi ? AYGR0EG.1
Phama pinodella CBS 318.90 AYEI1542.1
Phoma _phn:n.ﬂ'n"ki WAC TO78 AYEI]545.]

Forris: httpo/fwww nebinlm.nth. gov/

Table 2: Species imvolved in the phviegenetic analvses and the
accession mumber of their ef] fragments
species( 1 ), isnlate number{ 2}, accession number{3)

A Phoma fajok egy része (P. plurivora, P.
herbarum, P, desrituctiva, P.  glomeraia)
egyértelmiien elkiilénithettk a ref! szekvencia
segitségével a tobbi vizsgilt Phoma fajtél. Mis
részlik fajesoportot alkot a refl szekvencidk alapjan.
Nem kiilonithetbek el egymastol a Phoma foveta és
Phoma multivestrata, valamint a Phoma pinodelia és
Phoma eupvrena fajok sem. A tdbb izoldtummal is
képviselt fajok mind egy csoportba keriiltek az
elemzés sorin, ami megerGsiti a feff szekvencia
alkalmassdgdt a Phoma fajok elkiilénitésére.
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Az eredetileg Phyllosticia soficola-kém deponalt miszerint a Phyllosticia sojicola megegyezik a
izolatum (CBS 301.39) a refl szekvencia alapjan a Phoma exigua var. exigua fajjal.
Phoma exigua var. exigug csoportba keriilt, amu Az egyes csoportok nem mutatnak egyezeést a
aldtdmasztja Kovics et al. (1999) feltételezését, morfologia bélyegeken alapulé Phoma taxonokkal

{Boerema et al., 2004) (3. abra).

3. abra: A efl szekvencidk parsimony elemzése alapjan készitert filogenetikai thresfa

Lepiosphaeruling trifolii

w
Fhoma plurivora (DAUT2) -:E
.
::-
Phoma herbarm (D'143) ::.: Phoma
79 " o
Phoma destructiva (DV033) "'
a7
Phoma exigu var. finicola (DY07])
100
51 Phoma exigia var. exigno (DO77)
] P-'-I vilosrictoides
. Phoma exigna var. exigua (DAO75)
Pivvllosticta sojicola (DAOMN
100 | FPhoma foveata (D048) Phyllosticteides
Fhoma multirostrara (D/044) ::: Fhoma
21
. Plycniis ploimieriata (D034 ) ::: Pevronellaea
8l Phoma pinodella (CBS 318, 90)
Hvllosticroides
100 | Phona pinadella (D035) Phyllostict
b Phonna pinodella (WAC T97H)
Phoma enprovena (D058) E Phoma
Aschochyia pisi
Q7 Didvmella lentis
/ %
Ascochyta lentis
51
Didvmella fabae
a{
Ascochvia fabae £ sp. viciae
100 I- (.llll".'l.l'l,'lfl'i .'||-'I_|_'J':|'

I- Claviceps sorgh

— |01 haziscacre h;.':fn

Megjepyrés: A vonalakra inl szamok az elagazas valoszindsépét jelOlik, szazalékban, amelyet 1000 ismetlesben elvegrett bootstrap

alap!

kaptunk. Az 30%-nal kisebb valoszinuségli eligazisok értékeit nem timtettk fel. Jobb oldal oszlopo

tenyészhélvegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson belith szekcioit jelzik (1)

Figure 3: Phyvlogeneric relationships of Plhoma strains inferved by the porsimony analysi

The numt

based on morphological characterization | 1)
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A DNS szekvencia analizise a Phoma-k esetében
eddig csak kisebb csoportok elkiilonitd vizsgalatara
korlatozddott. Az ITS szekvencidkat hasznaltak fel a
Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leprosphaeria
maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének)
vizsgdlatira (Mendes et al., 2003), illetve a Phoma
tracheiphila izolammok elkilldnitésére (Balmas et al_,
2005). Viesgalataink alapjan a  transzkripeids
elongacios faktor 1 (refl) nagy intron régidjat
tartalmazd DNS szakasz megfeleloen hasznilhatéd a
Phoma fajok elkiilonitésére a kizeli rokon Ascochvra
tajoktdl.

A refl szekvencia vizsgalata alapjin az Osszes
Phoma egyetlen, a kozeli rokon Ascochvia genus
megvizsgalt fajaitdl elkiilénilé csoportot alkot. Ez a
Phoma genus monofiletikus eredetét bizonyitja.

A ref! szekvencia az analizalt 11 Phoma faj 14
izolatumanak  Osszehasonlité  elemzése  alapjan
alkalmasnak latszik a Phoma fajok egy részének
egymastol valo elkilonitésére. A ref! szekvencidk
alapjan egymastdl el nem kiilénithetd fajok esetében
(Phoma pinodella és Phoma eupyrena) tovibbi
variabilis szekvenciak vizsgdlata szilkséges.

ITS fragment
A PCR reakciot kivetben egy 0,6kb nagysagl

fragment szaporodott fel mindenegyes mintiban,
amely tartalmazta az 1TS1, ITS2, valamint az 588

régiokat.
Az ITS fragment filogenetikai analiziséhez
toviabbi  Phoma, Ascochvia, Leptosphaeria és

Didvmella fajokat 15 bevontunk, amelyeknek az ITS
szekvenciait a NCBI altal izemeltettet GenBank-bal
tiltonik le (3. rablazar).

Az ITS szekvenciak alapjan késziilt filogenetikai
tirzsta a 4. dbran lathato.

A killbnbség Phoma és Ascochyvia, Leprosphaeria
és Didvmella fajok kbzétt nem wvolt jelentds,
minddssze csak 23 bazishelyet tekintett
informativnak a program a parsimony elemzés soran.
WValamint bootstrap elemzést kévetden csak 3
klaszternek volt 80%-nal nagyobb a valoszinlsége,

Az ITS szekvencia parsimony elemzése alapjan is

a Phyllosricta sojicola a Phoma exigua csoportba
keriilt csakugy. mint a refl szekvencia alapjan. A
Phoma foveta és Phoma multirostrata a  refl
szekvencidhoz hasonlon az ITS szekvencia alapjan is
egy csoportba keriilt.
A tovébbiakban az ITS szekvencidt egyéb modszerrel
szilkséges elemezni, mint példaul a MEGA wvagy
maximum likelihood moddszer, amely a parsimony
analizisnél meghizhatobb torzsfit eredményezhet.

3, riblizor
Az ITS fragmentek alapjin késziilt flogenetikai
torzsfakészitéshe bevont fajok listaja, valamint az ITS
szekvencidjuknak hozziférési szama

Fajnév(1) lzolitum Hozzaférési
- kibdd(2) szam(3)
FPhoma exiguna var. » AYRGUIET 1

heteromorpha
Phoma exiguwa | C5L 20316964
Phoma exigua var. populi | CBS 100167

AYS550992.1
| AF268189.1

ERoe xign YIK. CBS 113.28 AF268187.1
linicola
Phoma exigua 7 AY927784.1
Pham herbarinn ? 1 DO132541.1
FPhama herbarum ATCC 12569 AY293803.]
Phama pinadella VPR1 32177 DO0ET402. 1
FPhama pinodella VPRI 32171 DS 700,
Phoma pinodella CHBS 31890 AYE3I1562.1 |
FPhama pinodella WAC 7978 AYB31556.1
Phowa glomerata 7 AF126816.1
Phoumna glamerata ? AY618248.1
Phoma glomerata ? AY 13.1-31! ._!.__|
Phoma eupyrena Grol | AJE20436.1
Leprosphaerulivg reifolii WAL 6693 AYB3II558.1
Ascochyia sp. Georgiab DQ383935.1 |
Ascochvra pisi APl i “_DQE E1954.1
Ascochvia lentis MU AL AY131201.1
Dichmella lentis | ALL DQ383953.1
Dichvmella fabae AF1 DO3E3952.1

Forris: hitp:/f'www nchinlm.nih.gov/
Table 3: Species involved in the phviogenetic analyses and the

accession mumber of their ITS fragments
species( 1), isolation numben| 2), accession numberi 3)

OSSZEGZES

A tefl szekvencia, a tobbi fonalas gombahoz

(Druzhinina és  Kubicek, 2003) hasonloan
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 wvariabilis bézishelyet
tartalmaz. Ez egyben azt is jelentheti, hogy az
evolicios tdvolsig az ITS szekvencia alapjdn az
egyes Phoma fajok kbzbtt tal kicsi ahhoz, hogy
rokonsdgi kapcsolatokat dllapitsunk meg a Phoma
nemzetségben. Mas nemzetségekhez hasonldan
tovibbi szekvenciak bevonasa sziikséges, mint pl. az
actin vagy tubulin a filogenetikai elemzésekbe
Mindkét szekvencia elemzés megerdsitette azt a
koribbi feltételezést (Kovics et al., 1999), hogy a
Phyvllosticta soficola azonos a Phoma exigua var.
exigua fajjal.
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4. adbra: Az ITS szekvencidk parsimony elemazése alapjan készitert filogenetikai tirzsfa

—me'mhwﬂha{ ;ﬁoﬁl‘ (WAC 6693)
glomerata (AY618248
Pﬁamgm},mm?'ﬁ E"' yronelions
P
EI Joveata (D/048) ' [] Phyllostictoides
51 — Phoma herbarum (D/143) [ Phoma

&9 Phoma exigua var. heteromorpha

Phoma exigua var. exigua (CSL 20316964)
Phoma exigua var. populi (CBS 100167)
o9 Phoma exigua var. linicola (CBS 113.28)
Phoma exigua var. exigua (AY927784) Phyllostictoides
Phoma exigua var. exigua (D/075)
Phoma exigua var. exigua (DI0TT)
Phyllosticta soficola (D/050)
Phoma exigua var. linicola (DA071)

e Phoma plurivora (D/072)
——— Phoma cf. espyrena (Gré1)

92— Phoma herbarum (DQ132841) E Phoma

Phoma herbarum (ATCC 12569)
Ascochyta sp. Georgiab

Phoma eupyrena B)
Phoma destructiva (D/033)

[ Phoma
79 |Phoma pinodella (CBS 318.90) !

i Phoma pinodella (WAC 7978)
Phoma pinodella (D/035)
64, Phoma pinodella (VPRI 32177)
Phoma pinodella (VPRI 32171)
@_IPMM (AF126816)
Phoma glomerata (D/034)

Megjegvzeés: A vonalakra int szamok az eligazis valoszinOségét jelolik, szazalékban, amelvet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis
alapjdn kaptunk. Az 50%-ndl kisebb valoszindségii eligazisok értekeit nem tintettiik fel. Jobb oldal oszlopok: a morfoldgiai
tenyészhélyegeken alapuld faji besorolis Phomo genuson beliili szekcioit jelzik.(1)

Peyronellaea

Figure 4: Phvlogenetic relationships of Phoma strains inferved by the pavsimony analvsis of ITS sequences
The numbers above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000} values. The columns on the right side represent the Phoma section
bazed on morphological characterization. ] )
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