Egyetemi doktori (PhD) értekezés tézisei

PHOMA-SZERU GOMBAK
TAXONOMIAJANAK
KONVENCIONALIS ES
MOLEKULARIS BIOLOGIAI
OSSZEHASONLITASA

Irinyi Laszlo Miklos

Témavezetok: dr. Sandor Erzsébet és dr. Kovics Gyorgy

DEBRECENI EGYETEM
Kerpely Kalman Doktori Iskola

Debrecen, 2009



A doktori értekezés elozményei

A novénybetegségek eloidézésenek tobbségeert korokozo gombik a feleldsek.
Ezek jelenlegi leirt fajszama kozel hetvenotezer, amely a ténylegesen létezo,
becsiilt gombafajok szamanak csupdn hét szazaléka. Ily mdodon a gombak
biologiai diverzitasanak megismerésében meég szamos feladat all a mikologusok
elott — a tradiciondlis eszkoztar mellett pedig wjabb és Ujabb technikak
segitségevel teszi lehetove a filogenetikai Osszefliggesek feltarasat, esetenként
az eddig kialakitott rendszerek alapos atalakitasaval a — genetikai szintii
megismeres tikrében. Eredményeinkkel egy bonyolult és nehezen azonosithato
gombacsoport, a mintegy Otezer fajt magaba foglald Phoma-szerii
mikroszkopikus gombak (Phyllosticta, Phoma, Ascochyta, Diplodina stb.)
filogenetikai jellemzeéséhez jarulunk hozza tradicionalis molekularis eszkozok
segitségevel.

A Coelomycetes osztalyba tartoz0 Phoma genus vilagszerte elterjedt,
tobbségében fitopatogén, opportunista parazita vagy szaprofiton ¢letmodot
folytato fajt tartalmaz. A Phoma genus torténete tobb mint 130 évre nyulik
vissza. A 19. szazadban és a 20. szazad elso felében P. Saccardo rendszerének
alapjan tobb ezer fajt irtak le azon nem-sztromatikus piknidiumos gombak
korében, amelyek szintelen (hialin), valaszfal nélkiili konidiumokat képeznek.
Ebben a koncepcioban a Phoma-szerii piknidiumos gombak osztalyozdsaban
jelentds hangsulyt kapott a gazdandvény-specifikussag, a szubsztratumelv
szigor alkalmazéisa, és a konidiumban a valaszfal megléte vagy hianya.
Altalaban a Phoma besorolast alkalmaztak azokra a fajokra, amelyek szintelen,
egysejtll konidiumokat képeztek, és a novények szarain €s vesszein novekedtek.
Természetesen sok Phoma-szeri gomba fordul el6 a leveleken, vesszOkon ¢€s
szarakon egyarant. Napjainkig mintegy kétezer Phoma fajt irtak le, ami
valoszinlleg annak a ténynek koszonhetd, hogy ezek a gombdk az egyik
legszelesebb korben elterjedt mikroorganizmusok; szamos 6kologiai niche-ben
elofordulnak. A Phoma nemzetségen belill morfologiai alapon jelenleg 10
Phoma szekciot tartanak szadmon, melyek kozill néhany mesterséges, mig
masok természetes egységet alkotnak.

A morfoldgiai alapt fayjmeghatarozasnak azonban gyakori gyengesége, hogy
az egy fajba sorolt izolatumokrol a genetikai vizsgalatok alapjan
bebizonyosodik, hogy valojaban nem is egy fajba tartoznak. Mivel a Phoma
fajok tobbsége nem szaporodik ivaros uton, csak ivartalanul, ezért a biologiai
faj kategoria meglehetosen korlatozottan alkalmazhaté erre a genusra. A
morfologiai fajmegkozelités a fentebb emlitett okok miatt nem ad mindig
megbizhatd eredményt, ezért indokolt a molekularis taxonomiai vizsgalatokon
alapulo, filogenetikai fajkoncepcio alkalmazis a genus-on belil. Eddig a
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kiilonb6zd molekularis markerek szekvenciaanalizise a Phoma fajoknal alig
keriilt alkalmazasra, eddig csak kisebb csoportok elkiilonité vizsgalatara
korlatozodott ezért vizsgaltunk célja volt olyan filogenetikai markerek keresése
¢s alkalmazasa, amelyek alkalmasak faji szintli — kiilonosen a tradicionalisan
nehezen kezelhetd fajoknal — a rokonsagi viszonyok feltérképezeésére a Phoma
genus-on beliil.

Molekuléris taxondmiai vizsgélatainkhoz harom olyan markert valasztottunk
(tefl, 1TS, p-tubulin), amelyek szakirodalmi adatok alapjan korabban mar
alkalmasnak bizonyultak filogenetikai kapcsolatok tanulmanyozéasara a gombak
korében. A ,translation elongation factor 1 subunit alpha” (EF-1a) fehérjét
kodolo tefl gén minden €16 szervezetben megtalalhato, csak egy kopiaban van
jelen a genomban ¢és fajok kozotti és fajon beliili rendszertani kapcsolatok
felderitésére egyarant alkalmas. Az ITS-régiok (Internal Transcribed Spacer) a
filogenetikai vizsgalatokhoz mar hosszu ideje a legszélesebb korben hasznalt
konzervativ genetikai markerek. A tubulin fehérje egyik alegységének
kodolasaért felelds p-tublin gén egyre nagyobb figyelmet kap kiilonb6zd
taxonok kozotti evolucios rokonsagi kapcsolatok elemzése soran, evolucidsan
egymashoz kozel ¢€s tavol elhelyezkedd taxonok esetében egyarant. Voigt et al.
(2005) egyeb gének, koztik az ITS-szekvenciak mellett a f-tubulin gént is
alkalmaztak a Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria maculans —
Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének) vizsgalatdra, valamint Fatehi et al
(2003) az Ascochyta pinodes komplex taxondmai vizsgalatakor.

Filogenetikai vizsgalatok soran célszerli egyszerre tobb gént vizsgalni, mivel
a GCPSR (Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition)
,,k0z0s szarmazason alapulo fajelismerés” elmélet szerint (Taylor et al., 2000)
tobb geén hasznalatakor pontosabb €s megbizhatébb eredményt kapunk az egyes
taxonok kozotti filogenetikai kapcsolatokra.

Vizsgalataink tovabbi célja volt a kiilonbozd karakter (nukleotid) alapt
filogenetikai modszerek (Maximum Likelihood, Maximum Parsimony,
Bayesian methods) alkalmazasa, értékelése €s azok egymassal torténd részletes
osszehasonlitasa.

A pillangosvirdgih novények egymastol alig megkiilonboztethetd Phoma-
szerl fajainak (Phoma pinodella, Phoma sojicola, Phyllosticta sojicola, Phoma
exigua var. exigua) taxonOmidja terén a mai napig nagy a bizonytalansag, ami
indokoltta teszi a fajok tradicionalis morfologiai 0sszehasonlitasa mellett azok
molekularis taxonomiai vizsgalatat.



Az értekezés célkituzeései

A Phoma-szeri gombik taxondmidjanak konvencionalis ¢és molekularis
biologiai 0Osszehasonlitdsaval kapcsolatos kutatomunkamat a kovetkezo
célkitlizéseket fogalmaztam meg:

I. Kiilonb6zd izolatumok részletes, tradicionalis morfoldgiai vizsgalata ¢€s
azonositasa a Phoma fajok taxonomiajanak elfogadott koncepcioja szerint.

2. Molekularis taxonomiai vizsgalatokra alkalmas filogenetikai markerek
keresése, melyek megfeleldk lehetnek a vizsgalt Phoma-szeri fajok —
kiulonos tekintettel a konvencionalisan nehezen kezelhetd fajok —
elkiilonitésere.

3. Faji szinth filogenetikai vizsgalatok, valamint rokonsagi viszonyok
megallapitasa a Phoma genus nehany taxonja kozott.

4. Karakter (nukleotid) alapti filogenetikai vizsgalati modszerek (Maximum
Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian methods) alkalmazasa,
ertekelése, €s az egymassal torténd Osszehasonlitasuk a Phoma-szerii
gombak jellemzésében.

5. A szojan betegséget okozd Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones &
K.B. Burch ¢és kozeli rokon Phoma sojicola (Abramov) Kovics et al.
taxondmiai hovatartozasanak feliilvizsgalata, esetleges ujraértelmezése
molekularis 6sszefliggesek feltarasa alapjan.

6. Szojan sporadikusan karositod, eredetileg Phyllosticta sojicola Massolongo fa]
rendszertani helyzetének tisztazasa filogenetikai markerek analizisének
felhasznalasaval.



Anyag és modszer
Morfologiai vizsgalatok

Munkank soran kilenc, kiilonb6z6 forrasbdl szarmazé Phoma-szerii taxon
huszonket izolatumat vizsgaltuk morfologiai ¢€s molekularis bélyegek
osszehasonlitasaval (1. tablazat). A Phoma fajok taxonomiajanak elfogadott
koncepcidja in vivo €s in vitro stabil morfologiai €s tenyésztési parameterek
standardizalt feltételek melletti jellemzesén alapul (Boerema et al. 2004).

Morfologiai vizsgalatainkhoz 5 mm atmérdji micéliumkorongokat vagtunk
ki a telepek aktiv novekedésii széleibdl és Petri-csészékben 1€vo taptalaj
kozepéere helyeztiik. A vizsgalatunkat maldtakivonat agaron (MA) és zabliszt
agaron (OA) végeztiik.

Egy hétig sotétben, 20 °C homérsékleten torténd inkubalast kovetden
megmértik a telepatmérOket, tovabba feljegyeztik a miceliumszovedek,
valamint a tenyészet felszini és fondki részének a szinét, Rayner (1970)
szinskalajanak megfeleloen. Regisztraltuk az egyeb morfologiai jellemzdoket is
(a telep alakja, szektorképzes, légmicélium jellege). Ezt kovetden a 9 cm
atmérdjli Petri-csészéket a piknidium képzodését eldsegitd 13 o6ras NUV (near
ultraviolet blacklight fluorescent lamp) ultraibolya kozeli megvilagitasa, 11
oras sotét periddusu ciklikusokkal inkubaltuk.

Két het elteltével ismét feljegyeztiikk a telepek jellemzoit. A harmadik héten
megvizsgaltuk a piknidiumok, konidiumok ¢és egyéb képletek (pl.
klamidosporak) morfologiajat, ¢és mikroszkopi méréseket végeztink. A
konidiumok meéretét olajimmerzids objektivvel, 1250x-es nagyitas mellett 30

méres alapjan hataroztuk meg.



1. tablazat A vizsgalatokba bevont Phoma-szeri fajok és izolatumok listaja
. Alternativ 12 GenBank hozzaférési szamok (*)
[zolétum izolatum Fajnév Gazdanovén [zoldlés Gyiijtotte
szama zo%a J Y helye M Tef1® ITS® B-tubulin’
Szam
Phoma ,
D/035 | BT-15 . Glycine max Hungary Walcz I. EU543973 EU573015 EU541416
pinodella
D/045 | PD 82/550 P. pinodella Zl‘;;‘if”é’" Hungary | Kévies G.J. | EU543971 EU573025 EU541417
PD 77/165 . ; . -
D/046 MYA-411 P. pinodella Pisum sativum Hungary Kovics G.J. | EU543972 EU573024 EU541419
D/095 N.A. P. pinodella P. sativum Hungary Gergely L. EU543970 EU573027 EU541418
CBS 318.90 . . Nether- M.E.
D/159 PD 81/729 P. pinodella P. sativum lands Noordeloos EU595355 EU573028 EU595352
D/054 | MYA-406 P. sojicola G. max Hungary | Kovics G.J. | EU543974 | EU573023 EU541434
CBS 567.97 § iy
D/056 PD97/2160 P. sojicola G. max Hungary Koévies GJ. | EU543976 EU573026 EU541433
D/050 | CBS 301.39 ‘SD 350012"”“ G. max Germany | K.Boéning | EU595356 EU573029 | EU595357
D075 | N.A. Phoma. exigua | Poland Kévics G.J | EU543982 EU555533 EUS541421
var. exigua
D/077 | N.A. ‘: );g;’f”” Vart ' G. max Poland | KoviesGJ. | EUS43983 | EUs73010 | BUs41422
Ph 58 P. exigua var. Petroselinum J. Marcin-
DI063 | Vv a408 exions crispam Poland Lowskn BU543975 EU573012 EU541420
. Althaea
D/145 N.A. P. exigua officinalis Hungary Nagy G. - EUS573011 EUS541425
D/146 N.A. P. exigua Althaea rosae Hungary Nagy G. EU543984 EU573013 EUS541427
P. exigua var. . New M.

D/Iss | ICMP 15330 | o Agapanthus sp. |, 0N | gt | EUS43981 EU573008 EU541428
D/157 | ICMP 13336 | P. exigua Cucurbita New P.G. EU543980 | EU573007 EU541429
maxima Zealand Broadhurst
D071 | PD 86/73 P. exigua var. | Linum usita- Hungary | KoviesGJ. | EUS43979 | EU573009 | EUs41423

linicola tissimum
D072 | PD75/907 | P.plurivora gfidv’;”gu Australia | I. de Gruyter | EU552929 EU573018 EU552932
D/155 | ICMP 6875 | P. plurivora Pennisetum New PR. EU552930 EU573019 EU552931
clandestinum Zealand Johnston
D/034 | Al-416 P. glomerata G. max Hungary | Kovics G.J. | EU543969 EU573016 | EU541424
D/156 ICMP 15788 | P. glomerata Yucca sp. Z?;Z;d C.F. Hill EU543968 EU573017 EU541426
D/048 | PD76/1021 | P.foveata Chenopodium Nether- G. H. EU543985 EU573021 EU541431
quinoa lands Boerema
, Nether- G. H.
D/044 PD 77/508 P. multirostrata | Phylodendron sp. EU543986 EU573022 EU541430
lands Boerema
D/144 | N.A. f;;l.”e‘lﬁhy ta Cicer arietinum | Australia NA. EU595354 EU595358 EU595353
CBS Didymella L . H.A. van der
D/160 581 83A rabiei C. arietinum Syria Aa EU543978 EU573020 EU541432

Al=Agrobotanikai Intézet, Tapioszele

BT=Pannon Egyetem, Takarméanytermesztési Kutato Intézet, Iregszemcse-Bicsérd
CBS=Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia;

D=Debreceni Egyetem, Mezdgazdasag Tudomanyi Kar, Novényvédelmi Tanszék
ICMP=International Collection of Microorganisms from Plants, Uj-Zéland

MY A=American Type Culture Collection, USA.

N.A. = Nincs adat

PD=Plantenziektenkundige Dienst (Holland Novényvédelmi Szolgéalat) Wageningen, Hollandia

* GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) hozzaférési szamok

® transzlacios elongacios faktort kodolo gén (tefl), részleges szekvencia

¢ 18S riboszomalis RNS gén, részleges szekvencia; internal transcribed spacer 1, 5.8S riboszoémalis
RNS, internal transcribed spacer 2, teljes szekvencia, valamint 26S riboszomalis RNS gén részleges
szekvencia

4 B-tubulin k6dold gén, részleges szekvencia




Molekularis vizsgalatok
DNS-izolalas

Az izoldtumokat 50 ml malatakivonat tapoldatban tenyésztettik 48 oOran
keresztiil, 100 ml-es Erlenmeyer lombikokban, sotétben, razatva (125 rpm). A
sejteket dorzsmozsarban, folyékony nitrogénben fagyasztva tartuk fel, majd
genomi DNS-t izolaltunk. A DNS izolalasat a Fungal DNA Kit (Omega,
D1090) alkalmazasaval végeztiik a gyari protokollt kovetve.

Polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulo vizsgalatok

A 50 pl PCR elegy 25 pl 2X PCR Master-et Mix (Fermentas, KO171), 2 ul

genomi DNS-t (0,5-1 pg), 2—2 pl forward ¢€s reverse primert (10 pmol/ul), 19
ul steril, nukledzmentes vizet (Fermentas, #R0581) tartalmazott. A PCR
korilményeit mindharom esetben az aldbbiak szerint allitottuk be: els6
1épésként kezdeti denaturalds tortént 95 °C-on, 3 percen at, amit 5 cikluson
keresztiil tovabbi denaturalas kovetett 95 °C-on, 1 percig, majd a primerkotodés
(annellacio) a megfeleld hdmérsékleten 1 percig, €s veégiil a polimerizacio 72
°C-on, 1 percen at. Ezt kovette 25 cikluson keresztiil a denaturalas 95 °C-on, 1
percig, majd az annellaci6 adott homérsekleten 1 percig, vegil pedig a
polimerizaci6 72 °C-on, 1 percen keresztiil. Befejezeésiil egy 15 perces
polimerizacio kovetkezett 72 °C-on.
A transzlacios elongdcios faktor esettben a DNS-felszaporitashoz
(amplifikalashoz) hasznalt inditd6 szekvencia (primer)-par az EF1-728F,
valamint az EF1-986R (Druzhinina és Kubicek, 2005) volt. A reakcioban 56
°C-os annellacios hOmérsekletet alkalmaztunk. Az  ITS-fragmentum
felszaporitasahoz a kovetkezd primerpart hasznaltuk: SR6R ¢és az LR1 (White
et al., 1990). A PCR-ben az annellaci6 50 °C-on tortént. A p-tubulin
fragmentum felszaporitasahoz a Bt2a ¢€s a Bt2b (Glass €s Donaldson, 1995)
primerpart hasznaltuk ¢és az annellacios homeérseklet 58 °C volt. A PCR-t az
MWG Biotech Inc. Primus 25 (Milton Keynes, UK) tipusu késziilekevel
veégeztik. A termekek tisztitdsat a Millipore cég Microcon Centrifugal Filter
Devices termékei koziil az YM-100 (Millipore, 42413) tipusuval végeztiik. A
felszaporitott ¢s tisztitott PCR-termékek szekvendlasat az MWG Biotech,
Germany cég vegezte téritéses megbizassal. A szekvenalds megbizhatosagat az
I[SO nemzetkozi mindsegbiztositasi szabvany (DIN EN ISO 9001:2000)
garantalja.



Filogenetikai analizisek

A kiilonboz6 elemzéseket egy Intel Pentium 4 CPU 2,4 GHz teljesitményti €s 1
(Thompson et al., 1997) program felhasznaldsaval rendeztiik 0ssze, majd a
GeneDoc (Nicholas ef al., 1997) program segitségével manualisan finomitottuk
az illesztest, ahol sziikséges volt. Az evoluciés modellek kivalasztasahoz a
Modeltest programot hasznaltuk (Posada és Grandall, 1998). Ezt kovetden a
filogenetikai analiziseket a Paup*4.0b (Swofford, 2002), illetve a MrBayes
(Huelsenbeck, 2000) program alkalmazéasaval végeztiik el.

Eredmények
Morfologiai eredmenyek

A tenyeészetek morfologiai tulajdonsagai kozott kétféle taptalajon kialakulo
sajatossagokat 6t Phoma pinodella (D/035, CBS 318.90, D/095, PD82/550, PD
77/165), két Phoma sojicola (D/054, CBS 567.97), harom Phoma exigua var.
exigua (D/075, D/077, Ph 58), egy Phyllosticta sojicola (D/050) €s egy Phoma
exigua var. linicola (D/071) izolatumnal figyeltiik meg.

A Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch ¢s a Phoma
sojicola (Abramov) Kovics et al. izolatumok morfologiai tulajdonsagai erdsen
hasonlitottak egymasra, illetve az egyes jellegek nagyfoku valtozatossaga miatt
atfedéseket tapasztaltunk. Egyes izolatumok telepjellemzdi nagyon
variabilisnak bizonyultak még standardizalt koriilmények kozott is. Elofordult,
hogy egy i1zoldtum (P. pinodella PD77/165) azonos telepérdl, azonos iddben,
azonos taptalajra leoltott tenyészete, teljesen azonos koriilmeények kozott is
eltérd telepmorfologiat mutatott. Mas izolatumok esetében is megfigyeltiik,
hogy a telepmorfologai jellemzok nagyon valtozoéak. Tobbszori atoltast
kovetden a morfologiai bélyegek valtozasat is megfigyeltik. A Phoma
pinodella fajra jellemzd tulajdonsagként ismertetett kristalyképzodést
(Noordeloos et al, 1993; Boerema et al., 2004) nem tapasztaltunk egyik
1zolatumnal sem, amely annak tulajdonithatdo, hogy a gomba ideiglenesen
elveszitheti ezt a tulajdonsagat a taptalajon végzett tobbszori atoltas soran.

Hasonlé morfolégiai hasonlosagot talaltunk a Phyllosticta sojicola
Massolongo ¢és a Phoma exigua Desm. var. exigua (syn.. Ascochyta
phaseolorum Saccardo) faj 1izolatumai kozott is. Az egyetlen kiilonbséget az ,,E-
metabolit” teremelésében tapsztaltunk, mely a Phoma exigua var. exigua
karakterisztikus bélyege.



A P. exigua var. exigua (Ph 58) (Kovics et al., 1999) izoldtuménak
morfologiai bélyegeken alapul6 taxonomiai helyzetét is bizonytalannak talaltuk.
A telepmorfologia, piknidium és konidium karakterisztikdja alapjan az izolatum
er6sen hasonlit a P. pinodella izolatumokhoz. Tovabba a Ph 58 izolatum
bdségesen képez klamidosporakat, mely a P. pinodella fajra jellemzd
tulajdonsag. JelentOs eltérést itt is a NaOH-probanal tapasztaltunk, mivel az
1zolatum a P. exigua var. exigua fajokra jellemz6 pozitiv reakciot mutatta. A P.
pinodella 1zolatumainak NaOH-probaja azonban minden esetben negativ volt.

Molekuléaris eredmények
A tefl szekvenciak alapjan kesziilt filogenetikai torzsfak

A tefl szekvencidk karakteralapu filogenetikai mddszerek (Bayesian methods,
Maximum Parsimony, Maximum Likelihood) analizisével készitett torzsfai (1.,
2. ¢s 3. abrak) nagyban hasonlitanak egymasra. A Phoma fajok izolatumainak
egy része (P. pinodella, P. exigua, P. plurivora, P. destructiva, P. glomerata)
egyeértelmiien elkiilonithetok a fefl szekvencia segitségével a tobbi vizsgalt
Phoma fajtol. Mas résziik fajcsoportot alkot a fefl szekvencidk alapjan: a P.
pinodella és a P. exigua fajhoz tartozé izolatumok egymastol jol elhatarolodo
csoportokat (cluster) alkotnak. Nem kiilonithetéek el azonban egymastol a P.
foveta €s P. multirostrata fajok izolatumai. Ezek esetében felmeriilhet a téves
identifikacio lehetdsége a depozitor részerol.

A tobb izolatummal is képviselt fajok mind egy-egy kiilonallé csoportba
keriiltek az elemzés soran (P. pinodella, P. exigua, P. glomerata, P. plurivora),
ami meger0siti a fefl szekvencia alkalmassagat molekularis taxonomiai
vizsgalatokra a Phoma fajok elkiilonitése céljabol. A Phoma taxéan kiviil az
Ascochyta nemzetségbe tartoz6 taxonokra is érvényes, hogy az egyes
gombafajok (Ascochyta lentis | Didymella lentis) anamorf €s telomorf alakjai is
egy cluster-t alkotnak, amely szintén aldtamasztja, hogy a tefl régio a Phoma ¢és
az Ascochyta genuson beliill egyarant alkalmas marker lehet filogenetikai
vizsgalatokhoz. Az egyes taxonok kozotti tdvolsdgok elegendden nagynak,
eltéronek bizonyultak ahhoz, hogy az eredményeket, vagyis a filogenetikai
torzsfat j61 megalapozottnak tekintsiik.



A P. sojicola izolatumai (MY A-406, EU543974 ¢és PD 97/2160, EU543976) a
P. pinodella csoportba keriiltek az elemzés soran, mivel az tef] szekvencidjuk
gyakorlatilag teljesen azonos.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként, egy ’30-as évek végi jarvanyt
kovetden deponalt izolatum (CBS 301.39, EU595356) a tefl szekvencia alapjan
a P. exigua var. exigua csoportba keriilt. Ujabb izolatumok vizsgalatara —
tekintettel a ritka eloforduldsara €s autentikus izoldtumok torzsgylijtemeényi
hianyara tekintettel — nem kertilhetett sor.

Az elemzések sordn a magas bootstrap és Bayesian utolagos valosziniiségi
ertékek alatamasztottdk az egyes csoportok elkiiloniilésének megbizhatosagat,
ezzel is alatamasztva a filogenetikai torzsfa osszefiiggéseinek valdodisagat.
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1. abra A tefl szekvenciak Bayesian elemzése alapjén készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra
irt szamok az egyes elagazdsok Bayesian-féle utdlagos valdsziniiség értékeknek felelnek meg. A
jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapulo faji besorolds Phoma genuson beliili
szekcioit jelzik (Boerema et al., 2004). *P. pinodella (Ph 58) teves identifikacié mint 'P. exigua
var. exigua’
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2. abra A tef] szekvencidk Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra
irt szamok az eldgazas valdszinliségét jelolik, szadzalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett

bootstrap analizis alapjan kaptunk. A jobb oldali oszlopok: a morfologiai tenyészbélyegeken
alapulo faji besorolds Phoma genuson beliili szekcidit jelzik (Boerema et al., 2004. *P. pinodella
(Ph 58) téves identifikdcié mint 'P. exigua var. exigua’
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3. abra A tef] szekvencidk Maximum Likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A
jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapul6 faji besorolds Phoma genuson beliili

szekcidit jelzik (Boerema et al., 2004). *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacié mint 'P. exigua
var. exigua’
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Az ITS-szekvenciak alapjan kesziilt filogenetikai torzsfak

Az ITS-régid filogenetikai elemezésekor létrehozott torzsfadk nagyban
hasonlitanak a fefl szekvencidk alapjan késziilt torzsfakhoz (4., 5. és 6. abrék).
Az ITS-régiok szekvencidin alapuld torzsfakon a Phoma taxonok kiilonallo
csoportokat alkotnak, azonban az egyes taxonok kozotti tavolsagok (bazisok
kozotti kiilonbség, elagazasok hossza) nem bizonyultak kell6en eltéronek
ahhoz, hogy az eredmények alapjan a filogenetikai torzsfat jol megalapozottnak
tekinthessiik. A Parsimony elemz¢€s sordn a program 454 karaktert (bazist) vett
figyelembe, melybdl 417-et konstansnak, 32 karaktert informativnak tekintett,
¢s csak 5-0t becsiilt nem-informativnak. A kiilonbség tehat a Phoma ¢és
Ascochyta fajok izolatumai kozott nem volt jelentds, ez megkérddjelezi, hogy a
valasztott ITS-régio elégséges-e a taxonok megalapozott szétvalasztasdhoz. A
Phoma és Ascochyta fajok alkotta csoportok bootstrap értékei alacsonynak
bizonyultak (54-69), ezért nem lehet megbizhat6 kovetkeztetést tenni a két
csoport egymashoz viszonyitott filogenetikai kapcsolatara. Ezzel szemben a két
csoport Bayesian utdlagos valoszintiségi (93-99) értékei magasabbnak
bizonyultak a bootstrap értékeknél. A tobb izolatummal i1s képviselt fajok
mindharom elemzés soran azonos clustert alkotnak (P. pinodella, P. exigua, P.
glomerata, P. plurivora), és a magas bootstrap értekek alatamasztottak az egyes
csoportok elkiiloniilésének megbizhatosagat, ezzel is aldtdmasztva a
filogenetikai torzsfa Osszefiiggéseinek valodisagat. A torzsfan beliili két nagy
csoport (P. exigua €s P. pinodella) 100% és 98% bootstrap, valamint Bayesian
ertekei megerdsitik, hogy a két csoport az ITS-szekvencia alapjan elkiilonithetd
egymastol és a tobbi taxontol is. A taxa kozotti tavolsagok (az elagazdsok
hossza), valamint a tovabbi bootstrap ¢és Bayesian értékek is elegenddnek
bizonyultak egymastol a megbizhatosag alatamasztasara.

A P. sojicola izolatumok (MY A-406, EU573023 ¢és PD 97/2160, EU573026) a
P. pinodella csoportba keriiltek, mivel az ITS-szekvenciajuk is gyakorlatilag
megegyezo.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39,
EUS573029) a kiilonboz6 elemzésekkel leétrehozott torzsfakon a P. exigua var.
exigua clusterbe keriilt.

11



98 Phoma multirostrata (EUST3022) B Phoma
Phoma foveats (EUST3021) [

Phyllosticta sojicola (EUST3029)

54 FPhoma exigus var exigus (EUSS5533)
Phoma exigua (EUST3007)
Phoma exigua var. exigus (EUST3008)
Phoma exigua var. linicola (EUS73009)

100 Phoma exigua var. exigua (EUST3018) Phyllosticioides

Phoma exigus (EUS73011)

Phoma exigua (EUST3013)

Phoma exigua var. heteromorpha (AY899262)

(AY550992)

Phoma exigua
Phoma exigua (AY927784)
Phoma exigua var. populi (AF268189) a
85 | Phoma plurivora (EUS73018) -
I

Phoma rabiei (EUS95358) u“"“’l""'

o RS 955)
—Qm" lentis DQ383953)

Didymella fabae (DN)383952)

—1C Ascochyta lentis (AY131201)
4. abra Az ITS-szekvencidk Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A
vonalakra irt szdmok az elagazéds valdszinliségét jeldlik, szézalékban, amelyet 1000 ismétlésben
elvégzett bootstrap analizis alapjan kaptunk. A jobb oldali oszlopok: a morfologiai

tenyészbélyegeken alapuld faji besorolds Phoma genuson beliili szekcioit jelzik (Boerema et al.,
2004). *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacido mint 'P. exigua var. exigua’

I

Duw
B Phoma
O Phyttostictoides

0.01 Substitutions/site

5. abra Az ITS-szekvencidk Maximum Likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa.
A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolds Phoma genuson
beliili szekcioit jelzik (Boerema et al., 2004). *P. pinodella (D/063) téves identifikacié mint 'P.
exigua var. exigua’
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0.01 Substitutions/site
6. abra Az ITS-szekvencidk Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai térzsfa. A vonalakra
irt szamok az egyes elagazadsok Bayesian-féle utdlagos valdsziniiség értékeknek felelnek meg. A
jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili
szekcidit jelzik (Boerema et al., 2004). *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacié mint 'P. exigua
var. exigua’

93

A p-tubulin szekvenciak alapjan késziilt filogenetikai torzsfdk

A p-tubulin régio filogenetikai elemzésével létrehozott torzsfak (7., 8. és 9.
abrak) lenyegiekben hasonlok a fef] ¢€s ITS-régidk alapjan készitett torzsfakhoz.
A program a Parsimony elemzéskor 298 karaktert (bazist) vett figyelembe,
melybdl 229 karaktert konstansnak, 20 karaktert informativnak tekintett és 49
karaktert becsiilt nem-informativnak. Igy az ITS-régiohoz hasonléan a S-tubulin
régional is viszonylag kevés bazishelyet fogadott el a program informativnak az
elemzés soran, amely szintén megkeérddjelezi, hogy a valasztott f-tubulin régid
elégséges-e a taxonok megalapozott szétvalasztasahoz, illetve a koztik 1évo
filogenetikai viszonyok €s tavolsagok megallapitasahoz. A tobb izolatummal is
keépviselt fajok ez esetben is mind azonos csoportba kertiltek az elemzés soran
(P. pinodella, P. exigua, P. glomerata, P. plurivora). A magas bootstrap
ertekek alatamasztjak az egyes elagazasok helyének a valoszinliségét, ezzel
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valosziniisitve a filogenetikai torzsfa lehetséges kapcsolatait. A torzsfan beliili
két nagy csoport (P. exigua €s P. pinodella) 97% ¢és 100% bootstrap, illetve
Bayesian értékekkel megerdsitve azt jelenti, hogy a két csoport a p-tubulin
szekvencia alapjan is nagy bizonyossaggal kiiloniil el egymdstol, valamint a
tobbi taxontdl, annak ellenére, hogy a koztiik 1€vo baziskiilonbség nem jelentds.

A Phoma sojicola izolatumok (MYA-406, EU541434 ¢és PD 97/2160,
541433) p-tubulin szekvencia 6sszehasonlitasai alapjan szintén a P. pinodella
csoportba keriilt, mivel a f-tubulin szekvencidjuk megegyezik.

A Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU595357) a f-
tubulin régi06 alapjan is a P. exigua csoport tagja.
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e 0.01 Substitutions/site

7. abra A p-tubulin szekvencidk Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A
vonalakra irt szdmok az egyes eldgazdsok Bayesian-féle utolagos valoszintiség értékeknek felelnek
meg. A jobb oldali oszlopok: a morfologiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolds Phoma
genuson beliili szekcioit jelzik (Boerema et al., 2004). *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacid
mint 'P. exigua var. exigua’
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8. abra A p-tubulin szekvencidk Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A
vonalakra irt szdmok az eldgazds valosziniiségét jelolik, szazalékban, amelyet 1000 ismétlésben
alapjan kaptunk. A jobb oldali
tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik (Boerema et al.,
2004). *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacido mint 'P. exigua var. exigua’
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9. dbra A f-tubulin szekvencidk Maximum Likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai
torzsfa. A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma
genuson beliili szekcioit jelzik (Boereama et al., 2004). *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacid
mint 'P. exigua var. exigua’



Kovetkeztetések, javaslatok

A Phoma genus fajainak taxonomiai helyzete a mai napig tavolrol sem teljes
tisztazott, és szamos bizonytalansagot rejt magaban. Egyre vilagosabba valik,
hogy a fajok valodi rokonsagi dsszefliggéseire esetenként még a legosszetettebb
morfologiai vizsgalatok sem adnak egyértelmiien megbizhato eredményt.

Vizsgalataink soran kilenc, kiilonb6z6 forrasbol szarmazod Phoma-szerii
taxon huszonkét izolatumat (1. tablazat) hasonlitottuk Ossze konvencionalis
morfologiai és molekularis bélyegek alapjan. A morfologiai vizsgalatainkat a
Phoma fajok taxonomidjanak elfogadott koncepcidja szerint veégeztik
(Boerema et al., 2004). Az egyes izolatumok fontosabb tulajdonsagait
jellemzdit (a telepnovekedés intenzitdsa, az agaron fejlodo telep felszinének és
fondkjanak szine, alakja, mérete, szekcioképzes, leégmicéliumképzeés) malata €s
zabliszt agarokon jellemeztiik. Ezek mellett egyéb morfoldgiai jellemzoket is
feljegyeztiink (Iégmicélium megléte, szektorképzés, piknidium alakja, mérete,
osztibluma, klamidosporaképzés, a konidium szine, alakja, szeptaltsaga,
méretei). Mig egyes izolatumok esetében a morfologiai alapon torténd
azonositas  egyertelminek  bizonyult, mas  izolatumoknal  viszont
bizonytalansaggal terhelt, egyes tulajdonsagok (példaul a telep mérete, szine,
alakja, illetve a piknidiumok és konidiumok mérete) gyakori atfedése miatt nem
lehetett kétséget kizardan elkiiloniteni az egyes taxonokat). Még standardizalt
koriilmények kozott is eléfordult, hogy egy 1zolatum (P. pinodella PD77/165)
azonos telepérdl, azonos 1dOben, azonos taptalajra leoltott tenyészetei,
mindenben egyezd koriilmeények kozott is eltérd telepmorfologiat mutattak.
Mas izolatumok esetében ugyancsak azt tapasztaltuk, hogy a telepmorfologai
jellemzok nagyon valtozoak. Megfigyeltik tovabba, hogy a bélyegek
megvaltoztak a tenyészetek tobbszori passzalasat kovetoden.

A Phoma sojicola (Abramov) Kovics et al. morfologiai jellemzo6i alapjan
erosen hasonlit a Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch
fajhoz. Kovics ef al. (1999) szerint azonban a két faj kozott mégis talalhatok
jellegzetes kiilonbsegek a telepmorfologia, piknidium ¢€s kristalyképzddés terén.
A Phoma pinodella konnyen képezett kristadlyokat malata agaron egy hetes
tenyésztést kovetden, amig ez a képesseg a P. sojicola esetében hianyzott. A
sajat vizsgalataink soran azonban nem sikeriilt kimutatnunk egyik faj
1zolatumainal sem a kristalyképzddést. Boerema et al. (2004) szerint a
kristalyképzodés az egyes Phoma pinodella 1zolatumoknal esetleges, illetve a
taptalajon vegzett tobbszori atoltdsok soran a gomba ideiglenesen vagy
veéglegesen elveszitheti ezt a tulajdonsagat. Jelen vizsgalatainkban mindkét faj
telepmorfologiaja nagymeértékben hasonlitott egymasra, illetve nem taldltunk
markans, jellemzoen elkiilonito belyeget. A telepek szine az ismétlések soran —
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még ugyanazon izolatum esetében, azonos korilmeények kozott is — nagyon
variabilisnak bizonyult. A piknidiumok és konidiumok alakja €és nagysaga
szintén hasonld valtozatossdgot mutatott. A valtozatossaguk oly mértekii volt,
ami alapjan nem lehetett a két fajt egyértelmiien megkiilonboztetni.

Hasonld nehézségekbe iitkdzott a Phlyllosticta sojicola Massalongo €s a
Phoma exigua Desm. var. exigua fajok izolatumainak egymastol torténd
elkiilonitése 1s. Kovics et al. (1999) mar utaltak rd, hogy a két faj
feltételezhetden azonos. A morfologiai belyegeket vizsgalva megallapithato,
hogy sem telepmorfologidban, sem a piknidiumok, illetve konidiumok
alakjdban ¢és méreteiben nem tapasztalhato jelentOs eltérés, illetve nagy az
1zolatumok variabilitdsa. Egyediil az , E-metabolit” kimutatisaban talaltunk
jelentds, kovetkezetes eltérést. A P. exigua var. exigua izolatumainak a NaOH-
probaja pozitiv, amig a Phyllosticta sojicola esetében negativ. E kiilonbség oka
azonban lehetséges egyszerli mutacio kovetkezménye is, amely eldidézheti a
pozitiv. NaOH-prébaért felelés ,,E-metabolit” anyagcseretermek hianyat
valamely izolatumnal, kiilonosen a kozel 70 éves tartds tarolds (1939-tdl) és
ismeretlen szamu atoltast kovetéen. Ujabb izolatum azonban — tekintettel a
korokozo ritka fellépésére — nem allt rendelkezésre.

A P. exigua var. exigua Ph 58 izolatumanak morfoldgiai bélyegeken alapulod
taxonomiai helyzetét is bizonytalannak talaltuk. A telepmorfologia, piknidium
¢s konidium karakterisztikdja alapjan az izolatum erdsen hasonlitott a P.
pinodella izolatumokhoz. Tovdbba a Ph 58 izoldtum bdségesen képezett
klamidosporakat, mely a P. pinodella fajra jellemzd tulajdonsag. Jelentds
eltérést itt is a NaOH-probanal tapasztaltunk, mivel az izolatum a P. exigua var.
exigua fajokra jellemzd pozitiv reakcidt mutatott. A P. pinodella izolatumainak
NaOH-probaja azonban minden esetben negativ volt. A molekularis bioldgia
elemzések soran mindharom marker esetében az izolatum a P. pinodella
csoportba keriilt. A morfologiai ¢€s molekukarisbiologiai eredmények
ismeretében joggal feltételezhetjiik az izolatumot deponald személy téves

A Phoma genuson beliil napjainkig még csak korlatozott szamban hasznaltak
molekularis moddszereket taxonomiai kérdések tisztazasara, mas gombafajok
eseteben azonban mar sikeresen alkalmaztak ezeket (Taylor et al., 2000). A
filogenetikai fajkoncepcio ¢€rvényesitése napjainkig még csak kevés fajra,
fajkomplexre terjedt ki a Phoma genuson beliil.

Munkank soran el@szor probaltunk meg olyan filogenetikai markereket
talalni a Phoma genuson beliil, amelyek alkalmasak lehetnek a fajok —
kiilonésen a tradiciondlisan nehezen értelmezhetOk—  elkiilonitésére.
Vizsgalatainkhoz harom molekularis markert valasztottunk (zefl, ITS, p-
tubulin), amelyek szakirodalmi adatok szerint korabban mar sikerrel
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alkalmaztak filogenetikai kapcsolatok tanulméanyozasara tobb ¢€l6lény
csoportban, koztiik a gombak orszagaban (Fungi) is. A tefl gént korabban még
nem hasznaltak fel filogenetikai rokonsagvizsgalati céllal a Phoma nemzetség
fajainal, jollehet mas gomba taxonoknal mdar bizonyitotta alkalmassagat
rendszertani kapcsolatok feltérképezésére. Az ITS-régiok evolicios mércevel
mérve viszonylag gyorsan valtoznak. Szamos tanulmany alatamasztja, hogy az
ITS-régiok alkalmasak rokonsagi kapcsolatok vizsgalataira a gombak korében.
Az ITS-szekvenciak elemzése a Phoma genus-on beliil eddig csak kisebb
csoportok elkiilonitd vizsgalatara korlatozddott. Az ITS-szekvencidkat
alkalmaztak a Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria maculans —
Leptosphaeria biglobosa fajkomplex) vizsgalatdira (Mendes-Pereira et al.,
2003), a Phoma tracheiphila izolatumok elkiilonitésére (Balmas et al., 2005),
valamint az Ascochyta pinodes-komplex taxondmai vizsgalatara (Fatehi et al.,
2003).

A p-tubulin gént szintén tobben alkalmaztdk mar gombak rendszertani
kapcsolatainak feltarasara (Baldauf et al., 2000; Yli-Mattila et al., 2004),
azonban a Phoma genuson beliil erre kevés irodalmi utalds van. Voigt et al.
(2005) a p-tubulin gént is felhasznaltak a Phoma lingam teleomorf alakjanak
(Leptosphaeria maculans — Leptosphaeria biglobosa fajkomplex) vizsgalatakor
az ITS-régiok mellett.

Az altalunk megvizsgalt filogenetikai markerek (tefl, 1TS, p-tubulin)
mindegyike alkalmasnak bizonyult faji szintl rokonsagi kapcsolatok
vizsgalatira a Phoma genus-ban. Ezek kozil a tefl gén tinik a
legmegbizhatobbnak. A tobb izolatummal képviselt fajok mind azonos
csoportba keriiltek (P. pinodella, P. exigua, P. glomerata, P. plurivora), mely
megerOsiti a vizsgalt filogenetikai markerek alkalmassagat a Phoma
nemzetségen belill. Mivel a Phoma ¢€s Ascochyta fajok elkiilonitése gyakran
nem konnyli feladat az in vivo kiilonbozd sejtszami konidiumokat képzd
Phoma (pseudo-Ascochyta) fajok esetében (Fatehi er al.,, 2003), ez a
molekularis bélyegek azonban tovabbi segitséget nyujthatnak a hovatartozas
egyertelml megallapitasahoz.

Az egyes szekvenciak karakteralapu filogenetikai elemzéssel (Maximum
Likelithood, Maximum Parsimony, Bayesian methods) l1étrehozott filogenetikai
torzsfak alapjan a Phoma fajok egyeértelmiien elkiilonithetok voltak egymastol,
illetve a kozeli rokon Ascochyta nemzetség fajaitél. A harom filogenetikai
modszer elonyeit €s hatranyait 6sszehasonlitva a kovetkezd megallapitasokat
tehetjiik: az elemzéseknél az egyik leggyakrabban figyelembe vett szempont a
gyorsasag, amely a Maximum Parsimony (MP) moddszer nagy erOssége;
hatranya viszont, hogy nem kinalja fel evolucidos modell megvalasztasdnak a
lehetdsegét, szemben a masik két mddszerrel. A Maximum Likelihood (ML)
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elemzéssel kapott eredmény talan a legpontosabb ¢és legmegbizhatobb, ugyanis
ez minden lehetséges mutacids esemeényt szamitdsba vesz, amelyek a vizsgalt
adatokat eredményezhettek, igy ez kozeliti meg legjobban a valodi evolucios
valtozasokat, melynek azonban az ,ara” a szamitds iddigényessége. A mi
adathalmazunkkal ez sokkal tobb 1d6t vett igénybe mint a masik két mddszer,
tovabba a bootstrap analizist el sem tudtuk végezni a szamitogépes hattér
korlatozottsaga miatt, mivel a szdmitas tobb napot meghaladd 1ddigényt
jelentene. Tapasztalataink alapjan a karakteralapu filogenetikai modszerek
koziil a Bayesian moddszer tlinik a legjobb vélasztasnak megbizhatosaga és
viszonylag egyszerli kezelhetdsége miatt, bar hangsulyozni kell, hogy a mésik
két modszer egyarant alkalmas a korrekt faji szintli 0sszefliggés-elemzések
elvégzésehez a Phoma genus-ban.

Az értekezés uj tudomanyos eredményei

1. Munkank soran kilenc Phoma-szerii taxon huszonkét izolatumat vizsgaltuk
morfologiai €s molekularis bélyegek osszehasonlitasaval, ezek rendszertani
helyzetét részben megerdsitettiik, részben Ujrarendszerezésiikhoz jarultunk
hozza.

2. A Phoma fajok molekularis jellemzdk alapjan egyértelmiien elkiilonithetok
voltak a kozeli rokon Ascochyta nemzetség fajaitdél. Mivel a Phoma ¢€s
Ascochyta fajok elkiilonitése morfoldgiai alapon esetenként bizonytalan, a
molekularis jellemzOk (,,ujjlenyomat”) tovabbi segitséget nyujtanak a
hovatartozas egyértelmii megallapitasahoz.

3. Harom olyan filogenetikai markert hasznaltunk (tef1, ITS, p-tubulin), melyek
alkalmasnak bizonyultak faji szintli rokonsagi kapcsolatok vizsgalatara a
Phoma genus-ban. Ezek kozil a tefl gén, melyet korabban még nem
alkalmaztak filogenetikai rokonsagvizsgalati céllal a Phoma genuson beliil,
bizonyult a legmegbizhatobbnak.

4. A Phoma sojicola — erdteljes morfoldgiai hasonlosag mellett — a tefl, ITS és
[-tubulin szekvenciak alapjan a P. pinodella-val teljesen azonos. A
pillangosviragi novényeken, igy a szdjan is betegséget okozod Phoma
sojicola (Abramov) Kovics et al. (basonym: Ascochyta sojicola Abramov,
mint ,,sojaecola’”) faj, amelynek ) kombinaciokénti (comb. nov.) leirdsara
1999-ben keriilt sor (Kovics et al, 1999) taxonomai helyzetének
Ujraértelmezéseére keriilt sor a molekuldris Osszehasonlito adatok
eredményeinek ismeretében. A reprezentativ tenyészetek (PD98/1135,
PD97/2160) morfologiai hasonlosaga a P. pinodella fajjal nyilvanvalo,
ugyanakkor a csekely fiziologiai kiilonbség (,,E-metabolit” termelése a P.
sojicola-nal, illetve ennek hidnya a P. pinodella-nal) — a molekularis
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markerek azonossaganak tiikrében — nem indokolja a P. sojicola taxon
onallo fenntartasat (Irinyi et al., 2009). Javasoljuk tehat a P. sojicola
szinonim nevként torténd alkalmazasat a P. pinodella részeként.

5. Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt, Németorszagban a ’30-as
évek veégeén jarvanyt okozo betegség egyetlen €16, hozzaférhetd izolatuma
(CBS 301.39) a filogenetikai markerek alapjan a Phoma exigua var. exigua
csoporthoz tartozik. A varidbilis morfologia sajatsdgok mellett a
molekularis adatok alapjan a Phyllosticta sojicola Massal. megegyez0 a
Phoma exigua var. exigua fajjal, ezért javasoljuk a Phyllosticta sojicola
fajnév 1) kombinacioként vald hasznalatait a Phoma exigua Desm. var.
exigua szinonimjakent.

6. A molekularis génbank (GenBank) adatbazisat kilenc Phoma-szerti faj 22 db
izolatumanak tefl, ITS, valamint p-tubulin szekvencidjaval gyarapitottuk.

7. Hozzajarultunk ahhoz, hogy a pillangosviragt novényeken karosito,
tiinettanilag megegyez0 betegségek koroktanat tisztazzuk. Kéarosithat —
masok mellett — a:

Phoma exigua Desm. var. exigua (0) szinonim: Phyllosticta sojicola
Massal.);

Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch (U
szinonimok: Phoma sojicola Kovics et al., Ascochyta sojicola Abramov).
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Osszefoglalas

Munkank soran kilenc Phoma-szerii taxon huszonkét izolatumat vizsgaltuk
morfologiai €és molekularis bélyegek Osszehasonlitasaval. A  torzseket
részletesen tanulmanyoztuk és azonositottuk a Phoma fajok taxonomiajanak
elfogadott koncepcidja szerint, amely in vitro stabil alaktani és tenyésztési
paraméterek standardizalt feltételek melletti jellemzésén alapul.

A pillang6sviraghh novényeken (Fabaceae), igy a szojan (Glycine max) is,
szamos hasonld betegséget okoz6, Phoma-szeri faj (Phoma pinodella, Phoma
sojicola, Phyllosticta sojicola, Phoma exigua var. exigua) fordul el6. Ezen fajok
a morfologiai ¢és szimptomatologiai bélyegek alapjdn egymastol alig
megkiilonboztethetéek, ami miatt taxondmiijukban a mai napig nagy a
bizonytalansag. Az atfedd alaktani bélyegek indokoltta teszik a fajok
molekularis taxondmiai vizsgalatat.

A Phoma sojicola (Abramov) Kovics et al. morfologiai jellemzo6i alapjan
erosen hasonlit a Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch
fajhoz. Kovics et al. (1999) a két faj kozott megis jellegzetes morfologai
kiilonbseget talaltak a telepmorfologia, piknidiumképzés és kristalyképzodés
terén. A sajat jelenlegi vizsgalataink soran azonban nem sikeriilt kimutatnunk
egyik faj izolatumaindl sem a kristalyképzddést, mely annak lehet
kovetkezménye, hogy a gomba elveszitheti ezt a tulajdonsagat a taptalajon
végzett tobbszori atoltas soran.

Molekuléris analiziseinkben olyan filogenetikai markereket alkalmaztunk
(tefl, ITS, p-tubulin), melyek megfelelonek bizonyultak a faji szintli rokonsagi
kapcsolatok vizsgalatara a Phoma genus izolatumainal. Ezek kozott a tefl gén —
melyet korabban még nem hasonloak filogenetikai rokonsagvizsgalati céllal
ezen csoportban — bizonyult a legmegbizhatébbnak.

A Phoma fajokat molekularis markerekkel sikeriilt egyértelmiien elkiiloniteni
a kozeli rokon Ascochyta nemzetség fajaitol. Mivel a Phoma (€s Ascochyta)
fajok elkiilonitése morfologiai alapon gyakran nem konnyti feladat, kiilonosen
az in vivo kiilonbozd sejtszami konidiumokat termeld Phoma (pseudo-
Ascochyta) fajok esetében, ezek a molekularis jellemzOk tovabbi segitséget
nyUjthatnak a faji hovatartozas egyértelmii megallapitasdhoz.

A tobb izoldtummal képviselt fajok mind egy csoportba keriiltek (P.
pinodella, P. exigua, P. glomerata, P. plurivora), amely megerdsiti a markerek
alkalmassagat nemcsak a fajon belili i1zolatumok vagy fajkomplexek
osszehasonlitasara, hanem az egyes fajok elkiilonitésére i1s a Phoma genus-ban.

Munkank soran harom kiilonb6z6 nukleotidalapti filogenetikai moddszert
alkalmaztunk (Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian methods)
az egyes markerek Osszehasonlitdsaban, egyenként megvizsgalva azok elonyeit

21



¢s hatranyait. Tapasztalataink alapjan a karakteralapu filogenetikai modszerek
koziil a Bayesian mddszer tlinik a legmegfelelobb valasztasnak megbizhatdsaga
¢s viszonylag egyszerl kezelhetds€ge miatt.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39) a
molekularis markerek alapjan a Phoma exigua var. exigua csoport tagjaival
mutat azonossagot, tovabba a morfologiai hasonldsagokat is figyelembe véve
javasoljuk a Phyllosticta sojicola Massal. fajnév szinonimként valé hasznalatat
a P. exigua Desm. var. exigua fajhoz tartozoan.

A vizsgalt Phoma sojicola izolatumok a P. pinodella csoportba rendezddtek,
mivel a tefl, ITS és p-tubulin szekvenciajuk gyakorlatilag teljesen azonos volt.
A szdjan betegséget okozd Phoma sojicola (syn.: Ascochyta sojicola) faj,
amelynek 1j kombinicidkénti (comb. nov.) leirasdra 1999-ben keriilt sor,
taxondmai helyzetének Ujraértelmezesét tartottuk sziikségesnek a molekularis
osszehasonlitdo adatok eredményeinek ismeretében. A reprezentativ tenyészetek
(PD98/1135, PD97/2160) morfolégiai hasonldésaga a P. pinodella fajjal
nyilvanvalo, ugyanakkor a fizioldgiai kiilonbség (,,E-metabolit” termelés a P.
sojicola-ndl, illetve ennek hidnya a P. pinodella-nél) — a molekuldris markerek
azonossaganak tiikrében — nem indokolja a P. sojicola taxon 6nall6 fenntartasat
(Iriny1 et al., 2009). Javasoltuk tehat a P. sojicola (Abramov) Kovics et al.
szinonim elnevezéskeénti alkalmazasat a P. pinodella (L.K. Jones) Morgan-
Jones & K.B. Burch faj részeként.
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