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Bevezetés

A korokozo gombak a ndvénybetegségek eldidézésének 40-60%-aért felelések. Ezek
jelenlegi leirt fajszama kozel hetvenotezer, amely a ténylegesen 1étezd, becsiilt
gombafajok szdmdnak csupan hét szazaléka (Rosmann, 1994; Kirk et al., 2008). Ily
moédon a gombak biologiai diverzitdsdnak megismerésében még szdmos feladat all a
mikologusok el6tt — a tradiciondlis eszkdztar pedig wjabb és Ujabb technikdk
segitségével lehetové teszi a filogenetikai Osszefiiggések feltarasat, esetenként az eddig
kialakitott rendszerek atalakitdsaval — a genetikai szinti megismerés tiikkrében. A
kozelmultban olyan gombacsoportok rendszerezését is 0j alapokra helyezték, mint a
lisztharmatok (Braun és Takamatsu, 2000). Eredményeinkkel egy bonyolult és nehezen
azonosithatd gombacsoport, a mintegy Otezer fajt magaba foglald Phoma-szerii
mikroszkopikus gombak (Phyllosticta, Phoma, Ascochyta, Diplodina stb.) filogenetikai
jellemzéséhez jarulunk hozza molekuldris eszkdzok segitségével.

A Coelomycetes osztalyba tartozd Phoma genus vilagszerte elterjedt, tobbségében
fitopatogén, opportunista parazita vagy szaprofiton életmodot folytato fajokat tartalmaz.
A Phoma genus torténete tobb mint 130 évre nyulik vissza. A 19. szazadban és a 20.
szazad elsé felében Saccardo rendszerének alapjan tobb ezer fajt irtak le azon nem-
sztromatikus piknidiumos gombék kdrében, amelyek szintelen (hialin), valaszfal nélkiili
konidiumokat képeznek. Ebben a koncepciéban a Phoma-szeri piknidiumos gombak
osztalyozasdban jelentés hangsulyt kapott a gazdandvény-specifikussag, a
szubsztratumelv szigort alkalmazasa, és a konidiumban a valaszfal megléte vagy
hianya. Altaliban a Phoma-besorolast alkalmaztak azokra a fajokra, amelyek szintelen,
egysejtii konidiumokat képeztek, és a novények szarain €s vesszein novekedtek.
Valgjaban sok Phoma-szerii gomba fordul eld a leveleken, vesszOkon €s szarakon
egyarant. Napjainkig mintegy kétezer Phoma-fajt irtak le, ami valdsziniileg annak a
ténynek koszonhetd, hogy ezek a gombak az egyik legszélesebb korben elterjedt
mikroorganizmusok; szamos 0koldgiai niche-ben el6fordulnak. A Phoma nemzetségen
beliil morfologiai alapon jelenleg kilenc szekciot tartanak szdmon (Boerema et al.,
2004), melyek koziil néhany mesterséges, mig masok természetes egységet alkotnak.

A gombataxondmiaban jelenleg harom elfogadott fajfogalom-megkdzelités van
elterjedve: a morfologiai, a biologiai és a filogenetikai. A morfologiai faj-koncepcio az
egyes gombafajok morfoldgiai megjelenését, bélyegeit veszi alapul, és ennek alapjan

rendszerezi Oket. A biologiai faj-koncepcid szerint azon populaciok tartoznak egy fajba,



amelyek egymassal szexudlis Gton szaporodasi kozosséget alkotnak. Ennek ellenére
nagyon sok aszexudlisan szaporodé gombafaj, beleértve a Phoma genus tagjait is,
meglepden nagy genetikai variabilitdsu. A legajabb, a filogenetikai faj-koncepcid
bizonyos nukleinsav-szekvencidk valtozatossagat (DNS-polimorfizmus) alapul véve
probalja meghatarozni a kiilonbségeket vagy azonossagokat, illetve rokonsagi
viszonyokat az izoldtumok kozott.

A Phoma-fajok rendszerezésében, hasonldéan a gombafajok tobbségéhez egészen
napjainkig a régebbi, tradiciondlisnak tekintett morfologiai alapu, esetenként a biologiai
faj-koncepciot kovették. Az egyes Phoma-fajokat mind in vivo, mind in vitro
koriilmények kozott stabil morfologiai, fenotipusos ¢€s fiziologai bélyegek alapjan
rendszerezik, amelyeket standardizalt koriilmények kozott vizsgélt telepjellemzdkkel
egészitenek ki. A morfoldgiai alapu fajmeghatarozdsnak gyakori gyengesége, hogy az
egy fajba sorolt izolatumokrol a genetikai vizsgalatok alapjan bebizonyosodhat, hogy
valojaban nem is egy faj tagjai. Mivel a Phoma fajok tobbsége nem szaporodik ivaros
uton, csak ivartalanul, ezért a biologiai faj-kategdéria meglehetésen korlatozottan
alkalmazhat6 erre a genusra. A morfologia faj-megkozelités a fentebb emlitett okok
miatt nem ad mindig megbizhaté eredményt, ezért indokolt a molekularis taxondémiai
vizsgalatokon alapuld, filogenetikai faj-koncepcio6 alkalmazéasa a genus-on beliil.

Napjainkban a filogenetikai kapcsolatok elemzésének kozéppontjaban a DNS-
polimorfizmus 4ll, mely bizonyos gének (markerek) nukleinsav-sorrendjének
valtozatossagan alapszik. Jelenlegi ismereteink alapjan a DNS-szekvencia elemzése
(molekularis taxonomia) tinik a legalkalmasabb moddszernek a gombak
torzsfejlodésének, rokonsagi viszonyainak vizsgalatdra. A molekularis taxondmiai
vizsgélatok mar szamos Ilényeges valtozast inicidltak a gombak filogenetikai
rendszertandban. Szamos gombafajnal sikeresen alkalmaztdk a filogenetikai
fajelismerést, ¢s igy kiilonitettek el olyan fajokat, amelyeket el6zdleg sem
morfoldgiailag, sem bioldgiailag nem tudtak elkiiloniteni. Eziddig a kiilonb6zd
molekularis markerek szekvenciaanalizise a Phoma-fajoknal alig keriilt alkalmazésra,
csupan kisebb csoportok elkiilonitd vizsgalatara korlatozodott. Ezért vizsgalataink célja
olyan filogenetikai markerek keresése ¢s alkalmazasa volt, amelyek alkalmasak a faji
szintli — kiilondsen a tradiciondlisan nehezen kezelhetd fajok esetében — rokonsagi
viszonyok feltérképezésére a Phoma genuson beliil.

A filogenetikai vizsgalatainkhoz mas gombacsoportoknal mar hasznalt, és tobbé-

kevésbé megbizhatonak bizonyult molekuldris markerek szekvenciaanalizisét



valasztottuk. A filogenetikai céli szekvenciadsszehasonlitds nagyrészt olyan genom
szakaszok vizsgalatan alapul, amelyek minden ¢l6lényben eldéfordulnak, és
meglehetésen konzervativak maradnak az evoluci6 soran.

A molekularis taxonomiai vizsgalatainkhoz harom olyan markert véalasztottunk (zef1,
ITS, p-tubulin), amelyek szakirodalmi adatok alapjan korabban mar alkalmasnak
bizonyultak filogenetikai kapcsolatok tanulményozasdra a gombédk korében. A
filogenetikai vizsgélatok soran célszerli egyszerre tobb gént vizsgélni, mivel a kdzos
szarmazason alapulo fajelismerés (Genealogical Concordance Phylogenetic Species
Recognition = GCPSR) elmélet szerint tobb gén elemzésekor pontosabb és
megbizhatobb eredményt kapunk az egyes taxonok kozotti filogenetikai kapcsolatokra.

Vizsgélataink tovabbi célja volt a szekvencia (karakter) alapu filogenetikai
modszerek (Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian method)
alkalmazasa, értékelése és azok egymassal torténd részletes 0sszehasonlitasa is.

Pillangosviragia novények korében (Fabaceae), igy a szojan is (Glycine max)
eléforduld, szimptomatologiai és morfoldgiai hasonlésaguk miatt egymastdl alig
megkiilonboztethetd Phoma-szeri fajok (Phoma pinodella, Phoma sojicola,
Phyllosticta sojicola, Phoma exigua var. exigua) taxonémiaja terén a mai napig nagy a
bizonytalansag, ami indokolttd teszi ezen fajok, izolatumok molekularis taxondmiai
komparativ vizsgalatat.

A Phoma-szeri gombdk taxondomidjdnak konvenciondlis és molekularis biologiai
Osszehasonlitasaval kapcsolatos kutatomunkamat a kovetkezd célkitlizések szerint

allitottam Ossze €s végeztem el:

1. Kiilonboz0 izolatumok részletes, tradicionalis morfoldgiai vizsgalata és azonositasa a
Phoma fajok taxonomidjanak elfogadott koncepcioja szerint.

2. Molekuléris taxondmiai vizsgalatokra alkalmas filogenetikai markerek keresése,
melyek megfeleldk lehetnek a vizsgalt Phoma-szeri fajok — kiilonds tekintettel a
konvenciondlisan nehezen kezelhetd fajok — elkiilonitésére.

3. Faji szintli filogenetikai vizsgalatok, valamint rokonsagi viszonyok megallapitisa a
Phoma genus néhany taxonja kozott.

4. Karakter (nukleotid) alapu filogenetikai vizsgalati médszerek (Maximum Likelihood,
Maximum Parsimony, Bayesian method) alkalmazésa, értékelése, és 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 feliilvizsgélata, esetleges Gjraértelmezése molekularis alapon.

6. Szoéjan (Glycine max) eléforduld, eredetileg Phyllosticta sojicola Massolongo-ként
deponalt izoldtum rendszertani helyzetének tisztazasa filogenetikai markerek

analizisével.



1. Irodalmi attekintés

1.1. A faj, mint rendszertani kategoria a gombak korében

A faj problematikaja 1ényegében azt a kérdést érinti, hogy mi jelent a faji hovatartozas,
mit is értsiink az alatt, hogy egy gombatdrzs mondjuk Phoma pinodella-nak szamit. A
gond az ilyen egyszertinek latszo kérdésekkel az, hogy a tiizetesebb vizsgélatok szerint
— bar nap mint nap haszndlunk fajneveket — azok szabatos megvalaszolasa korantsem
egyszerl. Lényegében egy tobb ezer éves filozofiai problémaval kell szembenézniink.
Vajon miben és milyen mértékben kell hasonlitaniuk az egy fajba tartoz6 egyedeknek?
Es ha igen, miben és milyen mértékben? Makrostrukturalis (morfologiai) vagy
mikrostrukturélis (genetikai) tulajdonsagaikban?

Az esszencialista (lényegre tOrd) gondolkodas szerint természeti identitasok
csoportjaiba (natural kind), un. természetes fajok korébe olyan bioldgiai egyedek
tartoznak, amelyek lényegi (szubsztancidlis) hasonldsagot mutatnak egymaéssal. A
definicibhoz elvileg minden esetben megadhatjuk a tulajdonsdgoknak egy olyan
csoportjat, amik alapjan egyértelmiien eldonthetjiik, hogy egy adott individudlis entitas
része-e¢ az igy meghatarozott kategdérianak (természetes fajnak) vagy sem. A biologian
beliil az esszencialista szemlélet azt vallja, hogy két, egymashoz Iényegileg hasonlitd
egyed ugyanabba a fajba (sepecies) tartozik. A fajok definicidja pedig azoknak a
tulajdonsdgjegyeknek a meghatdrozasat jelenti, amik ezt a lényegi hasonlosagot
biztositjak. Az esszencialista szemlélet Arisztotelész (384-322) és Platon (428-348)
munkaira és a munkaik altal kivaltott hatasokra vezethetd vissza. Az iranyzat késobbi
legjelentdsebb képviseldje Linné (1707-1778) volt, akinek fajfogalma és gyakorlatilag
mindmaig hasznalatos nevezéktana az arisztotelidnus eredetli esszencializmust tiikrozi.
Ezzel az elmélettel all szemben a Lamarck (1774-1829) és Darwin (1809-1882) altal
kidolgozott evolucios elmélet, mely az mondja, ha a fajoknak nevezett természetes
csoportosuldsok allando valtozason mennek keresztiil, akkor nem épithetd ki egy
hatarozott (definitiv) taxondémia (ami a fajok pontos lényegmeghatarozasan alapulna),
ennek hidnydban pedig — véli Lamarck — semmi indok nincs arra, hogy a fajok redlis
1étezésérdl beszéljiink. Darwin (1859) a kovetkezot allitja: ,,A fajokat gy kell
kezelniink, (...) mint a kényelem kedvéért alkotott, pusztdn mesterséges

kombinaciokat.”



A biologiai rendszerezés (taxondmia) alapjait a legutobbi iddkig az ¢éldlények
hasonlésagara épitd osztalyozas (esszencializmus) jelentette. Szemben a darwinizmus
szellemével, ebben sokkal inkabb 0sszhangban van az elemeket egységes rendszerbe
szervezO természeti folyamat. Azonban fontos kihangsulyozni, hogy az evollcids
szemlélet nem zarja ki automatikusan a 1ényegi alapon mukodtetett rendszerezést.

Az esszencialista elméletnek két f6 gyenge pontja van: (1) testvérfajok (hasonlo
morfoldgiai tulajdonsagok kiilonb6zd fajokndl), és (2) politipikus fajok (jelentds
morfologiai eltérések egy fajon beliili kezelése).

Hull és Ruse (1998), valamint Ghiselin (1995), evolucidbioldégusok (Lamarck és
Darwin kovetoi) felismerésének nagyszertisége abban all, hogy a fajok meghatirozasat
egy filozofiai 1épéssel szabaditottak ki az esszencializmus szoritdsabol. A darwinianus
megkozelitést a fajok meghatdrozdsanak alapjava tették, e rendszerezés alapjaul
szolgalo természeti folyamatot pedig a leszarmazasban hataroztdk meg. A koncepciod
valojaban nagyon egyszeri. Lényegében arrdl van szo, hogy Hull és Ghiselin azt
javasoljak, a fajokat ne természeti fajoknak, hanem individuumoknak tekintsiik
(individualista elmélef). Amennyiben a fajokat individuumoknak tekintjiik, ahhoz, hogy
két egyedet ugyanabba a fajba soroljunk, nem sziikséges, hogy azok hasonlitsanak
egymdashoz. Az egy fajhoz tartozas kritériumat a Hull-Ghiselin-féle individualitas-tézis
a leszarmazasban latja. Vagyis egy adott fajt az tart 6ssze, hogy a részek kozott 1étezik
egy bizonyos oksagi vagy rész-egész viszony, ami biztositja a faj identitasat. Ghiselin
munkaiban (1995, 1997) azt javasolja, hogy a fajok tagjai helyett fajok részeirdl
beszéljiink, a fajok neve pedig nem kéznév, hanem tulajdonnév lesz. A fajok ugyanugy
egyszeriek, mint példdul egy emberi személyiség, hidba jonne létre egy ahhoz
tokéletesen hasonld masik egyed, az semmiképp sem lenne ugyanaz a személy. Az
individualista fajfogalom szerint a morfologiai hasonlésagot mutaté egyedek nem
feltétleniil tartoznak egy fajba, mig morfologiailag jelentdsen eltérdé egyedek is
tartozhatnak ugyanabba a fajba. Az individualista elmélet tdmogatoi szerint a fajoknak
ugyanugy van sziiletésiik és halaluk, mint példdul egy organizmusnak. E szerint a fajok
fejlodésiik soran jelentds valtozasokon mehetnek at anélkiil, hogy 0 faj 1étrejottérol
beszélhetnénk.

Az esszencialista tézis egyik alternativdja, hogy a természeti fajok meghatarozasat
nem morfologiai jellemzdkre, hanem mikrostrukturdlis tulajdonsadgokra igyekszik
alapozni. Ezen alternativa szerint a genetikai allomany és a kdzos genetikai leszarmazas

definidlna egy fajt. Az individualistdk azonban elutasitjdk ezt az alternativat is,



mondvan, hogy végso soron ezeknél is a hasonldsag az, amire a meghatarozas épiil, és
igy a biologiai evolucid (tehat a leszdrmazési elv) nem jatszik meghatarozo szerepet a

Ernst W. Mayr evoluciébiolégus, 1942-es konyvében kidolgozta az un. biologiai
fajfogalmat, amit a kdvetkezoképpen definialt: ,,A fajok a természetes populaciok olyan
aktudlisan vagy potencialisan keresztezddd csoportjai, amik reproduktive izolaltak mas
ilyen csoportoktol.” Mayr tehdt a reproduktiv izolacidban latja a faj meghatirozasat,
sebezhetésége két ponton mutatkozik: a tézis nem tud valaszt adni a természetben
1étrejovo fertilis hibridek keletkezésére, valamint sokat vitatott hidnyossaga, hogy nem
alkalmazhat6 aszexualis Giton szaporodd élSlényekre. Igy az értekezésemben targyalt
Phoma genusra sem alkalmazhat6. Mindamellett azt is észre kell venni, hogy a bioldgiai
fajfogalom nem individualista.

Az eredeti Hull-Ghiselin-koncepcio egyik legkovetkezetesebb alternativajat talan az
un. kladisztikus fajfogalom jelenti, melynek lényege, hogy a fajokat szigoruan két
specidcios esemény kozotti monofiletikus leszarmazasi agban hatdrozza meg, ¢s elveti a
morfologiai mikro- vagy makrostruktardk szerepét a meghatarozasban. A kladista
fajfogalom amellett, hogy radikdlisan antiesszencialista ¢és a fajokat individualis
entitasoknak tekinti, ugyancsak belelitkozik a vegetativ szaporodds problémajaba ¢és
ezzel az individualitasrdl alkotott fogalomba. Hull és Ghiselin ezt a problémat azzal
prébalja feloldani, hogy szdmukra a fajok az organizmusokhoz hasonlé individualis
entitdsok, és ahogy egy organizmus identitasat, azaz meghatidroz6 belsé szervezdodését
sem csorbitja az, ha eltlinnek vagy kicserélddnek egyes Osszetevdi, tigy a fajok entitdsat

sem csorbitja, ha elpusztul néhany egyed.

1.2. Fajfogalmak

A fajrél alkotott elméletek hosszii id6 ota éallnak a taxondmusok figyelmének a
kozpontjaban, €s szolgalnak alapul, vagy szolgaltatnak alapot a tudoés tarsadalom
egyfajta dllandd megosztottsagara a fajfogalom értelmezése koriil. De mi is valdjaban a
faj? Altalanossagban elmondhaté, hogy a faj a rendszerezés alapegysége, vagyis
alapvetd rendszertani egység (taxon). A faj a vizsgalt él6lényeknek a rendszertani

hierarchidban a legalacsonyabb és legfontosabb rangja.



A mikologidban sem létezik egy altalanosan, mindenki 4ltal elfogadott fajfogalom.
Az ivartalan szaporodas gyakorisdga, valamint a hifaanasztomoézisok (paraszexualis
kapcsolat) megnehezitik a fajmeghatarozast. A gombamicélium latszolag egy élettani és
okologia egység, pedig valojaban egy ,,genetikai mozaik”. Emiatt nem mindig egyszerti
kiilonbséget tenni az egyed €s a populdcid kozott, ami gyakran zavard tényezd a
genetikai vizsgélatokban. Ezért is fordulhat eld, hogy szinte megszamlalhatatlan,
jelenleg mennyi fajfogalom létezik. Ezek gyakran azt eredményezik, hogy egyes
szerzOk adott €éldlénycsoportokat jelentdsen eltérden itélnek meg (Mallet és Willmot,
2003). Mayden (1997) tobb mint 20 fajfogalmat kiilonboztet meg konyvében, melyet
két nagy csoportba foglal: e/méleti (theoretical) és gyakorlati (operational) fogalmak. A
gyakorlatinak, amely joval tobb fajfogalmat foglal magéban, nagy elénye az elméletivel
szemben, hogy jol hasznalhaté egyes fajok azonositdsdra. Mayden (ibid.) ugyanakkor
csak egy elméleti fajfogalomra tér ki: az evolucios fajfogalomra (Evolutionary Species
Concept = ESC), jollehet szamos mas elméleti fajfogalom létezik még rajta kiviil: a
teremtéselmélettdl a fentebb targyalt darwini evolucidig. Az ESC a kdvetkezoképpen
definidlja a fajt: egy populacido leszarmazottjainak azon egyedei, melyek jol
elkiiloniilnek a masik populacié leszarmazottjaitdl, és amelyek rendelkeznek sajat
evolucios irannyal és palyaval (Wiley, 1978).

Napjainkban a leggyakrabban vitatott 3 gyakorlati fajfogalom: a morfologiai
(Morphological Species Concept = MSC), a biologiai (Biological Species Concept =
BSC) és az egyik legujabb: a filogenetikai (Phylogenetic Species Concept = PSC).
Mayden (ibid.) az evolucids fajfogalomhoz képest masodlagosan tekint erre a harom
koncepciora. Kompatibilisak vele abban az értelemben, hogy mindhidrom fajfogalom
evolucids fajokat probal elismerni (Avise és Wollenberg, 1997). Az ESC azonban nem
alkalmas fajok azonositasara, mivel nem rendelkezik elkiilonitési kritériumokkal. A
masodlagos, gyakorlati fajfogalmak (MSC, BSC, PSC) azonban rendelkeznek azon
kritériumokkal, amelyben a vizsgilt egyedet az ismert rendszertani egységek
valamelyikébe besoroljak, igy amikor egy faj azonositasardl van szo6, ezekhez a
fajfogalmakhoz fordulhatunk segitségért. Ennek megfeleléen, hogy hangstlyozzak az
elméleti és gyakorlati fajfogalmak kozotti kiilonbséget, gyakran hasznaljak a
»elismerés” vagy ,fajazonositds” szot (,Species recognition”) a gyakorlati
fajfogalmakra, a ,fogalom” (,concept”) sz6 helyett, amelyet csak az elméleti

fajfogalmakra hasznalnak.
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Napjainkban a gombéak korében — mas csoportokhoz hasonléan — a leginkabb
elterjedt és hasznalt fajmeghatarozasi modszer a tradiciondlisnak tekintett morfoldgiai
alapu fajelismerés (MSR), esetenként kibdvitve a bioldgiai alaptival (BSR). A kozel
hetvenotezer leirt gombafajt — néhany kivételtdl eltekintve — morfologiai jegyek alapjan,
leggyakrabban az ivaros ¢és ivartalan szaporitoképletek mikroszkopos vizsgalata
(Hawksworth et al., 1995), vagy egyéb fenotipusos bélyegek alapjan jellemezték. Ilyen
fenotipusos tulajdonsag lehet a novekedésbeli kiilonbség kiilonbdzé hémérséklet és
paratartalom mellett (Pitt, 1979); vagy kiilonbozé anyagcseretermékek (Frisvad és
Filtenborg, 1990), illetve pigmentek termelése (Besl és Bresinsky, 1997). Az MSR-ben
elsédleges ¢és masodlagos morfoldgiai bélyegeket lehet megkiilonboztetni: az
elsddlegesek kozé tartozik a sporaképzdé micélium (sporofor) felépitése (pl. fialid,
blasztikus), a sporaképzés modja, a spora tipusa, nagysaga, alakja, a valaszfalak szama,
a sporak leflizédésének a modja, a sporafiiggelékek megléte vagy hianya. A masodlagos
bélyegek kozé tartoznak a novekedéssel és annak mértékével osszefliggd tényezok, mint
a homérséklet, a taptalaj, a tenyészet szine, alakja, a telep felépitése. Mivel a
morfologiai bélyegeket erdsen befolyasoljak a kiilonbozd kornyezeti feltételek, ezért
fontos kdvetelmény, hogy a vizsgalatok szigoruan meghatarozott, standard kornyezeti
koriilmények kozott torténjenek. A kiilonféle élettani jellemzdket abban az esetben
vizsgaljak, amikor kevés morfologiai bélyeg all rendelkezésre a vizsgalt egyed
hatdrozédsdhoz. Az MSR nagy eldnye, hogy mivel eddig minden leirt gombfajra
alkalmaztdk, konnyen fel lehet haszndlni kiilonb6z6 taxonok identifikéldsara, a mar
meglévo adatok felhasznélasaval, egyszerli 6sszehasonlitas segitségével. A morfoldgiai
alapu faji meghatdrozas alapvetd fontossdgii a gombdk azonositdsdban, sok esetben
azonban valtozékonysaguk ¢és az atmeneti formék eléforduldsa nem teszi lehetdvé a
fajok megbizhaté meghatarozasat. Gyakran eléfordul, hogy a morfoldgiai alapon egy
fajba sorolt izolatumokrol biologiai ¢és filogenetikai kritériumokat alkalmazva
bebizonyosodik, hogy valdjdban nem azonos faj tagjai. Klasszikusnak mondhaté példa
az Armillaria mellea sensu lato esete, melyrdl kideriilt, hogy a korabban egy fajnak vélt
egysége BSR alapjan tobb mint egy tucat parosodasi tipust foglal magaba (Korhonen,
1978; Anderson ¢és Ullrich, 1979; Anderson €s Stasovski, 1992). Egy mésik tanulmany a
PSR alapjan szamolt be a Lentinula edodes (shiitake-gomba) szegregaciojarol, mint
ahogyan arr6l az MSR vagy BSR fajelismerési rendszer szerint korabban mar
beszamoltak (Hibbett et al., 1995). A kozelmultban klinikailag fontos gombafajokbol

(Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum, Candida albicans, Cryptococcus
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neoformans, Aspergillus fumigatus és A. flavus) kiilonitettek el tobb fajt PSR modszerek
alkalmazaséaval (Taylor et al., 1999).

A Mayr (1942) éltal kidolgozott biologiai fajfogalom (BSC) és fajelismerés (BSR)
elokeld helyet foglal el a mikologidban. A BSC a fajt egy valdsagos vagy lehetséges
keresztezddéssel 1étrejott populéacidegyiittesnek tekinti, amely belsé reproduktiv
korlatok mentén izolalodik. Erdekesség, hogy Mayr-t tobb, mint masfél évtizeddel
megel6zden, Shear és Dodge (1927) mar beszamolt rdla, hogy a morfoldgiailag azonos
Neurospora sitophila (régi nevén: Monilia sitophila) 3 kiillonbozé parosodasi tipusu
torzset foglal magaba, ezek a: Neurospora crassa, N. sitophila és N. tetrasperma. 1987-
ben Brasier mar tobb mint 40 olyan gombafajt tudott felsorolni, ahol egy morfologiailag
azonositott faj tobb biologiai fajt foglalt magdba. A gombdknal a BSR-t egymassal
kompatibilis parosodasi csoportok azonositasara hasznaljadk ami egyes gombaknal, ahol
az MSR alapjan nem lehet fajokat elismerni — egyenld a fajkritériummal. Azonban a
parosodasi tesztek kivitelezhetetlenek olyan csoportoknal, amelyeknek nincsenek ivaros
meiosporai. Ez egy komoly hidnyossdga a BSR-nek, mivel a gombak mintegy 20%-a
nem képez meiosporat, azaz szexualis uton nem képes szaporodni (Reynolds és Taylor,
1993). Mas gombak viszont homothallikusak, igy masik partner nélkiil is képesek
meiosporat termelni. Sok esetben a gombaknal az is neheziti a BSR alkalmazasat, hogy
a parosodast ¢és annak eredményét nehéz kimutatni, tovabba nehéz eldonteni, hogy a
1étrejott hibrid sterilis vagy termékeny. Ugyancsak problémasak azok a gombafajok (pl.
rozsda, lisztharmat), amelyek nem tenyészthetk mesterséges koriilmények kozott
(obligat parazitdk). Azonban egy masik probléma is felmeriil a bioldgiai fajfogalommal
¢és -elismeréssel. Vilgalys és Sun (1994) a Pleurotus ostreatus fajkomplexet vizsgaltak.
Nyolc biologiailag elkiilonithetd csoportot azonositottak riboszomalis RNS gének
(rDNS) vizsgalataval a fajkomplexen beliil. Azt talaltak, hogy harom olyan bioldgia faj
volt a csoportban, amely egynél tobb filogenetikai fajt tartalmazott, €¢s minden esetben a
filogenetikai fajok foldrajzilag egy masik kontinensrdl szarmaztak. Amit a bioldgiai
fajfogalom szerint harom fajnak értelmeztek, az a filogenetikai fajfogalom szerint kilenc
fajnak felelt meg. A kiilonbség nem csupan elméleti, mivel a filogenetikai fajok
genetikai €s foldrajzi izolacidt egyarant mutattak. Amint azt Petersen és Hughes (1999)
megjegyezte ,,ezek a fajok a természetben sosem cserélnek géneket, bar potencidlisan
képesek ra”.

A filogenetikai fajfogalom alapvetéen Nelson és Platnick (1981) elméletén alapszik

melyet Cracraft (1983), Nixon és Wheeler (1990), valamint Davis és Nixon (1992)
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kibovitett. Nixon és Wheeler (1990) szerint ,,a faj a populacié azon legkisebb egysége
(szexualis szaporodas) vagy leszdrmazottai (aszexualis szaporodas), amelyek egyedi
tulajdonsdgkombinaciokkal  azonosithatéak, az  egymadssal  Osszehasonlithato
egyedekben”. Az elmélet szerint a faj valamilyen allandé jelleggel rendelkezd,
legkisebb azonosithaté egység. Az elmélet elveti a monofiletikus és parafiletikus
kifejezéseket. Modszertanilag a populdciok az elemzések alapvetd egységei. A
filogenetikai kapcsolatok elemzésének (PSR) kozéppontjdban napjainkban a DNS-
polimorfizmus 4ll, mely bizonyos gének (markerek) nukleinsav-sorrendjének
valtozatossagan alapszik. Jelenlegi ismereteink alapjan a DNS-szekvenciaclemzés
(molekularis taxonomia) tlinik a legalkalmasabb moddszernek a gombak
torzsfejlodésének, rokonsagi viszonyainak vizsgalatdra. A molekularis taxondmiai
vizsgélatok mar szamos Iényeges valtozast eszkdzoltek a gombdk filogenetikai
rendszertanaban. A szekvencia adatok korszert, szamitogépes feldolgozasa, molekularis
torzsfak készitése 1j lehetoségeket nyOjt a mikolégusoknak a rendszertani
Osszefliggések filogenetikai feliilvizsgalatara.

Kezdetben a kddoldo DNS-szekvencidk indirekt vizsgalatat, a fehérjepolimorfizmust
alkalmaztak. Ezt a Phoma genusban is megprobaltak molekularis markerként hasznalni
a ’90-es évek kozepén, hogy elkiilonitsék a morfologiailag hasonld megjelenésti, de
feltételezheten eltérd fajhoz tartozo izolatumokat (Kovics és Gruyter, 1995). A DNS-
polimorfizmusnak azonban hdrom nagy elénye van a a fehérjepolimorfizmussal
szemben: az elsd, hogy a szekvenciavaltozas mar a DNS szintjén kimutathat6; a
masodik eldny, hogy DNS szinten sokkal nagyobb valoszinliséggel torténnek evolucios
valtozasok, amelyek nem biztos, hogy fehérje szinten is kifejezddnek; és végiil ehhez
kapcsolodik a harmadik eldny is, hogy ezen valtozdsok nincsenek szelekcios
nyomasnak kitéve, igy azok hosszabb tavon képesek fennmaradni a genomban.
Azonban a DNS-polimorfizmus vizsgalatnak is megvannak a maga nehézségei, és kelld
ovatossaggal kell értékelni az eredményeket. Gyakran eléfordul ugyanis, hogy a
vizsgalt gén vagy DNS-szakasz polimorf egy adott fajon beliil, vagy az ellenkezdje is
bekovetkezhet, hogy ugyanaz a szakasz egyarant megtalalhato két kiilon egyedben is.
Hogy elkeriiljik az ilyen tipust hibdkat, célszerti tobb gén vagy DNS-szakasz
ezt a fajta filogenetikai fajfogalmat kozés leszarmazas elméletnek hivja (Genealogical
Concordance Concept = GCC). Az elméleten alapuld fajelismerési rendszer pedig az

eléozéekhez hasonléan a kozos szarmazdson alapulo fajelismerés (Genealogical
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Concordance Phylogenetic Species Recognition = GCPSR) nevet viseli (Taylor et al.,
2000). A rendszer 1ényegét és megbizhatdsagat jelenti, hogy mindig tobb gént vizsgal a
rokonsagi kapcsolatok elemzésekor.

A GCPSR alkalmazésara napjainkban mar szamos példa talalhaté a gombak korébol
a szakirodalomban. A Gibberella fujikuroi fajkomplex analizisére O’Donell et al.
(1998) a p-tubulin gént vélasztottdk nagyszamu izolatumuk vizsgalatahoz. Eldszor
csoportokba rendezték az izolatumokat, majd az egyes csoportok tipusizoldtumat
tovabbi két nukleotidszekvencia haszndlataval tovabb elemezték. A harom gén alapjan
elvégzett filogenetikai analizis 45 valtozatot tart fel a fajkomplexen beliil, amelybdl 23
uj volt a tudoméany szdmara. Ezek koziil kordbban hatot biologia fajként azonositottak
parosodasi tesztekkel (Hsieh et al., 1977; Leslie, 1995). A biologiai és a filogenetikai faj
elkiilonitése minden esetben azonos volt. Ez azt mutatja, hogy a PSR ugyanazt az
informaciot szolgaltatja, mint a BSR. A BSR-el azért nem voltak képesek tobb fajt
azonositani, mivel azok nem parosodtak egymassal a tenyészetekben. Bar a késdbbiek
soran megtalaltak a jellegzetes morfoldgiai bélyegeket is az egyes fajoknal (Nirenberg
¢s O’Donell, 1998), el6zdleg azonban nem tudtdk megkiilonbdztetni a 23 véaltozatot
morfoldgiai alapon. Ebben az esetben a filogenetikai fajelismerés mar elére jelezte a
morfologiai alapon meglévo kisebb kiillonbségeket, amit végiil meg is talaltak. Vannak
esetek, amikor a fajokat morfoldgiai alapon nem lehet elkiiloniteni, ugyanakkor
filogenetikai alapon relevans kiilonbségek mutatkoznak. Szamos mas gombafajnal is
sikeresen alkalmaztak a filogenetikai fajelismerést, €s igy kiilonitettek el olyan fajokat,
amelyeknél el6zdleg sem morfoldgiailag, sem bioldgiailag nem tudtak kiilonbséget
tenni; pl. Candida albicans (Sullivan et al., 1995), Lentinula lateritia (Hibbett et al.,
1995), Botryotinia fuckeliana (Giraud et al., 1997), Aspergillus flavus (Geiser et al.,
1998) ,Filobasidiella neoformans (Franzot et al., 1999).

Azonban a filogenetikai fajfogalmat és -elismerést is megfeleld kritikai ovatossaggal
kell kezelni, mivel szamos bizonytalansagi tényezd van, amelyek miatt sokszor valdtlan
eredményt kaphatunk az elemzések soran. Ilyen bizonytalansagi faktor, hogy a DNS-
polimorfizmust milyen mértéktdl tekintjiik egy adott fajt meghatarozo, specifikus
tulajdonsagnak. Elegendd-e, ha egy jellemzd tulajdonsagot vagy gént hasznalunk a
fajok elkiilonitésére, vagy joval komplexebben kell megvizsgalni a dolgot, és egyszerre
tobb tulajdonségot, illetve gént kell bevonni az elemzésekbe, és azok alapjan feltarni a
filogenetikai kapcsolatokat? Ugyancsak kérdéses, hogy a genetikai markerek nagyfoku

polimorfizmusa nem emeli-e meg indokolatlanul a fajok szdmat (Mayden, 1997)?
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Kérdés tehat az, hogy mikortdl mondhatjuk, hogy egy adott egyed oly mértékben
kiilonbozik a masik egyedtdl, hogy indokolt egy 1 filogenetikai faj bevezetése, vagy
csupan egy fajon beliili genetikai valtozékonysagrdol van sz6? Mint lathato, itt ismét
beletitkoziink az esszencialista és kladisztikus fajfogalom altal targyalt problémakorbe.
Hasonl6 problémaba litkéziink akkor is, amikor kiilonb6z0 filogenetikai fajok ugyanazt
az allélt hordozzak egy polimorf lokuszon. Ebben az esetben hogyan lehet elkiiloniteni
Oket egymastol? Ezt a problémakort eldszor Doyle vizsgélta (1995, 1997). Més szerzOk
(Harrington és Rizzo, 1999) tgy gondoljak, hogy egy filogenetikai faj-elkiilonités csak
akkor alkalmazhat6, ha az egyedben a DNS-polimorfizmus mar fenotipusosan is
megjelenik. Ugyanis gyakran el6fordul, hogy a DNS szintjén bekovetkezd valtozasok
(genetikai izolacid) nem feltétleniil jelentkezik azonnal fenotipusos jellegek
valtozasaban, jollehet idével meg kell, hogy jelenjenek, hacsak nem egy olyan génrdl
van sz6, amely nem okoz konnyen érzékelhetd morfologiai vagy egyéb élettani
valtozasokat. Itt szembesiiliink azzal a kérdéssel, hogy milyen géneket szelektaljunk a
filogenetikai vizsgalatokhoz? A filogenetikai célu szekvenciadsszehasonlitds nagyrészt
olyan genomszakaszok vizsgélatan alapul, amelyek minden él61ényben eléfordulnak, és
meglehetésen konzervativak maradnak az evolucié soran, mint pl. a riboszomalis
géneket kodold szekvenciak, a transzlacios elongacios alfa fehérjét kodold, vagy a
tubulin fehérjét kodold gének. A Gibberella, Candida és Aspergillus nemzetségekben
leirt filogenetikai fajok esetében mindenhol talaltak fenotipusos, illetve patogenitasbeni
kiilonbségeket is. Azonban a Coccidioides nemzetségben ugy irtak le pl. két
filogenetikai fajt, hogy sem morfoldgiai, sem fiziologiai kiilonbéget nem taléltak.
Ugyanakkor kiilonbséget fedeztek fel egyes fehérjék aminosav sorrendjén (Koufopanou
et al., 1997), mely ugyan megvaltoztatja a fehérjék elsédleges szerkezetét, de nem
bizonyitott, hogy a fehérje funkcidjat is megvaltoztatnd. Ugyanakkor az sem kizart,
hogy olyan, eddig még nem ismert morfoldgiai vagy fiziologiai kiilonbség lehet a két
Coccidioides filogenetikai faj kozott, melyek felfedezése még varat magara.

A kiilonféle fajelméleteknek koszonhetdéen valtozik a gombdk sokszinliségérdl
alkotott képiink is. Az eddig leirt mintegy hetvenotezer gombafajt foleg a morfologiai és
biologiai fajelismerést alkalmazva irtdk le. A filogenetikai fajelismerés csak az utdbbi
két évtizedben keriilt eldtérbe a molekularis biologia és a biokémia folyamatos
fejlodésének kdszonhetden. Egyes mikotaxondmusok a gombak fajgazdagsagat mintegy
masfél milliéra teszik (Hawksworth, 1991, 2001; Hawksworth et al, 1995).

Ugyanakkor mas szerzok még ezt a szamot is mélyen alabecsiiltnek tartjak (Hywel-
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Jones, 1993; Frohlich és Hyde, 1999; Arnold et al., 2000; Gilbert et al., 2002; Persoh,
2002). A becslések kozotti kiilonbségek egyik meghatarozo kérdése az lehet, hogy az eddig

morfoldgiailag azonosnak gondolt fajok kozott vajon mennyi filogenetikai faj talalhat6?

1.3. Molekularis taxonomiai modszerek a gombarendszertanban

Elektroforetikus mintazatok osszehasonlitisa

A gomba sejtekbdl kiilonbozd technikak alkalmazasaval kivont fehérjéket altalaban
elektroforézissel valasztjak el, és az igy kapott fehérjemintdzatokat vizsgaljak. Az
elvalasztas alapja nagyrészt molekulatomeg alapjan torténik, mely lehetdséget nytjt
kiilonbozé fajok, torzsek azonos enzimjei esetében az eltérd izoenzim-mintdzatok
Osszehasonlitdsara. Az izoenzimek elkiilonitésére leggyakrabban hasznalt modszerek a
keményitdgélelektroforézis, a  poliakrilamidgél-elektroforézis (PAGE) ¢és a

cellulézacetatgél-elektroforézis (CAE).

DNS-DNS hibridizacio

A gomba genom relative kis méretének, valamint annak a ténynek kdszonheten, hogy
a repetitiv szekvencidk ardnya sokkal kisebb, mint a ndvényeknél vagy allatoknal,
kezdetben idedlis valasztdsnak tlint a DNS-hibridizaciot alkalmazni a filogenetikai
kapcsolatok tanulmanyozasa céljabol. A mddszer lehetdvé teszi, hogy a teljes nukleotid
bazissorrend meghatarozdsa nélkiill is bizonyithatd legyen két DNS-minta
hasonlosaganak vagy kiilonbozdségének a mértéke. A vizsgalatok tobbsége inkdbb a
teljes genomi DNS-ek kozotti kereszthibridizaciok ardnyédra, mintsem a hibridek
hémérséklet-stabilitasara fokuszalt. Az eredmények azonban nem bizonyultak
igéretesnek a taxondmusok szamara, mivel a hibridizacids arany egymashoz kozelallo
fajok esetében tobbségében nagyon alacsony volt, sokszor kevesebb mint 20%.
Ugyanakkor ez az arany azonos bioldgiai fajon beliil taladlhatd kiilonb6z6 egyedek
kozott magasabb mint 90%-nak bizonyult. A pontos magyarazata egyenlére még nem
ismert annak, miért talalhato ilyen mértékli kiilonbség a genomi DNS hibridizacios
aranyaban egymashoz kozelallo fajok esetében, mindenesetre a modszer nem
alkalmazhat6 filogenetikai kapcsolatok vizsgalatara (Kurtzman,1983; Jahnke ¢és

Bahnweg, 1986).
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Restrikcios fragmentum-hossz-polimorfizmus analizis

Az RFLP (Restriction fragment length polymorphism) technikat a nukleinsavak
bazissorrendjében meglévd kiilonbségek kimutatdsara kiterjedten hasznaljak. A
modszer 1ényege, hogy hasitd, un. restrikcids enzimekkel (specidlis endonukleazokkal)
feldaraboljdk a genomot, majd az igy keletkezett DNS-fragmentumokat
gélelektroforézist alkalmazva, méret szerint elvalasztjdk. A végeredmény egy Un.
restrikcids mintazat, melyet két mdodon lehet értékelni: (1) az RFLP-vel amikor is az
egyes fragmenumok hosszat veszik figyelembe és probalnak meg kovetkeztetéseket
levonni; (2) a ,,mapping” (térképezési) eljarassal, amikor is a fragmentum-mintazat
alapjan probalnak felallitani egy restrikcios enzimtérképet. Mindkét modszer 1ényege,
hogy a restrikcios fragmentum-mintazatbol, illetve a restrikcidos enzimtérképbdl
kovetkeztetnek az evolucios valtozasokra, illetve probdlnak rokonsagi kapcsolatokat
feltarni. Az RFLP-mintazatok hasznalhatok dendogram készitésére, amely alkalmas
fajon belili, illetve fajok kozotti rokonsagi kapcsolatok kimutatasara. A modszert a
legkiilonb6zobb ¢ldlényeknél alkalmaztdk mar sikeresen filogenetikai elemzésekre
(Michelmore ¢és Hulbert, 1987; Bruns et al., 1991). Az RFLP-analizis gyorsan ¢és
viszonylag olcson kivitelezhetd, ugyanakkor kérddjelek meriilnek fel a modszer
megbizhatdsagaval kapcsolatban. A legnagyobb bizonytalansagot a gombak korében
gyakran el6forduld olyan mutéacidk jelentik, amelyek megvaltoztatjdk a fragmentum
hosszat (length mutation), megnehezitve igy azok 0Osszehasonlithatosagat. Masik
probléma, hogy akar egyetlen nukleotidvaltozas (pontmutacid) 1is gyakran
eredményezhet indokolatlanul magas fragmentumszamot vagy valtoztatja meg a
restrikcidos enzimtérképet. RFLP-analizis céljabol gyakran vélasztanak ki bizonyos
specifikus régiokat a genombol, mint a mitokondridlis DNS-t (mtDNS), vagy a
sejtmagban taldlhaté riboszomadlis RNS géneket (rDNS) (Avise, 2004), amelyeket
polimeraz-lancreakcioban (PCR-ben) felszaporitanak, és ezt kovetden végzik el az
analizist. A mddszer a PCR-RFLP-analizis nevet kapta. A gombaknal mas ¢l6lényekhez
hasonloan a taxondémusok a ’90-es évek kozepén széles korben alkalmaztdk ezt a
modszert (Chen, 1992; Liu és Sinclair, 1992; Bernier et al., 1994; Bunyard et al., 1994,
1996; Hopple és Vilgalys, 1994; Appel és Gordon, 1995; Donaldson et al., 1995;
Erland, 1995; Harrington és Wingfield, 1995; Sappal et al., 1995; Buscot et al., 1996;
Chiu et al., 1996; Edel et al., 1996; Guillemaud et al., 1996; Waalwijk ef al., 1996; Leal
et al, 1997). Az mtDNS RFLP-analizise az egyik legelterjedtebb a
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gombataxonomiaban, mivel az mtDNS viszonylag konnyen tisztithatd és nagy
koépiaszdmban fordul eld a genomban. Egyes szerzék a gombédkban gyakran el6forduld
plazmidokat is felhasznaltak restrikcidosenzim-analizisekhez, de nagy hatranyuk, hogy
el6fordulasuk nem univerzalis a gombak korében, €s a szekvenciajuk sem elegendden
konzervativ, tovabba a plazmidok horizontalis atvitelét is megfigyelték (May és Taylor,
1989; Collins és Saville, 1990). A DNS-ujjlenyomat készitéséhez a genomi DNS
restrikciés  fragmentumaihoz radiokativan jel6lt szintetikus oligonukleotidokat
kapcsolnak. A moddszer nagy hatrdnya azonban, hogy egyrészt restrikcios

endonukledzokat, masrészt izotoptechnikat kell alkalmazni.

Elektroforetikus kariotipizadlas

A kariotipus-vizsgalatok a kromoszémak nagysaganak, alakjanak megismerésére
iranyulnak, amelyek lehetdvé teszik a taxonomiai célu Osszehasonlitast. A gombaknal
az igy kapott eredmény azonban sok esetben bizonytalan, aminek f6 okaként emlithetd,
hogy a gomba kromoszémak altalaban 1ényegesen kisebbek, mint a ndvények és allatok
kromoszémai. Tovabbi nehézséget jelent a meidzis hidnya, illetve ritka el6fordulasa egy
sor gombacsoportban, hiszen a kromoszomak a meidzis allapotaban 1év0 sejtben
figyelhetok meg a legjobban. Napjainkban harom alapvetd modszer 1étezik a kariotipus
meghatarozasara: hagyomanyos fénymikroszkopos vizsgalatok, elektronmikroszkopia,
¢s az elektroforetikus kariotipizalas. Az utdbbit molekularis vagy fizikai kariotipus-
analizisnek is szoktdk nevezni, és kiilonbozé valtozatai vannak. Leggyakrabban a
pulzalo mezeji gélelektroforézis (Pulsed Field Gel Electrophoresis) un. CHEF
modszerét (Contour-Clamped Homogenous Electric Field) alkalmazzak. Ennek lényege,
hogy az elektromos mezd irdnyat meghatdrozott idéprogram szerint valtoztatjadk. A
vizsgélat eredményeként a kromoszomak és a nagyobb méretli DNS-molekuldk

hatarozott savokba rendezddnek, mérettartomany szerint.

Polimeraz-lancreakcio (PCR)

A PCR (Polymerase Chain Reaction) technika alkalmazasaval (a folyamat kidolgozasért
Kary Mullis-t Nobel dijjal honoraltdk 1993-ban) specifikus régiok szaporithatok fel a
genombdl  (amplikonok), melyek aztdn tovabb vizsgalhatok, pl. agaroz
gélelektroforézissel szétvalaszthatok egymastol. A PCR-ujjlenyomat-technikdk soran a
primerek (inditészekvencidk) bazissorrendjétdl, nagysagatdl fliggden faj-, valtozat stb.

specifikus DNS-mintdzatokat lehet 1étrehozni, melyek segitségével a vizsgalt egyedek
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azonosithatok. Egyéb specialis PCR-modszerek is 1éteznek, mint pl. a PCR-RFLP,
amikor is az amplikont kiilonb6zd restrikcios enzimekkel emésztik, igy egyesitve a

PCR- és az RFLP-analizis elonyeit.

RAPD

A RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA) ¢és AP-PCR (Arbitrarily
Primed PCR) moédszert Williams et al. (1990), mig az AP-PCR modszert Welsh és
McClelland (1990) hasznaltak eldszor filogenetikai céli vizsgéalatokhoz. Mindkét
modszer egyszerll, gyors €s olcsd a genetikai polimorfizmusok kimutatasdhoz. Ezen
technikakat elsésorban az egy fajhoz tartozd, kiilonb6z6 izolatumok genetikai
variabilitdsanak megallapitdsahoz alkalmazzék (Goodwin és Annis, 1991; Cooke et al.,
1996; Hseu et al., 1996; Boyd ¢és Carris, 1997; Jeng et al., 1997; Maurer et al., 1997,
Pei et al., 1997). A moddszerek kivitelezésénél nagyon fontos, hogy a polimeraz-
lancreakcid koriilményei szigortian azonosak legyenek a reprodukalhatosag érdekében.
Az egyes fragmentum mintazatokat ugyanis erésen befolyasoljak a reakcidelegy Mg”’,
DNS-polimeraz, primer ¢és a templat-DNS koncentracidja, valamint a reakcid

annellacios homérséklete (Bruns et al., 1991).

Szekvenciaelemzés

Napjainkban a filogenetikai vizsgalatokhoz az egyes ¢l6lényeknél, igy a gombak
korében is, elsdsorban a DNS-szekvencidk elemzése igérkezik a legmegbizhatobbnak.
A modszer lényege, hogy a genombdl PCR-ben felszaporitanak olyan kodold vagy
nem-kodolé DNS-szakaszokat, amelyek alkalmasak taxonok kozotti rokonsagi
kapcsolatok vizsgalatara, majd meghatarozzak azok szekvenciajat (nukleotid-
sorrendjét). Ezen gének lehetnek olyan fehérjéket kodolo gének, amelyek eldfordulnak
minden ¢él6lényben és konzervativak maradtak az evolucid soran, és szarmazhatnak a
mitokondriumbo6l vagy a sejtmagbol. Evolucios célu szekvenciavizsgalatokban nagyon
sok mulik a vizsgélni kivant megfelelé DNS-szakasz kivalasztasan, ezért szamos olyan
tényezd van, amelyet figyelembe kell venni (Irwin és Wilson, 1991): (1) a DNS-
régionak megfeleld tulajdonsaggal kell rendelkeznie ahhoz, hogy a vizsgdlni kivéant
taxonok kozott elfogadhato kiilonbséget tudjanak tenni. Altalaban olyan szakaszokat
valasztanak ki, amelyek minden ¢él6lényben el6fordulnak, ¢és meglehetdsen

konzervativak maradhattak az evolucié sordn, ugyanakkor elegendd varidbilis régioi
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legyenek a vizsgalni kivant taxonok filogenetikai kapcsolatainak vizsgalatdhoz; (2) az
idedlis DNS-régi6 egy példanyban talalhatdo a genomban, vagy ha tobb masolatban is
eléfordul, akkor a masolatoknak ugyanazon 6stdl kell szarmaznia (pl. rDNS, mtDNS);
(3) a DNS-régionak lehetdleg ugyanazt a funkciot kell betoltenie minden taxonban,
hogy a régioban bekovetkezd evolucios valtozasok ne legyenek kitéve a természetes
szelekciés nyomésnak. A fenti kovetelményeknek eleget téve a filogenetikai
tanulmanyokban az egyik leggyakrabban alkalmazott szekvencia a riboszomalis RNS
géneket kodoldé (rDNS) szakaszok, melyek minden ¢l6lényben eléfordulnak, és
meglehetésen konzervativak, ugyanakkor az egyes régidokban elegendd variabilitassal
rendelkeznek a kiilonb6zd rokonsagi kapcsolatok vizsgalatdhoz. Lutzoni et al. (2004)
szerint a gombak korében végzett filogenetikai vizsgalatok 83,9%-a riboszomalis

géneket kodold (rDNS) tandem szekvencidk vizsgalatan alapult.

Mitokondriumbdl és sejtmagbol szarmazo rDNS

Az eukariota szervezetek magi (nuklearis) rRNS-t kddold génjei (rDNS) gyakorlatilag
azonos szekvenciaji tandem masolatként vannak jelen a genomban (egyenként 8—12kb
nagysdgban). Minden egyes masolat rendelkezik kodold és nem-kodolo régiokkal. A
koédolod régiokhoz tartozik a 18S (Small Subunit, SSU), az 5,8S, és a 28S (Large
Subunit, LSU), valamint az 5S riboszoma-alegységeket kodold gének (Gerbi, 1985),
amelyek sokkal kevésbé valtozékonyak, mint a nem-kddold szakaszok. Mivel ezek a
gének kis variabilitdst mutatnak az evolucid sordn az egymashoz kozeli taxonok kozott,
ezért ezeket els6sorban az egymastdl tavol allé taxonok rokonsagi viszonyainak
megallapitdshoz hasznaljak (Jorgensen ¢s Cluster, 1988; Bruns et al., 1991; Hillis és
Dixon 1991; Illingworth et al., 1991; Taylor et al., 1999). Az eukaridta szervezetek
rDNS-génjeinek részletes tanulmanyozéasakor kideriilt, hogy egyes kodolo szakaszok
erdsen konzervativak, mas szakaszok (nem-koédolok) pedig inkabb varidbilisak. Ez
utdbbiak lehetnek atirtak, mint az Internal Transcribed Spacer 1 és 2, valamint olyan
régiok, amelyek nem irodnak at (Intergenic Spacer 1 €s 2). Jelenleg a gombak korében
tobbféle primerpar all rendelkezésre, a kiillonbozd régiok specifikus felszaporitasara
(White et al., 1990). A vizsgalando régiok megfeleld kivalasztasaval eredményesen
vizsgalhatok az egyes taxonok kozotti rokonsagi kapcsolatok, legyenek azok

egymashoz kozel vagy tavol alloak.
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Fehérjéket kodolo gének

Olyan fehérjéket kodold génekrdl van sz6, amelyek minden él61ényben eléfordulnak és
meglehetdsen konzervativak maradtak az evolucié soran, igy alkalmasak a filogenetikai
célu vizsgalatokhoz. Ezen gének kozé tartoznak tobbek kozott a translation elongation
factor 1 subunit alpha (EF-1a) fehérjét kodolo gén, a tefl (Hasegawa et al, 1993;
Baldauf és Palmer, 1993; Nordnes et al., 1994; Shearer, 1995; Cox et al., 1995; Wery et
al., 1996), az aktin fehérjéket kodolo gének (Baldauf és Palmer, 1993; Fletcher et al.,
1994), a p-tubulin fehérjék kodolasaért felelés gének (Baldauf és Palmer, 1993; Edlind
et al., 1996), valamint a glicerinaldehid 3-foszfat fehérjét kodolo gének (Martin ef al.,
1993).
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1.4. A mitosporas gombdak
A mitospdras gombak (Deuteromycota) koz¢ azok a gombafajok tartoznak, melyek csak

aszexualisan képesek szaporodni (mitotikus holomorfok), illetve azok, amelyeknek még
nem fedezték fel szexudlis (teleomorf) alakjukat. Mivel nem tiikrozik a természetes
rokonsagi viszonyokat, ezért csak mesterséges csoportositasuk lehetséges. A legtobb ide
sorolt faj az aszkuszos gombdk, néhany pedig a bazidiumos gombdk anamorfja. A
mitosporas gombak rendszerezésében tovabbi nehézséget jelent, hogy egyrészt egy
izolatumnak tobbféle aszexualis sporatipusa is lehet, vagyis egy teleomorf alakhoz t6bb
anamorf is tartozhat, masrészt tavoli rokonsagban 1évé gombak is igen hasonlo
konidiumos format hozhatnak 1étre.

A Deuteromycota els6, jol hasznalhaté taxondémiai felosztasa Saccardo (1889)
nevéhez kapcsolhatd. Rendszerezésének alapjat a konidiumok alakja, szeptaltsaga ¢€s
szine, valamint a konidiumos termdtestek tipusa képezte. Azonban ezek a tulajdonsagok
gyakran instabilak, mivel a konidiumok morfologiai sajatossagai a kornyezeti
feltételektdl fliggden erdsen valtozhatnak. A rendszer ellentmondasai ezért problémakat
okozhatnak egyes taxonok hatarozasdban. A modernebb, Hughes (1953) nevéhez
kothetd rendszertani felosztas a konidiumok keletkezésének moddjat (pl. blasztikus,
tallikus) tekinti elsddleges szempontnak a mitosporas gombakndl. A két {6 tipusnak
szamos altipusa ismert, melyet Sutton (1977, 1980) és Cole (1986) irtak le. Jelenleg a
szakirodalomban Ainsworth (1966) javaslata alapjan altalanosan elfogadottd valt az
ivaros sporaalakot nem képezdé gombak harom osztalyba sorolésa:

Coelomycetes: azon gombak tartoznak ide, amelyek konidiumaikat altermétestben
(konidiomata) képezik, s ezek jorészt megfelelnek a piknidiumoknak (Saccardo:
Sphaeropsidales), acervuluszoknak (Saccardo: Melanconiales), tovabba olyan,
sztromatikus alapt képleteknek (pl. sporodochium), amelyek a Saccardo-féle
rendszerben a Moniliales rend egyes nemzetségeinél jellemzdek (pl. Tubercularia).

Hyphomycetes: konidiumaikat termdtest nélkiili tartokon képezd fajok (Saccardo:
Moniliales) osztalya.

Agonomycetes: az anamorfként még ivartalan sporaalakkal sem rendelkez6 gombak
(Saccardo: Myceliales, Mycelia sterilia) csoportja.

Erdekesség, hogy Webster (1986) a Deuteromycota gombak felosztisat a fajok
okologidja alapjan végezte el. Ennek megfelelden megkiilonboztet vizben €16, ragadozo,

rovarokhoz tasulo, talajban €16, gombaparazita, allati és novényi korokozo fajokat.
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1.5. A Phoma Saccardo (1880) nom. cons. genus torténete, rendszertani
helyzete

1.5.1. Torténeti attekintés

A Phoma genus torténete mintegy 130 évre nyulik vissza. A 19. szdzadban és a 20.
szazad elsé felében Saccardo rendszerének alapjan tobb ezer fajt irtak le azon nem-
sztromatikus piknidiumos gombak korében, amelyek szintelen (hialin), valaszfal nélkiili
(egysejtii) konidiumokat képeznek. Ebben a koncepcioban jelentds hangsulyt kapott a
Phoma-szerii piknidiumos gombdk osztalyozdsdnal a gazdandvény-specifikussag, a
szubsztratumelv szigoru alkalmazésa, valamint a konidiumban a valaszfal megléte vagy
hianya. Altalaban a Phoma besorolast alkalmaztak azokra a fajokra, amelyek szintelen,
egysejtli konidiumokat képeznek és a novények szarain és vesszein novekedtek. A
Phyllosticta genusba keriiltek a morfolégiailag hasonld, de a leveleken novekvd
gombak. A kétsejtii, hialin konidiumt fajok, melyek a szarakon és vesszokon néttek a
Diplodina genusba, mig a hasonlo, leveleken nové fajok az Ascochyta genusba lettek
besorolva. Természetesen sok Phoma-szerii gomba fordul eld a leveleken, vesszOkon €s
szarakon egyarant. Sok esetben a piknidiumban egysejtli és kétsejtli konidiumok is
megtalalhatok. Napjainkig mintegy kétezer Phoma fajt irtak le, ami valdsziniileg annak
a ténynek koszonhetd, hogy ezek a gombdk az egyik legszélesebb korben elterjedt
mikroorganizmusok; szdmos 0koldgiai niche-ben eléfordulnak (Boerema, 1964; Sutton,
1980). Ez a kaotikus helyzet oda vezetett, hogy kiilonb6zé Phoma-szerli gombaknak
mind a négy genusban vannak szinonimjai (van der Aa és van Kesteren, 1971; Boerema
¢s Dorenbosch, 1973). Az els6 modern tanulmanyt a Phoma-szerii fajokkal
Wollenweber ¢és Hochapfel (1936), valamint Dennis (1946) végezték in vitro
tulajdonsdgokat tanulmanyozva. Ez a Saccardo-féle koncepcidé ujragondolasa és
kiegészitése volt, pontosabb és részletes fajleirasokkal.

Az 1960-as évek eleje 6ta Boerema ¢és munkatarsai, kés6bb Morgan-Jones és
munkatarsai kibdvitették a fenti koncepciokat egy szélesebb gazdandvény-spektrumi,
sokkal nagyobb szamu Phoma taxonra (Boerema és Howeler, 1967; Dorenbosch, 1970;
Boerema és Dorenbosch, 1973; Boerema 1976; Boerema et al., 1977; Boerema és van
Kesteren, 1981; Morgan-Jones és White, 1983; Morgan-Jones ¢és Burch, 1987a,b,
1988a,b; White és Morgan-Jones, 1987a,b; Morgan Jones, 1988). Ezek a szerzok az

addig korlatozottan rendelkezésre 4llo, hagyoméanyos morfoldgiai kritériumokon tal 4j
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szempontokat vezettek be a rendszerezésbe, mint a melléksporak formaja (ide értve a
szklerociumot ¢és klamidosporat is), a konidiumok szeptaltsdganak az eléfordulasa, a
telepek novekedési sebességének legalabb harom kiilonbozd szilard taptalajon torténd
vizsgalata (zabliszt, malatakivonat, meggykivonat agar), kristalyképzés in vitro
koriilmények kozott, masodlagos metabolitok termelése (,,E-metabolit”), valamint
pigmenttermelés, és ezeknek a szinvaltozdsa NaOH hatésara.

A Phoma tipusu fajok részletes tanulmanyozésa soran (Boerema, 1964; Boerema ¢és
Bollen, 1975) szamos fajt és fajcsoportot irtak le, kiilonos tekintettel patogenitasukra és
okologiai tulajdonsagaikra (Boerema et al., 1965a, 1968, 1971, 1973, 1977, 1981a;
Boerema és Howeler, 1967; Boerema és van Kesteren, 1964, 1981; Dorenbosch, 1970,
Boerema, 1970, 1972, 1976, 1984, 1985, 1986, 1993; Boerema és Dorenbosch, 1970,
1973; va der Aa és van Kesteren, 1971, 1979; Té6th és Kovies, 1978; Boerema és
Loerakker, 1981, 1985; Morgan-Jones ¢és White, 1983; Morgan-Jones és Burch,
1987a,b, 1988a,b; White és Morgan-Jones 1987a,b; Morgan-Jones, 1988; Gruyter ¢és
Noordeloos, 1992; Gruyter et al., 1993; Kovics et al., 1999).

1973-ban van der Aa eldszor vizsgalta feliil a Phyllosticta genust, a tobb ezer leirt faj
koziil azonban csak 7% illett bele a modositott genus koncepcidjaba. A Phyllosticta-k
foként egysejtii konidiumait nyalkaburok veszi koriil, illetve a konidiumoknak nyalka
fiiggeléke van, de ez csak friss tenyészetekben tanulméanyozhat6, herbariumi anyagok
vizsgélatira nem alkalmas; igy a korabban Phyllosticta-ként identifikalt faj
reklasszifikacidja csak €16 tenyészetek esetében lehetséges. Végiil a fajok koriilbeliil 50%-at
rendszertanilag a Phoma, 20%-4at az Asteromella és 5%-4t a Phomopsis genusba kellett
atcsoportositani. A fennmaradd 18% a mas Coelomycetes (Sphaeropsidales,
Melanconiales), a Hyphomycetes (Moniliales) vagy az Ascomycota taxonokba kertilt
atsorolasra. A Phyllosticta genus legujabb monografidja 2002-ben (van deAa és Vanev,
2002) egy tucat taxonOmiai Ujitdst vezetett be a Phyllosticta genusban. Sok fajt
athelyeztek az Aposphaeria, Ascochyta, Asteromella, Cleistophoma, Coleophoma,
Fusicococcum, Microphaeropsis, Phoma és Phomopsis genusokba.

Boerema ¢és munkatarsai (1965a, 1968, 1971, 1973, 1977, 1981a) mellozték a
gazdanOvény vagy szubsztratum specifitdsat, mint a Phoma fajok elsddleges
rendszertani kritériumdt, és megprobaltdk azokat mind in vivo, mind in vitro
koriilmények kozott, stabil morfologiai bélyegek alapjan rendszerezni. Standardizalt
koriilmények kozott vizsgalt telepjellemzoket adtak meg, fontosnak talaltak a piknidium

falanak szerkezetét, valamint azt, hogy a piknidium rendelkezik-e sertével (seta). A
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genus fajaindl a piknidium morfologiaja bizonyult a legfontosabb hasznosithato
bélyegnek az egyes szekcioba rendezésnél. A konidiumok haromrétegli valaszfallal
fizédnek le, és foként egysejtiiek, bar masodlagos szeptaltsag eléfordulhat, kiilondsen
in vivo (0-95%) (ezek a ,pseudo-Ascochyta”k"). Normal laboratériumi koriilmények
kozott (in vitro) azonban a konidiumok tobbsége egysejtli marad. A Phoma fajok fialid
tipust  konidiumképzést mutatnak (Boerema, 1965). Az els6 konidium a
differencidlatlan anyasejt papillalt kiemelkedésén beliil keletkezik. Egy konidium
leflizodése soran a papilla alapi része, mint gallérocska (colarette) visszamarad az alapi
sejten. Ezt a fajta konidiogenezis, amelyet Boerema (1965) ugy nevezett, hogy
,monopolaris ismétlédd riigyezés” a konidiumkezdemény fala csaknem rdégton
létrehozza a végsd megvastagodast. Ugyancsak taxonomiai jelentdséget tulajdonitanak a
diktioklamidospora meglétének is. Tekintettel arra, hogy a piknidiumok ¢és a
konidiumok nagysaga és alakja valtozo, a tenyésztési jellemzok nélkiilozhetetlennek
bizonyultak a fajok vagy fajon beliili taxonok elkiilonitésében. Az elkiilonitésre a
piknidiumok ¢és konidiumok alakja és mérete, valamint a telepjellemzdk bizonyultak
meghatdrozonak. Kisebb stllyal a gazdandvényt, szubsztratumot és a patogenitasi
jellemzoket is felhasznaljak az indentifikacio soran, bar a Phoma fajok gazdandvényen
valo meghatarozasa ritkdn megbizhato (Kovics, 1995). Néhany masodlagos
anyagcseretermék szintén specifikus tulajdonsag lehet egy fajra nézve. Jellegzetes
mintdzati  kristalyképz6dés vagy kémiai reakcidval (NaOH-teszt) kimutathato
pigmentképzés (n. ,,E-metabolit™) segitik a gyors azonositast (van der Aa et al., 1990;
Noordeloos et al., 1993).

Az eddig leirt Phoma-szerli ,.fajok” (Sutton, 1980) kozott nagyszamban vannak
olyanok, amelyek morfoldgiailag azonosak a sok-tapnovényl (plurivorous) Phoma
fajokkal, ami azt jelenti, hogy ebben a genusban leirt fajok szama sokkal kisebb, mint
ahogy azt szamos szakirodalmi kozlés mutatja. Identifikaciéjuk csak ideiglenes lehet
mindaddig, amig jellemvondsaikat in vitro meg nem adjak (van der Aa et al., 1990), és
csak Osszehasonlito morfologiai vizsgalatok oldhatjak meg a Phoma fajok bonyolult
nomenklatira és szinonimitasi problémait.

Napjainkban egyre vilagosabba valik, hogy esetenként még a legOsszetettebb

morfoldgiai vizsgalatok sem adnak mindig megbizhaté eredményt. A molekularis

' A valddi Ascohyta-k konidiumainak szeptaltsaga a konidiogenezis esszencialis része, mig egyes
Phoma-knal (Un. ,,pseudo-Ascochyta-k”’) ez masodlagosan kdvetkezhet be.

s
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biologia modszereivel mar mas Phoma genushoz kozel allo6 gombataxonban is
bebizonyosodott, hogy két kiilon ,.fajnak™ vélt izolatum valdjdban egyazon faj, csak
némi morfoldgiai valtozékonysaggal; vagy ellenkezdleg: egy fajnak vélt izolatumok
val6jaban két kiilon fajt takarnak (Fatehi et al., 2003; Peever et al., 2007). A mintegy
200 valodi Phoma taxon 2 nagy csoportba kiilonithetd: sok-tapndvényt (,,plurivorous”)
gombdkra, melyek (a) tobbségében szaprofitonok vagy opportunistdk (gyengiiltségi
parazitdk), féleg az eurdzsiai régidban, de esetenként a vilag mas tajain is eléfordulnak;
¢s (b) a termesztett novényekre patogének (van der Aa et al, 1990). Az elmult
évtizedben tobb olyan publikacidésorozat is megjelent a Persoonia €s Mycotaxon
folyoiratban a holland kutatocsoport 40 éves munkdjanak Osszefoglalasaként (Gruyter
és Noordeloos, 1992; Boerema, 1993, 1997; Boerema et al., 1994, 1996, 1997, 1999;
Gruyter, 2002; Gruyter é¢s Boerema, 2002; Gruyter et al., 1993, 1998, 2002; Boerema ¢s
Gruyter, 1998, 1999; van der Aa et al, 2000), melyek egy Phoma-monografia
megjelenését készitették eld. Végil a Phoma-monografia 2004-ben jelent meg
(Boerema et al., 2004) 223 faj leirasaval és 1146 szinonim név helyreigazitdsaval a
Coelomycetes csoporton beliil. A Phoma Saccardo genus lektotipus fajanak a mindentitt
megtalalhato, szaprofiton Phoma herbarum Westend.-et valasztottdk a nyolcadik

nemzetkdzi botanikai kongresszuson Parizsban, 1954-ben (cit. Boerema et al., 2004).

1.5.2. A Phoma genus és szekcioi

A Phoma nemzetségen belill szamos szekciot kiilonitenek el. Az egyes szekcioknal a
szamon, melyek koziil néhany mesterséges, mig masok természetes egységet alkotnak
(Boerema, 1985; van der Aa ef al., 1990; Boerema et al., 2004). A nagy heterogenitas
ellenére minden szekci6 egy kozos tulajdonsag alapjan rendezddik: in vitro, szintelen 1
sejtli konidiumokat képeznek a piknidiumokban. Az egyes szekciok sematikus rajza a 1.
abran lathato. A leggyakoribb szekciok sajatossagait van der Aa et al. irtak le 1990-ben.
A legjelentdsebb szekciok, melyek a Phoma monografia részét is képezik a kovetkezok:
Phoma sensu stricto (68 taxa), Peyronellaea (16 taxa), Plenodomus (32 taxa),
Heterospora (17 taxa), Macrospora (9 taxa), Phyllostictoides (12 taxa) ¢&s
Sclerophomella (13 taxa) (Gruyter és Noordeloos, 1992; Boerema, 1993, 1997; Gruyter,
2002; Gruyter és Boerema, 2002; Gruyter et al., 1993, 1998, 2002; Boerema et al.,
1994, 1996, 1997, 1999; Boerema ¢és Gruyter, 1998, 1999; van der Aa et al., 2000).
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PYRENOCHAETA

PLEUROPHOMA

MICROSPHAEROPSIS

1. abra A Phoma genus morfologiai alapon elkiilonitett szekcidinak vazlatos rajza. Roviditések: Pho =
Phoma, Par = Paraphoma, Pey = Peyronellaea, Phy = Phyllostictoides, Scl = Sclerophomella, Ple =
Plenodomus, Mac = Macrospora, Pil = Pilosa, Het = Heterospora, Misc = Miscellaneous (vegyes
csoport). Az egyes korok atmérdje az egyes szekciokba tartozo relativ fajszamot, az elrendezésiik,
egymast érintésiik és atfedésiik pedig a szekciok hasonlosagat jelképezik. (14 taxon, Boerema et al.,
2004). A téglalapok a teleomorf kapcsolatokat jelzik, koriilottiik a Phoma-kdzeli genusok talalhatok.

Phoma Sacc. sect. Phoma

A szekcidt automatikusan hoztdk 1étre (autonym) a Phoma sect. Plenodomus
elkiilonitésével (Boerema et al., 1981a). Részletes monografiai leirast publikéltak a
szekcio fajairdl Gruyter és Noordeloos (1992), valamint Gruyter et al. (1993) a
Persoonia-ban. Tipusfaj: Phoma herbarum Westend. A piknidiumok magéanyosak vagy
csoportosan képzddnek, vékonyfaluak, simdk. A konidiumok mindig egysejtiiek, mind
in vivo, mind in vitro. A klamidospérak, ha vannak, egysejtiiek. Teleomorf alakjuk

tobbségében nem ismert, amennyiben van, ugy a Didymella-hoz tartozik.

Phoma Sacc. sect. Pyllostictoides (Zherbele) Boerema

A szekci6 leirasat Boerema kozolte a Mycotaxonban (1997). Tipusfaj: Phoma exigua
Desm. var. exigua. A piknidiumok maganyosak vagy csoportosan képzddnek,
vékonyfaluak, simak. A konidiumok in vitro f6leg egysejtiiek, de mindig eléfordul 2-3
sejtli konidium is (in vivo 5-95%-ban lehetnek szeptaltak). Klamidosporak, ha vannak,

egysejtiiek. Teleomorf, ha ismert, a Didymella-hoz tartozik.
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Phoma Sacc. sect. Peyronellaea (Goid.ex Togliani) Boerema

A szekciorol késziilt 6sszeallitdst van der Aa et al. publikéltak a Studies in Mycology-
ban (1990). Tipusfaj: Phoma glomerata (Corda) Wollenweber & Hochapfel (syn:
Peyronellaea glomerata). A piknidiumok maganyosak vagy csoportosan keletkeznek,
vékonyfaluak, simak. A konidiumok valaszfal nélkiiliek, azonban néha kevés kétsejtii
eléfordul. A klamidosporak zOomiikben tobbsejtlick, azonban néha egysejti

klamidosporak is képzodnek. Teleomortf alakjuk nem ismert.

Phoma Sacc. sect. Plenodomus (Preuss) Boerema et al.

A szekciorol a Persoonia folydiratban megjelent Osszeallitast Boerema et al. (1994)
publikaltak. Tipusfaj: Phoma lingam (Tode: Fr.) Desm. (syn.: Plenodomus lingam). A
piknidiumok vastag, szkleroplektenhimatikus faluak, de eléfordulhat in vivo és/vagy in
vitro sima, néha vékonyfalu piknidium is. A konidiumok valszfal nélkiiliek, néha kevés
kétsejtli is eldfordul. Klamidospérdk nincsenek. Teleomorfjuk a Leptosphaeria-hoz

tartozik.

Phoma Sacc. sect. Paraphoma (Morgan-Jones & White) Boerema

A szekciot van der Aa et al. irtak le a Studies in Mycology-ban (1990). Tipusfaj: Phoma
radicina (McAlpine) Boerema (syn.: Paraphoma radicina). A piknidiumok
vékonyfaliak, micélium-fiiggelékkel vagy sertékkel rendelkeznek. A konidiumok
egysejtiek, mind in vivo, mind in vitro korilmények kozott. Klamidosporak,

amennyiben el6fordulnak, egysejtiick. Teleomorf alakjuk nem ismert.

Phoma Sacc. sect. Sclerophomella Boerema

A szekciorol a Mycotaxon-ban folyoiratban megjelent kozlemény Boerema (1997)
munkaja. Tipusfaj: Phoma complanata (Tode: Fr.) Desm. A piknidiumok vastagfaluak,
késon nyilnak fel (osztiolum helyett porussal). /n vivo a piknidiumok hasonlitanak a
Plenodomus szekcioban taldlhaté Phoma-fajok piknidiumahoz. A konidiumok in vitro
mindig egysejtliek. Klamidosporék, ha eléfordulnak, egysejtiiek és interkaléris lancokba

rendezddnek. Teleomorfjuk a Didymella-hoz tartozik.
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Phoma Sacc. sect. Heterospora Boerema et al.

A szekciordl a Persoonia-ban megjelent monografia Boerema, Gruyter és Noordeloos
munkdja (1997). Tipusfaj: Phoma heteromorphospora Aa & Kesteren. A piknidiumok
egyszeriiek vagy Osszetettek, vékonyfaluak és simdk, hasonléan a Phoma sect. Phoma
szekcidhoz, esetenként micélium-fiiggelékkel rendelkezhet. In vivo kicsi (mikro-) és
nagyméretli (makro-) konidiumok egyarant eléfordulnak, ellenben in vitro a kisebb
méretli konidiumok vannak t6bbségben és csak néhany nagyméretii konidium talalhat6.
A szekcidt leggyakrabban az in vitro tobbségben termelddé mikrokonidiumok

jelenlétével azonositjak.

1.5.3. Uj perspektivak a genus taxonémiajaban

Néhany anyagcseretermék, mint pl. az ,,E-metabolit” termelés rendszertani bélyeg lehet
egyes Phoma fajokban (van der Aa et al., 1990; Noordeloos et al., 1993). Ugyancsak
fontos és megbizhatd szerepe lehet egyes fajok gyors azonositdsdban a kiilonbozd
kristalyok, pigmentek képzésének in vitro, és azok bizonyos kémiai anyagokkal adott
reakcioja, mint pl. a NaOH-teszt (Dorenbosch, 1970; van der Aa et al, 1990;
Noordeloos et al., 1993). A malatakivonat agar (MA) taptalajban tobb hét elteltévél
képzddo kristalyok kémiai szerkezete ugyancsak rendszertani bélyeg lehet egy-egy fajra
nézve. Példaul a Phoma pinodella kirstalyat két kémai vegyiilet épiti fel: a pinodellalide
A ¢és pinodellalide B (Noordeloos et al., 1993). Monte et al. (1990, 1991) szdmos olyan
biokémiai modszert dolgoztak ki a Phoma genusra, melyek kordbban mar hasznosnak
bizonyultak mas csoportok, mint pl. baktériumok, élesztégombak rendszertani
viszonyainak tanulmanyozdsanal. Az 1j modszereket a hagyomanyos morfologiai
vizsgalatok kiegészitéjeként hasznaltdk az egyes fajok rendszerezésére.

A ’90-es évek koOzepén a molekuldris biologia és a biokémia fejlédésének
koszonhetden izoenzimeket (fehérjepolimorfizmus), példdul az észteraz izoenzimet
probaltak meg molekularis markerként hasznalni a Phoma genusban, hogy elkiilonitsék
a morfologiailag hasonld megjelenésii, de feltételezhetden eltéré fajhoz tartozo
izolatumokat (Monte et al., 1990, 1991; Kdovics és Gruyter, 1995; Saniewska és Prus-
Glowacki, 1998; Kovics, 2004). A mas gombacsoportokhoz mar hasznalt, és tobbé-
kevésbé megbizhatdé molekularis markerek szekvenciaanalizise a Phoma fajok korében
napjainkig alig keriilt alkalmazasra (Mendes-Pereira et al.; Balmas et al., 2005; Voigt et

al., 2005; Irinyi et al. 2009).
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1.5.4. A Phoma genus és a molekularis filogenetika

A tradicionalis és a molekuldris mikologidban tobb ut is lehetséges az egyes
gombafajok identifikalasara, kezdve a morfologiai bélyegekkel, az élettani és biokémiai
funkciokon at egészen a legmodernebbnek tekintett modszerig: a nukleinsav-
szekvenciadk 0sszehasonlitd elemzéséig. A legujabb, filogenetikai fajkoncepcio bizonyos
nukleinsav-szekvencidk valtozatossagat (DNS-polimorfizmus) alapul véve probalja
meghatdrozni a kiilonbségeket vagy azonossagokat az izolatumok kozott. Harrington és
Rizzo (1999) szerint filogenetikai szempontbol azonos fajnak tekintendé a populacid
azon legkisebb egysége, amely bizonyithatoan egy k6zos Ostdl szarmazik, és valamilyen
egyedi, jol diagnosztizalhat6 fenotipusos jelleggel bir.

A gombafajok tobbségében, igy a Phoma fajok rendszerezésében is egészen
napjainkig a régebbi, tradiciondlisnak tekintett morfoldgiai alapu, esetenként a biologiai
fajkoncepciot kovették. A morfoldgiai alapi fajmeghatarozdsnak gyakori gyengesége,
hogy az egy fajba sorolt izolatumokrol a genetikai vizsgalatok alapjan bebizonyosodik,
hogy valdjdban nem is egy fajba tartoznak. Mivel a Phoma fajok tobbsége nem
szaporodik ivaros ton, csak ivartalanul, ezért a biologiai faj kategdridja meglehetésen
korlatozottan alkalmazhat6 erre a genusra. A morfologia faj alapti megkozelités viszont,
a fentebb emlitett okok miatt, nem ad mindig megbizhat6é eredményt.

A molekuléris biologia rohamos fejlddésének koszonhetden elérhetdvé valt a
taxonomusok szamara a filogenetikai Osszefliggések feltarasa. Taylor ef al. (2000)
szerint a filogenetikai mdédszerek hamarosan széles korben elterjednek és népszeriivé
valnak a taxonomiaval foglalkoz6 mikologusok korében, mivel egyarant alkalmazhatok
ivarosan ¢és ivartalanul szaporod6 fajokra is. Egyre inkabb teret nyertek a DNS-
polimorfizmusra irdnyulé vizsgalatok a filogenetikai céllal torténd elemzésekben.

Az ITS-szekvencidkat hasznaltak fel a Phoma lingam teleomorf alakjanak
(Leptosphaeria maculans — Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének) vizsgalatara
(Mendes-Pereira et al., 2003), illetve a Phoma tracheiphila izolatumok elkiilonitésére
(Balmas et al., 2005). Voigt et al. (2005) az ITS-szekvencidk mellett egyéb gének,
koztik a p-tubulin gént alkalmaztdk a Phoma lingam teleomorf alakjanak
(Leptosphaeria maculans — Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének) vizsgalatara,
valamint Fatehi ef al. (2003) az ,,Ascochyta pinodes komplex” taxondmai vizsgalatakor.
Landvik et al. (2001) a S-tubulin fehérjét alkoté aminosavak szekvenciajanak egy részét

probalta hasznalni magasabb rendi taxonok elkiilonitésére az Ascomycota csoporton
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beliil. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a f-tubulin gén kevésbé alkalmas magasabb
szintli rendszertani kapcsolatok elemzésére, mint mas gének. Nukleotid szinten azonban
a f-tubulin gén informativnak bizonyult az Ascomycota csoportndl alacsonyabb szintli
rendszertani kapcsolatok elkiilonitésénél (Jong et al., 2001; O’Donnell et al., 1998;
Schoch et al, 2001). A tefl és [-tubulin szekvencidkat Phoma fajok filogenetikai

vizsgalatanak céljabol ez iddig még nem alkalmaztak.

1.6. A pillangosviragu nyovényeken karosito, egyes Phoma-szerii fajok
taxonomiai kérdései

Kiilonb6z6 hialin spoéraja, piknidiumos gombak okozhatnak hasonld tiinetti levél- és
hiivelyfoltossagot szdjan (Glycine max). Kiillonbozoé herbariumi anyagok €s patogenitasi
tesztek azt mutattak, hogy l1étezik egy Phoma faj, amely a szojara specifikusan patogén.
Ezt a fajt kordbban Abramov (1931) Ascochyta sojicola-ként (mint A. ,,sajaecola”) irta
le, és a leirds alapjan a faj nagyban hasonlit a sz6jan ugyancsak eléforduld masik két
Phoma fajhoz: a Phoma exigua Desm. var. exigua (Wallace és Wallace, 1947, 1949) és
a Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & Burch (Noll, 1939) gombakhoz. Egy
harmadik gombafaj, a Phyllosticta sojicola Massalongo (1900) ugyancsak a fenti
gombékhoz hasonl6 tlineteket idéz el szojan (Boning, 1939; Walters és Martin, 1981).
A helyzet azonban még tovabb komplikalodik azzal, hogy egyéb Ascochyta és Phoma
fajokat egyarant azonositottak szdjan. Mivel ezeket a gombakat egymastol nagyrészt
csak in vitro lehet elkiiloniteni (van der Aa et al., 1990), ezért a szakirodalomban roluk

talalhato adatok is nagyon ellentmondasosak.

Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch

A gombat elészor L.K. Jones irta le 1927-ben Ascochyta pinodella néven. A faj
taxondmiai korrekciojara Morgan-Jones és Burch (1987a) vallalkoztak. Szinonimjai
kozott talalhatdé a ma is gyakran eléfordulé Phoma medicaginis var. pinodella (L.K.
Jones) Boerema (Boerema et al., 1965b) név. A feltehetéen kozmopolita faj a Pisum
sativum, Trifolium pratense és mas pillangésvirdgiakon karosit, a vordshere
szarfeketedésének, valamint a borsé szartérothadasanak ¢és levélfoltossaganak az
eléidézdje. Gyakran izolalhatd mas csaladokba tartozo ndvényekrdl is (Noordeloos et
al., 1993). Noll (1939) Németorszagban a Fabaceae fajok szartérothadasat és hervadasat
vizsgalva harom Ascochyta pinodella (=Phoma pinodella) izolatumot nyert borso, 16bab

¢s sz6ja novényekrdl, melyek mindhdrom ndvényre egyarant patogének voltak. A
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Phoma pinodella szbjan val6 hazai karositasarol, egy magkortani vizsgalat alkalmaval
regisztralt kismérvll eléfordulasatol eltekintve (Simay, 1992), nincsenek megbizhato
adatok.

Malata agaron (malt-extract agar, MA) a 7. napon mért novekedési rata: 52—55 mm,
a telep alakja szabalyos, szine kozepén oliva vagy oliva-sziirke, a szegélynél
halvanyabb. A sugarirdnyu fonalassag kifejezett. A légmicélium vékony, barsonyos,
szine sziirkés. A tenyészet fondki szine oliva-sziirke vagy fekete.

Zabliszt agaron (oatmeal agar, OA) a ndvekedési rata: 50-65 mm, a telep alakja
szabalyos, egyenletes korvonallal rendelkezik. A telep szine zdldes-oliva, sargas-oliva
vagy oliva, a szegélynél enyhén halvanyabb. A telep hatarozottan sugaras, kevés
légmicélummal rendelkezik. A telep fondki szine rendszerint s6tétebb oliva-sziirke.

Klamidosporak bdségesen képzddnek, interkalarisan vagy terminélisan, maganyosan
vagy lancokban rendezve. Gombdlydedek vagy hengeresek, méretiik: 8—20 x 815 um.

Piknidiumok 1is bdségesen képzddnek, altaldban koncentrikus gytiriikben, de
elszortan a légmicéliumban és az agarban is elhelyezkedhetnek. Sziniik fekete, felsziniik
csupasz, maganyosak vagy csoportosan fordulnak eld. Alakjuk gdmbolyt vagy
szabalytalan. Rendelkeznek osztiolummal, méretiik 100-310 um. A piknidiumok fala
4-6 rétegli pszeudoparenchimatikus, szogletes sejtekbdl all.

A bdségen keletkezd konidiumok egysejtiiek, ritkdn egy valaszfaluak, hialinok vagy
fehéres szintiek, kerekded-ellipszoid alakuak; méretiik nagyon valtozé: atlagosan 5-6 x
2,5-3 um. A fajt gyakran 0sszekeverik a Didymella pinodes (anam. Ascochyta pinodes)

gombaval, amely mind in vivo, mind in vitro zomében valaszfalas konidiumokat képez.

Phoma sojicola (Abramov) Kovics et al.

A szojan (Glycine max) eloforduld, altaldban vetdmaggal terjedd, levél- ¢és
hiivelyfoltossagot, valamint szartérothadast és hervadas betegséget okozd Ascochyta
sojicola-t eldszor I.N. Abramov (1931) irta le (mint 4. ,,sojaecola’) szdjardl a
Tavolkeleten a gomba pontos latin leirdsdval és diagnozisaval, igy az a késObbi
nevezéktani szabalyok szerint is legitimnek volt tekinthetd (basonym), csupan az
érvényes névképzési szabalyoknak megfeleld, a species szoosszetétel képzésénél tortént
nyelvhelyességi korrekcio (,,ae” helyett ,,i”) akceptdlandd valtozds. Abramovval
egyidoben Loukyanovits et al. (1931) is beszamoltak egy Ascochyta fajrol Nyugat-
Szibériabol, amely feltehetden azonos lehetett az Ascochyta sojicola-val. Az Ascochyta

sojicola Abramov sulyos kartételét Europaban eloszor Frandsen (1953) figyelte meg
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Nyugat-Németorszagban, €s izolatumat elhelyezte a CBS Collection Baarn, Hollandia
gylijteményében (CBS 113.53). Az ,,4. sojaecola” eléforduldsat jelezték Japanbol
(Ishiyama, 1936; Kurata, 1960; Endo, 1963), Belga-Kongo6bol (Hendricks, 1939), a
korabbi Csehszlovakiabol (Novakova-Pfeiferova, 1958, 1959; Ondrej, 1968),
Jugoszlaviabol (Numic, 1962) és NDK-bol ( Klinkowski et al., 1966), Magyarorszagrol
(Tothné Zahorecz, 1970; Szili, 1975, Toth, 1976; Toth és Kovics, 1978; Kdvics, 1978a,
b), Romaniabol (Radulescu és Paulian, 1973; Bontea, 1985) valamint Lengyelorszagbol
(Pietkiewitz, 1959; Opiola, 1981; Marcinkowska et al., 1982; Marcinkowska, 1984,
1985). A betegséget és a korokozod morfologiai tulajdonsagait vizsgalva az Ascochyta
sojicola Abramov-ot 0 Phoma fajként el0szor Kovics et al. (1999) irtdk le Phoma
sojicola-ként a Mycological Research-ben. Patogenitési tesztekben a szo6jan el6forduld
kiilonb6z6 Phoma-szeri (P. exigua var. exigua, P. pinodella, Phyllosticta sojicola)
fajok altal okozott tiinetek nagyban hasonléak a Phoma sojicola szodjan eldidézett
tiinetethez (Kovics et al., 1999). Utdbbit a morfologiai jegyei alapjan a Phoma section
Phyllostictoides csoportba lehet elhelyezni a Phoma genuson beliil. A faj morfologiai
tulajdonsagai alapjan erdsen hasonlit a Phoma pinodella-hoz, bar a P. sojicola altalaban
tobb piknidiumot képez, illetve egyes izolatumainal kristalyképzodés is megfigyelhetd
(Noordeloos et al., 1993). Azonban a Phoma pinodella sz6jan valéd eléforduldsardl a
szakirodalom csak kevés adattal rendelkezik. Noll (1939) 3 olyan Phoma pinodella fajt
izolalt borsorol, diszndbabrol (Faba vulgaris) és szojardl, amelyek a szdjara patogénnek
bizonyultak. A Phoma sojicola fajt a Phoma exigua var. exigua fajtdl a kovetkezdk
alapjan lehet elkiiloniteni: a Phoma soijcola klamidosporakat képez, a telep novekedése
szabalyos, illetve az NaOH-teszt negativ. A Kovics et al. (1995) éaltal, az a-észteraz
izoenzimmel végzett vizsgalatok szintén aladtdmasztottdk a Phoma sojicola, Phoma
exigua var. exigua, Phoma pinodella morfoldgiai alapon meglévo elkiiloniilését.

Malata agaron (MA) a novekedési rata: 55—-62 mm a telep alakja szabalyos, szine
sziirkés oliva, zoldes oliva. A 1égmicélium szine halvany-oliva-sziirke; a telep fonaki
nézete dlomsziirke, acélsziirke, zoldes-oliva szegéllyel.

Zabliszt agaron (OA) a ndvekedési rata: 50-65 mm a telep alakja szabalyos, szine
fehéres vagy halvany-oliva-sziirke, gyakran sotétsziirke oliva szegéllyel. A 1égmicélium
gyengén fejlett, szine barsonyos sziirke. A tenyészet fonaki nézete hasonld megjelenésii.

A klamidospérak maganyosak vagy lancokban, interkaldrisan vagy termindlisan
keletkeznek, vékony faluak, zoldes vagy sziirke-oliva sziniiek. Alakjuk gombolyt vagy

hengeres, méretiik 8—16 x 7-8 um.
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A piknidiumok elsdsorban a telep széle mentén és/vagy a szektorokban, az agar
felszinén vagy az agarba silippedve képzddnek. Sziniik sotétbarna vagy fekete,
vékonyfaliak magényosak vagy csoportosan fordulnak eld. Alakjuk gombolyli vagy
szabalytalan. Egy vagy tobb osztiolum talalhato, méretiik 80-250 pm.

A konidiumok in vitro tenyészetben: alakjuk ovalis-ellipszoid, elsésorban
egysejtiiek, ritkdn egy valaszfaltak, hialinok, vékony sejtfallal rendelkeznek, méretiik

nagyon valtoz6: 5,6-7,4 x 2,5-3,5 um.

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

Az Ascochyta phaseolorum Saccardo (=Phoma exigua var. exigua) el6fordulasat a
sz6jan Tanganyikdban (Wallace és Wallace, 1947, 1949; Riley, 1960), Japanban
(Sawada, 1958), Taiwan-on (Sawada, 1959) és Zambidban (Javid és Ashraf, 1978)
észlelték. Az Ascochyta phaseolorum-ot a Phaseolus lunatus L.-on az USA-ban elészor
1929-ben Sprague talalta meg. Késébb Crossan (1953, 1958) kimutatta, hogy azok az
izolatumok, melyek a babrol szarmaztak, morfoldgiailag, fiziologiailag és patologiailag
is hasonldéak azokhoz, melyeket egyéb ndvényekrdl, pl. szoéjardl (Glycine max),
gyapotrol (Gossypium hirsutum), malyvarozsardl (Malva sp.), dohanyrol (Nicotiana
tabacum), paradicsomrdl (Lycopersicum esculentum) ¢és padlizsanrdl (Solanum
melongena) izolaltak. Alcorn (1968) Ausztraliabol beszdmolt arrdl, hogy az Ascochyta
phaseolorum széles gazdandvénykorben: 14 csaldd 48 novényfajan karosit; tovabba 12
faj mesterséges inokulacid soran bizonyult fogékonynak. A Phoma exigua var. exigua
olyan gytjtétaxon, amely haromszazat joval meghaladdo novénykorokozé fajt foglal
magéba, amelyeket kordbban 6nalléo fajokként irtak le (Boerema és Howeler, 1967,
Boerema 1972, Boerema ¢s Dorenbosch, 1973, Boerema et al., 1981b, 1993).

Malata agaron (MA) a novekedési rata: 25-60 mm, nagyon valtozd, a telep
szabalytalan alakt, jellegzetesen csipkézett vagy lebenyes, valtozd szinti: a fehérestdl
oliva-sziirkéig, oliva-barndig, barnassarga szegéllyel. A légmicélium gyapjas, fehéres
vagy oliva-sziirke szinli. A tenyészet fondki szine oliva-sziirke, oliva-fekete.

Zabliszt agaron (OA) a nodvekedési rata: 55-75 mm, nagyon valtozd. A telep
szabalytalan alaku, lapos €és tomoétt; oliva-sziirke, oliva-barna, a szegélynél fehér szinii
vagy hialin. A telepek kozepén bdségesen képzddik 1€gmicélium, ami fehér vagy oliva-
szlirke szin(i, finoman pelyhes. A telep fonéki nézete hasonlo.

A piknidiumok ritkak, szortan helyezkednek el, részben az agarba siippednek, sziniik

oliva vagy oliva-fekete, alakjuk altalaban gombolyt, felsziniik csupasz, maganyosak

34



vagy csoportosan képzOddnek. Rendelkeznek osztiolummal, méretiik ¢és alakjuk
valtozatos.

A konidiumok szine hialin, alakjuk ovalis vagy ellipszoid, méretiik nagyon valtozo,
altalaban 5-6,5 x 2,5-3 um. Mivel a Phoma exigua var. exigua fajnal a névényen (in
vivo) az egysejtii konidiumok mellett kétsejtiick is keletkeznek, ez hozzajarulhat a
hagyomanyosan értelmezett Ascochyta és Phoma fajok Osszetévesztéséhez.

Klamidospérak nem képzddnek; a NaOH-proba pozitiv: egy csepp NaOH
felcseppentése utan az agar kékes-zo6ld elszinezddése fokozatosan barnas-vorossé valik.

Kristalyképz6dés nem figyelhetd meg.

Phyllosticta sojicola Massolongo, teleomorf (?): Pleosphaerulina (=Pringsheima fide
von Arx & Miiller) sojicola Miura

A fillosztiktas levélfoltossag elso leirdja (,,Phyllosticta sojaecola”) Massalongo (1900)
volt. A Phyllosticta glycinea Tehon-Daniels (mint a ,,P. glycineum”) (1927) gomba a P.
sojicola szinonimjanak tekinthetd (Farr ef al., 1989; Sinclair és Backman, 1989). Hara
(1930) a Phyllosticta sojicola (P. ,sojaecola”) Massal. teleomorfjanak tekinti a
Pleosphaerulina sojicola (,,sojaecola”) (Massal.) Miura (1921)-t. Kurata (1960)
vizsgalatai szerint azonban nem egészen egyértelmii, hogy ez a gomba a
Pleosphaerulina sojicola-nak az anamorfja. A Pleosphaerulina sojicola-nak sem az
auktora, sem a helyes névhasznilata bizonytalan, ugyanis Hara (1930) a
»Pleosphaerulina sojaecola” (Massal.) ,Miura” format, Kurata (1960) pedig a
»Pleosphaerulina sojaecola ,,Miura”-t hasznalja. Minthogy az eredeti leiras és tenyészet
szamunkra nem volt hozzaférhetd, ezért a szerzdi prioritds kérdése nem valaszolhatod
meg. A szakirodalom az auktornév haszndlataban tekintetében is megosztott: az eldbbi
format hasznaljdk pl. Sinclair és Shurtleff (1975); Sinclair és Backman (1989), az
utobbit Farr et al. (1989). Van der Aa és Vanev (2002) szerinti Phyllosticta genus-
koncepcidoban a Phyllosticta anamorf genus tagjai (amennyiben van teleomorfjuk) a
Guignardia Viala & Ravaz (1982), tomlésgomba-genusba tartoznak, €s amennyiben az
¢letciklusuk spermaciumos (mikrokonidiumos) format is magaban foglal, ugy azok a
Leptodothiorella Hohnel fide Sydow ex van der Aa nemzetség tagjai. Von Arx és
Miiller (1975) a kettésfalu  (bitunicatus) Ascomycetes revizigjat szolgald
monografidjukban a Pleosphaerulina Pass. (1981) genus névvel szemben a

Pringsheimia Schulzer (1866) prioritasat ismerik el (a Phyllosticta sojicola faj és

crer
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alakjanak névhasznalata tekintetében még a Pleosphaerulina tekinthetd ismertebbnek.
Kovics et al. (1999) szerint a szoja levelén eléforduld és azt megbetegitd Phyllosticta
sojicola (Massalongo, 1900) morfologiai, patogenitasi, illetve izoenzim vizsgélatok
alapjan megegyezik a Phoma genuson beliil talalhato, tobb ndvényen is elfordulod
Phoma exigua var. exigua-val.

Malata agaron (MA) a ndvekedési rata: 58—62 mm, a telep alakja altaldban
szabalytalan, szine barnassarga vagy okkersarga, hialin vagy fehér szegéllyel, a telep
fonaki nézete hasonld megjelenésii; a 1égmicélium szine hialin vagy fehér.

Zabliszt agaron (OA) a ndovekedési rata: 63—67 mm, a telep alakja szabalyos, széle
alig lathaté, szine hialin vagy halvany okkersarga, a telep fondki nézete hasonld
megjelenésii. Légmicéliummal nem rendelkezik.

A piknidiumok bdségesen keletkeznek az agarban, elszortan. Alakjuk gombolyl és
sziniik altalaban sotétbarna vagy fekete. Vékonyfaluak, néha papillaltak, osztiolummal
rendelkeznek; méretiik atlagosan: 110—140 um.

A konidiumok hialinok, mindkét végiikon lekerekitettek, kozépen befiliz6dok,
gyakran szemcsék figyelhetOk meg benniik, méretiik atlagosan: 5,5 x 2,5 pm.

Klamidospérak nem képzddnek. Az NaoH-proba negativ, kristalyképzddés nem

figyelhetd meg.

1.7. Az Ascochyta nemzetség

Az Ascochyta genusba tartoz6 fajokat nagyon gyakran Osszetévesztik a Phoma genusba
tartozokkal, mivel a morfologiai kiilonbség a két csoport fajai kozott sok esetben
minimalis. A modern taxonomiai felfogds a Phoma esetében a gazdandvény vagy
szubsztratum szerepét, mint a fajok elkiilonitésének elsddleges kritériumat elhagyta, s
az egyes taxonokat in vivo €s in vitro stabil morfoldgiai jegyek alapjan osztilyozza,
gyakran standardizalt in vitro koriilmények mellett. Az Ascochyta és Phoma fajok
kozotti legfobb kiilonbség a konidiogenézisben, a konidiumok méretében €s azok
szeptaltsdgaban mutatkozik meg (Brewer és Boerema, 1965; Sutton és Sandhu, 1969;
Boerema ¢és Bollen, 1975). Azonban ezek a bélyegek gyakran nem megbizhatok, és
ezért megkérddjelezhetok (Punithalingam, 1979; Sutton, 1980; Buchanan, 1987). Az
Ascochyta fajoknal a gazdandvényen vald elhelyezkedés, a konidium mérete, a

valaszfalak szdma nem lényegiek. A Phoma és Ascochyta kozotti konidiogenezisben
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fellelhetd apré kiilonbségeket, valamint a konidium-valaszfal képzddését rendkiviil
nehéz fénymikroszkopban megfigyelni. Egyes kutatok szerint (Punithalingam, 1979;
Sutton, 1980; Buchanan, 1987) az Ascochyta és Phoma fajok konidiogén sejtjeit
egyarant fialidnak kell tekinteni, mig masok szerint (Boerema ¢és Bollen, 1975; Wang,
1990; Noordeloos et al., 1993) az Ascochyta fajok konidiogén sejtjei annellidek. A
Phoma fajoknal a konidium-valaszfaldnak — ha van ilyen — képzése madsodlagos
folyamat, amig az Ascochyta fajokban a konidiumok szeptaltsdga esszencidlis része a
konidiumképzddés folyamatanak. Félrevezetd lehet azoban, hogy az egyes Phoma fajok
piknidiumai, amelyek in vivo keletkeznek, kiilonb6z6é szézalékban tartalmazhatnak
valaszfalas konidiumokat (emiatt an. ,,pseudo-4Ascochyta”-k), amig agaros tenyészetben,
normal laboratériumi koriilmények kozott (in vitro) foként egysejtli konidiumokat
képeznek. A valddi Ascochyta fajok in vivo és in vitro egyarant foként két- vagy
tobbsejtii konidiumokat képeznek. A Phoma genuson beliil elsésorban a Phoma exigua
Desm. var. exigua olyan gytjtétaxon, mely feltehetden tobb tucat Ascochyta fajt is

magéban foglal.

1.8. Filogenetikai kapcsolatok vizsgdlata

El6szor is vizsgaljuk meg, mi is az a filogénia, azaz leszarmazastan! A filogénia azon
eseménysorozatok Osszessége, amely magaban foglalja egy adott faj vagy taxonomiai
csoport evolucios fejlddését. A filogenetika pedig a filogénia egyfajta tanulmanyozasa.
A filogenetikai elemzések megbecsiilik a taxon evolucids rokonsagi kapcsolatait
bizonyos szervezetek egyes génjei kozotti nukleotid- vagy a fehérjeszekvenciajuk
alapjan. Az elmélet alapveto feltételezése, hogy két szekvencia annal jobban elkiiloniil
valamely kozos 0stdl €s egymastol, minél tobb valtozas, kiilonbség taldlhatd kozottiik,
vagyis feltételezi, hogy az evoliicid mozgaté rugdja a mutacid. Az elmélet alapja az
ugynevezett homoldg helyek (nukleotidok vagy aminosavak) egymassal torténd
Osszehasonlitasa (pozicionalis homoldgia), majd azok elemzése kiilonb6zo filogenetikai
modszerekkel. Ezért a vizsgalni kivant homoldg szekvencidkat ugy rendezik Ossze,
parositjdk egymassal (alignment), hogy a homoldg helyek oszlopokat formaljanak,
vagyis megtalaljak a koztiik 1év6 nukleotid/aminosav kiillonbségeket. Minél tavolabbi az
evolucios rokonsadg a vizsgalt szekvencidk kozott, annal nehezebb megtalalni a

megfeleld Osszerendezést. A helyes 0Osszerendezés utin kiilonbozé filogenetikai
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modszerek (algoritmusok) allnak rendelkezésre a filogenetikai torzsfak elkészitésére. A
filogenetikai torzsfa a gének és a torzsek kozotti evollicids kapcsolatok egyfajta
abrazolasa, mely megmutatja, mely gének és taxonok allnak kdzel egymashoz.

A gombak korében a filogenetika szo alatt kiillonbozo taxonok evolucios fejlodését,
valamint rokonsagi kapcsolatainak a tanulmanyozasat értjiik nukleotid-és aminosav-
szekvenciajuk alapjan. A gombdkndl a filogenetika kiilonds jelendséggel bir, mivel
ezeknél az evolucid sordn a kiilonbozd foldtorténeti korszakokban nem, vagy csak
nagyon kevés fosszilis maradvany maradt fent, amelyek segitenék az
evolucidbioldogusok €s taxonomusok munkajat az evolucids kapcsolatok feltarasa soran,
amig az allatoknal ¢és novényeknél ez lehetséges a rendelkezésre allo fosszilis
maradvanyok tanulméanyozasan keresztiil.

A molekuldris biologia fejlddésével azonban Ilehetdség nyilt arra, hogy a
mikroorganizmusok nukleinsav- illetve fehérjeszekvenciai alapjan kdvetkeztessiink az
egyes taxonok kozotti evolucios kapcsolatokra, és feltdrjuk az azok kozotti rokonsagi
viszonyokat. Napjainkra a szekvenciaclemzések kutatdsa az evolucios torzstak
készitésének standard pontjava valt. A modszer Iényege, hogy a gondosan kivalasztott
nukleinsav- és fehérjeszekvencidk (filogenetikai markerek) evolucios kronométerként
szolgalnak, amelynél az evolucids valtozasok mérhetdk. A moddszer alapvetd
feltételezése, hogy a szekvencidkban bekovetkezd valtozdsokat mutdciok okozzik,
vagyis az evolucidé mozgatdé rugdja a mutacié. Ennek értelmében, ha két fajt
Osszehasonlitunk szekvencidjuk alapjan, egymashoz viszonyitott evolucios tavolsaguk
(a két szekvencia kozotti kiilonbség) aranyos lesz a szekvenciakban végbement
mutaciok szdmaval, mivel a két faj egy kozds Ostdl szdrmazik. A szekvencidkat
Osszehasonlitdo filogenetikai elemzések eredményeként egy filogenetikai torzsfat
kapunk, amely adatokat szolgaltat a vizsgalt szekvencidk egymashoz viszonyitott

evoluciods kapcsolatairol.

Filogenetikai modszerek

Egy filogenetikai torzsfa szerkesztése nukleinsav-vagy fehérjeszekvencidk alapjan nem
teljesen egyértelmt, €s nagyon ritkdn van lehetdség annak ellenérzésére, hogy a kapott
eredmény megfelel-e a valosagnak. Osszességében kijelenthetd, hogy nincs hibatlan
filogenetikai modszer torzstak készitésére, habar sok moddszer van hasznélatban. A

filogenetikai torzsfdk elkészitésére fehérje- vagy nukleinsav-szekvencidk alapjan
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tobbféle modszer all rendelkezésre, melyeket kiilonb6z6 szamitogépes programok
segitségével végezhetlink. Az elemzés eredményeként egy olyan filogenetikai torzsfat
kapunk, amelynek az elagazasai a leginkabb megkozelitik a valosagot a feldolgozott
adatok alapjan. Minden egyes torzsfakészitd modszer a kiilonbozé szekvencidk
(nukleinsav, fehérje) dsszerendezésével (alignment) kezdddik, amely annyit jelent, hogy
a szekvencidk kozott meg kell taldlni a lehetséges legnagyobb hasonlésagot
(homoloégiat). Gyakran sziikség van inzercidkat (beillesztés) és deléciokat (torlés),
illetve kihagyasokat (gap) alkalmazni, azonban mindig arra kell torekedni, hogy
minimalizaljuk ezen véltoztatasok szamat. Ha az 6sszerendezés megtortént, kovetkezhet
a torzsfa készitése. A filogenetikai torzsfanak két alapeleme van: csomopontok (nodes)
¢és elagazasok (branches). Az elagazds az a vonal, ami 6sszekot két csomopontot. A
csomopont lehet kiilsd, ha az a torzsfa cstcsan helyezkedik el és nem éagazik tovabb,
vagy lehet belsd, amikor is két masik csomopontnak az 6sét képviseli.

Az evolucids torzstak létrehozasanak modja két nagyobb csoportra oszthato: az elsé a
karakteralapu, amikor is olyan kiilonallé tulajdonsdghalmazok matrixat vizsgaljak,
amelyek egy vagy tobb sajatossagot, illetve jelleget tulajdonitanak minden egyes
taxonnak. Ezek kozé tartoznak a kiilonbozé szekvencidk, vagy géncsaladok tagjai, de
lehetséges morfologiai vagy fizioldgiai tulajdonsagokat is vizsgdlni. A moddszer az
ugyanazon pozicioban taldlhatdé nukleotidbazisokat vagy aminosavakat veszi
figyelembe, egymastol fliggetleniil az Osszehasonlitds sordn, minden egyes
szekvenciaban. A mddszer alapvetden a szekvenciak kdzotti hasonlosdgot vizsgalja.

A masodik a tdvolsagalapu torzsfa, amikor az egyes taxonok kozotti tavolsagok
matrixat vizsgaljak paronként. Minden egyes tavolsag a két taxon kozotti divergencia
(mivel a két taxon kozds Ossel rendelkezik) becsiilt értékét fejezi ki. A torzstakészités
soran az analizis a tdvolsagok alapjan szamitott matrixot veszi alapul. Két szekvencia
kozotti kiilonbség egyenld az egymashoz képest kiilonb6zd szekvenciahelyek szama,
valamint Osszehasonlitdsban érintett szekvenciahelyek hdnyadosaval. Az igy kapott
szamot nevezik tavolsagértéknek, ami nem mads, mint azon szekvenciahelyek aranya,
amelyek kiilonbséget mutatnak a két vizsgalt szekvencidban az Osszerendezést
kovetéen. A modszer az el6zd tipussal ellentétben az egyes szekvencidk kozotti
kiilonbséget vizsgalja. A tavolsagalapti modszer nagy eldnye, hogy sokkal kisebb a
szamitogépkapacitds igénye mint a karakteralapi modszernek, és ennek kovetkeztében
sokkal gyorsabb is, mely fontos tényezd, amikor sok taxont kivanunk egymassal

Osszehasonlitani. A leggyakrabban hasznalt tavolsagalapu moédszerek az UPGMA
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(Unweighted Pair-Grouped Method with Arithmetic Mean) és az NJ (Neighbour
Joining). Ezek kozott az utdbbi az egyik legnépszeriibb, legegyszeriibb, és viszonylag
gyors algoritmus, amikor a szekvencidk kozotti kiilonbség csekély. Az NJ altal
1étrehozott fa gyakran kiindulopontja a komplexebb, karakteralapt filogenetikai
modszereknek, mint pl. a Maximum Likelihood. Egy filogenetikai térzsfa kereséshez
sziikség van egy standard felallitdsdhoz, melyet a mai nyelv ,,optimalis kritérium”-nak
nevez.

A molekuléris filogenetikdban a leggyakrabban hasznalt mddszerek a kiilonallo
tulajdonsaghalmazok (karakterek) vizsgalatara épiil: ezek kozé tartoznak a Maximum
Likelihood (legnagyobb valoszinliség), a Parsimony €s a Bayesian analizis. Alapvetden
mindharom moédszer egymadssal parba Aallitott és Osszerendezett nukleinsav- és
aminosavszekvenciakkal dolgozik. Ugyanakkor el6fordul, hogy a moddszerek
alkalmazasahoz kiillonbozo restrikcios (hasitd) helyek meglétérél vagy hianyardl, illetve
génsorrendrdl taplalnak be adatokat. Fontos megjegyezni, hogy egy térzsfa nem mindig
tilkkr6zi a valds evolicids viszonyokat, ugyanis két taxon nemcsak azért hasonlithat
egymasra, mert koz0s Ostdl szarmaznak, hanem azért is, mert esetleg hasonl6 evolucios
nyomasnak voltak kitéve, vagy egyszerlien csak a véletlen okan. Ezért az ilyen

filogentikai torzsfakat ajanlatos mindig a megfeleld dvatossaggal kezelni.

Maximum Likelihood (ML) analizis

A ,likelihood” egy matematikai kifejezés, mely aranyban 4ll a valoszintiséggel, de az
arany értéke tetszélegesen megvalasztott. Az ML egy parametrikus statisztikai modszer.
A modszer az adatok elemzése soran azt a torzsfat keresi, amely a legnagyobb
valasztott evolucidos modellnek megfeleléen. Tehat a legvaloszinlibb torzsfat keresi,
amely leginkabb kozelit a feltételezett valdsaghoz a vélasztott adatok és modell alapjan,
¢s éppen ezért leggyakrabban csak egy torzsfat kapunk e mddszerrel. A modszer nagy
elénye, hogy lehetévé teszi a felhaszndld szamara az alkalmazni kivant evolucids
modellnek a megvalasztasat. Hatranyai kozott emlithetd, hogy rendkiviil id6igényes. A
vizsgalni kivant szekvencidk szamatdl és a szamitogép kapacitasatol fliggéen az
elemzés akar napokon-heteken keresztiil is tarthat.

A Maximum Likelihood (maximalis valdszinliség) modszer a szekvenciarendezés
soran nyert adatokat arra hasznalja, hogy meghatarozza a szubsztiticiok valoszintiségét,

a négy nukleotid relativ gyakorisagat, valamint a tranzicidk és transzverziok kiilonbozo
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valoszinliségeit a valasztott evolicidés modellnek megfelelden (Felsenstein, 1981, 1982).
Az adatok figyelembe vételével a modszer azt a torzsfat valasztja ki, amely
maximalizdlja az adatok helyes Osszerendezésének a valoszinliségét a valasztott
evoluciés modell keretein beliill és a legnagyobb valoszintiségi értékkel rendelkezik. A
Maximum Likelihood analizis soran a program megadja a valasztott evoliciés modell
paramétereit és az eldgazasok hosszadt minden egyes lehetséges torzsfara, majd a
legnagyobb valoszintiségértékkel rendelkezd fat valasztja ki koziilik. A Maximum
Likelihood moédszer szerint azt a magyardzatot kell valasztani, amely a kapott
eredményt a legvaldszinlibb jelenségként irja le. Az elemzés sordn a moddszer az
adatokat az Osszes lehetséges modon Osszehasonlitja, valamint értékeli a kapott
paramétereket, ezért az ML elemzés soran kapott eredmény talan a legpontosabb és
legmegbizhatobb a filogenetikai mddszerek kozott. Elméletileg az algoritmus az egyes
szekvenciak vart valosziniiségét adja meg egy kozds 6sben, és ezen adatokbol
kovetkeztet a filogenetikai torzsfa felépitésének a valoszinliségére. A valoszinliséget az
Osszes, ily modon alkotott lehetséges torzsfara kiszamitja, majd megadja a
legvaldszinlibb torzsfat. A modszer az ugynevezett ,hill climbing” (hegymaszas)
algoritmust hasznalja. Ennek az algoritmusnak az egyetlen hatranya, hogy a
paraméterek szamanak a novekedésével egyre inkdbb megbizhatatlan, mivel minden
esetben a paraméter maximalis értékét keresi, valamint a szdmitasi folyamat rendkiviil
iddigényes. Fontos leszdgezni, hogy a Likelihood nem annak a valdsziniisége, hogy az
elemzés soran kapott torzsfa milyen valdszinliséggel egyezik meg a valddi evolucios
torzsfaval, hanem annak a valoszinlisége, hogy a torzsfa milyen valoszinliségben felel
meg annak az adatnak, amit elemeztiink. Az ML analizis 1ényege, hogy azon adat
valészinlisége, amely az adott torzsfat eredményezte, megegyezik azon torzsfa
valoszintiségével, amely az adatot eredményezte.

Szamos szempontbol az ML analizis a leginkdbb megfeleld, hiszen legpontosabb a
filogenetikai kapcsolatok feltdrasara. A modszer ugyanis minden lehetséges mutacios
1épést szamitasba vesz, amelyek a vizsgalt adatokat eredményezhették. A Likelihood
fliggvény hatékony és kovetkezetes modszerként ismeretes a statisztikdban. A mddszer
legnagyobb eldnyét az evolucidos modell megvalasztdsanak a lehetdsége, az eredmény
pontossdga ¢és  megbizhatésaga adja. Hatranyaként emlithetd a nagy
szamitogépkapacitas, valamint a szamitéasi folyamat id6igénye.

A Maximum Likelihood analizis sordn az elsd lépes, az, hogy megtalaljuk az

Osszehasonlitand6 szekvencidk kozott a legnagyobb homologiat. Ezt koveti egy
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evolucios modellnek a megvalasztasa, ami torténhet manualisan vagy egy rendelkezésre
allo program (Modeltest) segitségével, mely jelentdsen megkonnyiti a felhasznélo
dolgéat. Az éaltalunk is alkalmazott Paup*4.0 programcsomagban az alapértelmezett
evoluciés modell a HKY modell, mely egy tranzicid/transzverzido=2 rataval szamol. Ezt
a modellt azonban mindig kritikusan kell hasznalni, mivel a legtobb esetben ez a feltétel
nem teljesiil, ¢és ennek kovetkeztében sziikség lehet mas evoluciés modell

megvalasztasara.

Maximum Parsimony (MP) analizis

Annak ellenére, hogy a paronkénti tdvolsdgmeghatdrozd6 modszer volt az elsd, széles
korben elterjedt moddszer filogenetikai Osszefiiggések megallapitdsara, a Maximum
Parsimony analizis a leggyakrabban hasznalt megkozelités maradt a filogenetikai
torzsfak rajzoldsdra az 1970-es évek elejétdl egészen napjainkig. Ennek egyik
legfontosabb oka az, hogy az MP analizis — amelyet legtobbszor csak Parsimony
analizisként emlitenek — egy egyszerli megkozelités (nem parametrikus statisztikai
modszer), mely rovid id6 alatt elvégezhetd, meglehetdsen pontos és megbizhato,
karakteralapt filogenetikai modszer. A modszer elsésorban matematikai elméleteken
alapszik, amelyeket nagy kapacitdsu szamitégépen futd algoritmusok tdmogatnak.
Annak ellenére, hogy a modszernek vannak bizonyos hianyossagai, a Parsimony
analizis napjaink egyik legfontosabb és leghasznosabb modszere a filogenetikai torzsfak
készitésére. Sokan ugy tartjak, hogy a modszer filogenetikai szempontbdl a legjobb,
hiszen az elmélet feltételezi, hogy az evolicio sordn ritkan kdvetkeznek be evolucios
valtozasok, tovabba, hogy az egyes evolucios események a legkevesebb bazisvaltozas
(mutacid) hatasat kovetik. Az analizis alapvetd Otlete egyszerii: olyan torzsfat vagy
torzsfak csoportjat keresi, amely minimalizalja azon evolucids valtozasok (mutéciok)
Osszegét, amelyek az adatok megértéséhez sziikségesek, pl. egy tulajdonsag atalakulésat
egy masikba (Kluge ¢és Farris, 1969; Farris, 1970; Fitch, 1971). A modszer tehat a
lehetséges torzsfak koziil azt vélasztja ki, amely a legkevesebb valdsziniisithetd
mutdcios 1épéssel valasztja el egymastdl a kozds Ostdl szarmazd taxondmiai
csoportokat. A modszer alkalmazédsanak eléfeltétele, hogy az Osszehasonlitando
taxondmiai csoportok rendelkezzenek egy bizonyos tulajdonsaggal, amit egy kozdos
Ostdl orokoltek meg. A vizsgalt evolucios jelenséghez sziikséges mutacids torténések

minimum szamat minden egyes lehetséges torzsfara megadja, és azok koziil valasztja ki
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azokat, amelyek a legkevesebb mutacids valtozast tartalmazzak. Ezek a fak lesznek az
optimalisak (,,parsimonious”) a vizsgalt jelenségre. A Parsimony analizis a torzsfan az
egyes elagazasok hosszusdgaban optimalizdlja az evolucids valtozadsok szdmanak az
Osszegét. Az elagazasok hosszusdga megegyezik az egyes szekvenciahelyeken
bekovetkezett mutacios valtozasok szamanak az 6sszességével. Az evolucios valtozasok
minimalizéladsnak célja gyakran filozofiai okokra vezethetd vissza, ami szerint: ha két
elmélet egyardnt érvényes egy jelenség magyarazatara, akkor lehetdség szerint mindig
az egyszeriibbet kell valasztani. A moddszert gyakran tarsitjak ,,a legegyszerlibb
magyarazat a legjobb” kifejezéssel.

A Parsimony elemzés soran létrejott filogenetikai torzsfak megjelenésiikben
hasonlitanak a tavolsdg alapjan kapott térzsfdkhoz, bar az egyes elagazasok sorrendje
gyakran annak ellenére kiilonbozik, hogy azonos a szekvenciahalmazbdl indultak ki.
Bar a Parsimony moddszer akkor a legmegbizhatobb, amikor az evolucios rata lassu,
vagyis a varhato evolucios valtozasok szama alacsony, ugyanakkor tévesen allitjak,
hogy ez a Parsimony mddszer alkalmazéasanak a feltétele lenne.

A Parsimony modszer nagy elénye a Maximum Likelihood modszerrel szemben,
hogy kisebb a szamitdégépkapacitas igénye, €s ennek megfeleléen gyorsabb is. Sokak
szerint a legjobb torzsfakészit6 modszer, mivel alapértelmezett feltevése, hogy
evolucids valtozasok ritkan torténnek. A hatranya pedig, hogy a modszer nem kinélja
fel az evolucidos modell megvalasztasanak a lehetdségét. A moddszer feltételezi, hogy
minden egyes valtozas egyenld eséllyel kovetkezik be minden elagazasnal, amelynek a
valosadgban nagyon kicsi a realitasa.

A Parsimony analizis sordn az elsd 1épés — a tobbi torzsfakészitd modszerhez
hasonléan — a megfelelé szekvencia-Osszerendezés, vagyis megtaldlni az
Osszehasonlitandd szekvencidk kozott a legnagyobb homologiat. Ehhez kiilonb6zo
szekvenciarendez6 programokat hivhatunk segitségiil, de a végsd finomitast a mai napig
is a szakember dontéseinek megfelelden sziikséges elvégezni. Az dsszerendezés sordn a
Parsimony analizis minden egyes szekvenciahelyet kiilon karakterként kezel, amelyek
mas-mas jelentdséggel birnak kiillonbozé taxondémiai csoportokban. Azonban nem
minden karakter azonos jelentdségli a Parsimony torzsfa elkészitéséhez. Azon
karaktereket, amelyek az Osszes Osszehasonlitani kivant taxonban véltozas nélkiil
megtalalhatok, a modszer nem veszi figyelembe az elemzés soran. Ugyanigy kezeli

azon karaktereket is, amelyek az Osszes taxon koziil csak az egyikben fordulnak eld. A
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Parsimony modszer logikaja azon alapul, hogy az 6sszes szekvencia Osszeillesztése utan
a program hany kiilonbséget szamol az egyes szekvenciaparok kozott.

Kiilonboz6 programcsomagok léteznek a szekvencidk Osszerendezésére, illetve a
torzsfak elkészitésére, melyek koziil a munkank soran a ClustalX, Genedoc, Paup*4.0
¢s Treeview programokat hasznaltuk. Az els6 két program a szekvenciadk
Osszerendezésére, az utobbi két program pedig a torzsfdk elkészitésére ¢és

megjelenitésére alkalmazhato.

Bayesian analizis

A szekvenciak filogenetikai elemzéseit Bayesian modszerrel is elvégeztiik. A Bayesian
megkozelités a filogenetikaban egy viszonylag 0j modszer, mely még csak most kezd
széles korben elterjedni. A modszer az un. utdlagos megkozelitésen, utodlagos
valoszinliségen (posterior probability) alapulo statisztikai modszer: egy esemény becsiilt
valoszinliségét azutan adja meg, hogy elvégezte a rendelkezésre all6 adatok bizonyos
elemzését. Egy szemléltetd példa: a nap tobb mint 4 milliard éve minden nap lenyugszik
¢és felkel. Ha a nap ma is lenyugszik mennyi lesz a valdszintisége, hogy holnap ismét
felkel? Nagyon nagy valoszintiséggel a nap holnap ismét felkel, és az eldzetes adatok
ismeretében kijelenthetd, annak a valoszintisége, hogy a nap nem kel fel holnap, roppant
kicsi. Tehat ebben az esetben az eldzetes adatok ismeretében késziil becslés egy még be
nem kovetkezett eseményre. Mivel az utdlagos valdszinliséget lehetetlen kiszamolni
analitikusan, ezért a médszer egy szimuldcios technikat alkalmaz. Az analizis a Markov
Chain Monte Carlo (MCMC) algoritmuson alapszik, mely egy randomizéacios technika
az eloszlas valosziniiségének becslésére, arra az esetre, amikor kivitelezhetetlen (vagy
csak nagyon nehezen kivitelezhetd) lenne analitikusan az eloszlds meghatarozasa. A
Bayesian moddszer a statisztika egyik meghatdroz6 modszerét képviseli. A
legnépszeriibb internetes keresd oldal, a Google is az MCMC algortimust hasznélja a
keresésre. Gyakran hangzik el a felszolitds a modszert kritizalok felé, hogy ha nem
biznak a Bayesian modszerben, akkor a Google keresét sem kellene hasznalniuk! A
modszer nagy elOnyét, aminek a Google is koszonheti a mai napig tartd toretlen
sikertdrténetét, a modszer megbizhatdsaga és gyorsasaga jelenti.

A Bayesian modszernek a filogenetikdban torténd alkalmazasa viszonylag Ujkeletd,
bar egyre elterjedtebbé valik a tudomanyos vilagban szamos elénye és egyszerii

kezelhetdsége miatt. A filogenetikaban hasznalt Bayesian algoritmus (Rannala és Yang,
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1996, Mau ¢és Newton, 1997; Mau et al., 1999) hasonlit a Maximum Likelihood
modszerhez abban a tekintetben, hogy a felhasznalonak itt is lehetdsége adodik
megvalasztani az alkalmazni kivant evolicidés modellt, valamint abban, hogy ez a
modszer is azokat a torzsfakat keresi, amelyek a leginkabb megfelelnek a valasztott
evolucios modellnek, tovabba a kiindulasi adathalmaznak (szekvencia-6sszerendezés).
Az ML azt az egy torzsfat keresi, amely maximalizdlja a megfigyelt adatok
valoszinliséget, amelyek a torzsfat adtdk. A Bayesian modszer pedig azokat a torzsfakat
keresi, amelyek maximalizaljdk azon torzsfak valosziniiségét, amelyek az adatokat és az
evolucios modellt adtdk. Az optimalis hipotézis az lesz, amely maximalizalja az
utolagos valoszintiséget. Egy hipotézis utolagos valoszinlisége aranyos a Likelihood
értéknek a hipotézis eldzetes valoszinliségével kapott szorzataval. A kiilonb6zo
hipotézisek eldzetes valoszinlisége a kutatd meggydzddését tiikrézi a hipotézisrdl,
miel6tt még lathatta volna az adatokat. A Bayesian modszer nemcsak sokkal gyorsabb,
mint az ML analizis, de pontosabb is bizonyos szempontb6l, mivel lehetové teszi a
szekvenciaevolicio komplexebb modelljeinek alkalmazésat. A modszer olyan modellek
hasznalatat is lehet6vé teszi, amelyek ML analizissel egyaltaldan nem, vagy csak nagyon
nehezen kivitelezheték. A modszer nagy eldnyei kozott emlithetd, hogy az elemzés
soran nemcsak egy torzsfat kapunk, hanem az egyes eldgazasok megbizhatosdgara is
kapunk egyfajta becslést (utdlagos valdszinliségértékek) hasonldan a bootstrap értékhez,
igy mar nem sziikséges kiilon bootstrap elemzést végezni. A moddszer talan egyetlen
hatranyaként emlitheté (ami akar eldnye is lehet), hogy a felhaszndldo maga donti el,
milyen hosszan (hdny generdcion keresztiil) akarja futtatni a Markov Chain Monte
Carlo (MCMC) algoritmust. Nincs pontos recept a helyes idétartam megvalasztasara,
mivel az mintanként valtozik. Javasolhato egy kozepes idéintervallumot megadni, ekkor
az eredmény mar elég megbizhatd, ugyanakkor a szamitds belathatdo idon beliil
befejezddik. Nem célszeri til hosszu elemzést valasztani, mivel egy pont utin a
szamitas megbizhatosdga nem valtozik jelentdsen. Az elemezés soran a végso eredmény
nem fligg egy vagy tobb specidlis értéktdl, mivel a mddszer az Osszes lehetséges
paramétert figyelembe veszi a szamitds soran. Amig az ML altal hasznalt ,hill-
climbing” algoritmus a paraméterek szdmanak a ndvekedésével egyre inkabb
megbizhatatlan, hiszen minden esetben a paraméter maximalis értékét keresi, addig az
MCMC algoritmus nem probalja megtalalni minden egyes paraméternek a maximalis
értékét, azonban az Osszes paramétert figyelembe veszi. Az MCMC algoritmus a

valoszinliségek eloszlasat kozeliti meg.
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Karakteralapi modszerek osszehasonlitasa

Az egyes moddszerek kozotti valasztas leginkabb gyakorlati szempontu, és szubjektiv
dontés kérdése. Az egyik leggyakoribb szempont, amelyet figyelembe szoktak venni, a
gyorsasag, amely jelentésen fiigg a szamitdégépiink teljesitményétél. Azonban ha a
gyorsasdg nem meghatarozo tényezo, a legtobb érv a Bayesian moddszer mellett szol,
tobb ok miatt. Elséként: valosziniitlennek tlinik a Parsimony moddszer azon feltevése,
hogy egy bizonyos evolucios esemény a legkevesebb valtozas (mutdcio) hatdsara
kovetkezzen be. A feltevés az evolucidés folyamatok oly fokt ,hatékonysagat”
feltételezi, amely a valésagban nem nagy eséllyel kovetkezik be. Masodszor: a Bayesian
moddszer azonnal informaciot ad az egyes eldgazdsok megbizhatdsadgarol, amig az ML
¢s MP modszernél ehhez kiilon el kell végezni a bootstrap analizist, mely az ML
esetében rendkiviil iddigényes. Harmadszor: a Parsimony analizis — a Bayesian
modszerrel ellentétben — nem teszi lehetdvé az egyes eldgazasok hosszanak a becslését.
Negyedszer: a Bayesian moddszer a ML modszerhez hasonléan lehetové teszi az
evolucidos modell megvalasztasat, azonban az MP elemzésnél erre nincs lehetdség. A

modszerek fobb sajatossagainak Osszehasonlitisat az 1. tdblazat tartalmazza.

1. tablazat Az egyes filogenetikai 6sszehasonlito modszerek fobb sajatossagai

Modszer Elényok Hatranyok Szoftver
Nagyon gyors, tobb szaz Kevésbé megbizhatd az egymashoz
szekvencia elemzése soran is. tavolabb esd szekvencidk esetében,
Maximum | Megbizhatd, ha kdzel hasonlo illetve ha lényeges eltérés van az Pau
Parsimony | szekvenciakat hasonlitunk 6ssze, | egyes elagazasok hosszaban. Nincs P
és rovidek az elagazasok. lehetéség evolucios modellek
megvalasztasara.
A legpontosabb becslést szolgal- | A szamitdgép kapacitasatol fiiggéen
Maximum | tatja az adott evolucidés modellen | az elemzés nagyon sok id6t vesz Pau
Likelihood | beliil. Lehetdséget ad evolucios igénybe (akar heteket, sot honapokat). P
modellek megvalasztasara.
Szoros kapcsolatban all az ML Nehéz megbecsiilni a Markov Chain
modszerrel abban a tekintetben, Monte Carlo (MCMC) algoritmus,
Bayesian hogy hasonléan megbizhato milyen hosszan, azaz hany generacion
, adatokat szolgaltat rovid idén keresztiil fusson, ami befolyasolhatja | MrBayes
modszer . e o n .
beliil, bootstrap analizis nélkiil. a végsd eredményt.
Lehet6séget ad az evolticios
modellek megvalasztasara.
Bootstrapping

Miutéan sikeriilt valamelyik modszerrel (ML, MP) egy filogenetikai torzsfat eldallitani,
sziikséges azt is megvizsgalni, hogy a készités soran felhasznalt adatok mennyire

tamogatjak az elkésziilt filogenetikai eldgazasokat a torzsfan beliil, vagyis mennyire

46



megbizhaté az adott eldgazas. Ennek tobb lehetséges moddja van, de a leggyakrabban
hasznalt modszer a bootstraping, melyet mi is alkalmaztunk a munkank soran. A
modszer lényege, hogy a program a szekvenciarendezést kovetéen az adatokbol
véletlenszertien kiilonb6z0 masolatokat (pseudoreplicates) készit, melynek célja 1j
adathalmazok (matrixok) 1étrehozasa, amelyek mérete és tulajdonsagai megegyeznek az
eredetivel. A bootstrap Gjramintazas adatok cserélgetésével (x mintabdl véletlenszeriien
kivélasztott y adatokkal, amely adatokat egymads utan tobbszor is kivalaszthat). Az igy
1étrejott masolatokbol szintén filogenetikai torzsfa késziil. Ezt a folyamatot a modszer
egymas utan tobbszor megismétli. Az ismétlések, vagyis a masolatok szadma
leggyakrabban 1000, de minimum 100-nak kivdnatos lennie. A folyamat végén a kapott
eredményeket a rendszer Osszegzi, ezdltal megbecsiili egy adott torzsfa és azok
elagazasainak a megbizhatosagat. Egy eldgazdsnak a gyakorisaga az Osszes madsolat
kozott, az eldgazas bootstrap értéke. A bootstraping megadja a torzsfa egyes
elagazdsainak a valosziniliségét. Ha a bootstrap érték nagyobb, mint 95%, az azt mutatja,
hogy a masolatok adatai nagymértékben alatdmasztjak az adott elagazéast. Ha kevesebb
mint 50%, az azt jelzi, hogy a masolatok nem erdsitik meg az adott eldgazést, igy az
nem kell6en megbizhato.

Mivel a Parsimony analizis viszonylag gyors modszer az adatok filogenetikai
elemzésére, ezért a bootstrap analizis is észszerli idon beliil elvégezhetd. A Maximum
Likelihood elemzés azonban mar 6nmagaban is nagyon iddigényes. Az dsszehasonlitani
kivant taxonok szamanak és a szamitogép teljesitményének a fiiggvényében az elemzés
napokat is igénybe vehet. Ennek megfelelden a bootstrap analizis is nagyon iddigényes,
és akar honapokig is eltarthat. fgy a felhasznalo dontésén mulik, hogy alkalmaz-e a

bootstrap elemzést vagy sziikségszeriien eltekint tdle.

Torzsfakeresé modszerek

A kiilonbozé filogenetikai modszerek (MP, ML) olyan torzsfat keresnek, amelyek
bizonyos kritériumoknak a legjobban megfelelnek. Amikor az Osszehasonlitandd
taxonok szama kevés, még kivitelezhetd az 0sszes lehetséges torzsfanak a kiértékelése.
Ezt a tipust ,,exhaustive search”-nek (részletes keresés) nevezik, ami garantdlja a
kritériumoknak legmegfelelobb torzsfa megtaldlasat, hiszen az Osszes lehetséges
valtozatot figyelembe veszi az értékelésnél. Ez a moddszer ,,branch-addition” (4ag-

hozzaadas) algoritmus szerint miikddik, ami azt jelenti, hogy az els¢ harom taxonbol
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létrehozza az egyetlen lehetséges haromtaxonos torzsfat, amely harom elagazast
tartalmaz. Ezutan hozzdadja a negyedik taxonnak az elagazasat — csatlakoztatva azt
mind a harom, mar létezd elagazas kozepébe — létrehozva igy harom lehetséges
négytaxonos torzsfat. A folyamat az 6todik taxon hozzdadasaval folytatodik, amikor
mar tizendt darab Gttaxonos fa kombindcid lehetséges. Azonban ha a taxonok szama
meghaladja a tizet az ,,exhaustive search” csaknem kivitelezhetetlenné valik, hiszen a
lehetséges torzsfak szdma tobb mint 34 millio.

Ezért l1étezik egy alternativ algoritmus, a ,,branch-and-bound” (ag ¢és kapcsolodas),
amely garantalja a kritériumoknak legmegfelelobb torzsfa megtalalasat anélkiil, hogy
megalkotnd az Osszes lehetséges torzsfat. Elsoként véletlenszeriien 1étrehoz egy
haromtaxonos torzsfat és megbecsiili az értékét, melyet a tovabbiakban viszonyitasi
pontként kezel. Nem keresi meg az 0sszes lehetséges torzsfat a keresés minden szintjén:
helyette csak egy fat hoz létre, melynek megadja a valdszinliségét. Ha az alkalmazott
kritérium a minimalis evolucio, és az aktualis torzsfanak jobb (alacsonyabb) az értéke,
mint a kezdeti, véletlenszeriien 1étrehozott torzsfanak, a keresés a kovetkez6 szintre 1ép
egy Uj eldgazas hozzdadasaval. Ha az aktudlis torzsfanak rosszabb (magasabb) értéke
van, mint a véletlenszertien kivalasztott torzsfanak, a keresés elveti az Osszes elagazast,
ami ebbdl agazna el, mieldtt értékelné azokat. Ugyanis az innen elagazd lehetséges
torzsfak csak rosszabb valosziniiségi értékkel rendelkeznének, mint az elején
véletlenszertien kivalasztott torzsfa. Ha ez torténik, a keresés visszaugrik egy szinttel, és
folytatodik egy ujabb elagazasi pont keresésével. Amikor a lehetséges torzsfaknak a
szama nagy, €s tul lassu lenne megbecsiilni az egyes torzsfak értékét a ,,branch-and-
bound” algoritmussal, heurisztikus keresést alkalmaznak. A heurisztikus megkozelités
lényegében egy ,hill-climbing” (cstics-keresd) algoritmus, amikor is egy kezdeti
torzsfahoz kiilonb6zo atrendezddéseket rendelnek, hogy pontosabba tegyék azt.
Tobbféle heurisztikus algoritmus 1étezik, melyek koziil az egyik a ,,stepwise addition”
(Iépcséfok hozzadadds) modszer. A ,branch-and-bound” mddszerhez hasonldéan a
kiindulasi pont itt is egy haromtaxonos torzsfa, melyhez hozzaadja a negyediket, hogy
létrehozza a harom lehetséges négytaxonos torzsfat. A két algoritmus kozott a
kovetkezd 1€pésben van a kiilonbség. Ugyanis a ,,stepwise addition” modszer a hdrom
lehetséges négytaxonos torzsfa koziil, miutdn mindegyiknek kiszamitja az értékeit, csak
egyet valaszt ki, amely a legjobb eredménnyel rendelkezik (a legrovidebb), és ehhez
adja hozza az 6tddik taxont. Minden egyes Uj eldgazas hozzdadasa utan a legrovidebb

torzsfat valasztja ki, és ehhez adja tovabb a kovetkez6t. Egy masik heurisztikus
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megkozelités a ,,branch swapping”(ag-csere), mely az egyik leggyorsabb az el6z6
keresések koziil. Ennek egyik tipusa a ,,tree bisection and reconnection” (fa kettévagas
torzsfat két részre bontjak, majd ismét parositjak egy tjabb elagazason keresztiil. A
folyamat az Gsszes lehetséges eldgazast szamitasba veszi, majd kivalasztja koziilik a
legvalosziniibbet. A heurisztikus keresések nem garantaljak a legmegfelelébb torzsfa
megtalalasat, mivel az algoritmus mindig magéban foglalja a valasztast két lehetdség
kozott; az egyik: biztosan megtaldlni a legmegfelelébb torzsfat, illetve a madsik:

belathat6 idon beliil talalni megfeleld torzstat.

Evolucios modellek

Az ¢él6lényekben torténd evolucios valtozasok egyik magyarazata a mutacid, melyek a
szelekcios nyomds kovetkezményeként vagy csupan a véletlennek kdoszonhetden
fixdlodnak a populacidban. Ennek eredménye, hogy az egy kozos Ost6l szarmazo
egyedek szekvenciai hasonlitanak egymashoz. Az evolucios torzstak készitésekor
feltétleniil figyelembe kell venni a mutdciok értelmezésével foglalkozo és azt targyald
kiilonb6z6 evoluciés modelleket, mivel bizonyos folyamatok csak bizonyos evolucios
modellek alkalmazasaval valnak értelmezhetové. Amikor egy filogenetikai programot
hasznalunk evolucios torzsfak készitésére és nem valasztunk egyet a kiilonb6zo
evolucids modellek koziil, akkor a program egy alapértelmezett modell szerint késziti el
a filogenetikai torzstait (HKY modell) (Hasewage et al., 1985). A legegyszerlibb
evoluciés modell az, amikor barmely nukleotid barmely nukleotidra torténd
kicserélodésének azonos az esélye. Ebben az esetben annak a valdsziniisége, hogy egy
bizonyos helyen taldlhatdé nukleotid az id6 mulasaval egy madsik nukleotidra fog
kicserélddni, csupan a pillanatnyi evollicids valtozas értékétdl (aranyatol) fiigg (pl. az az
érték, amelyen a nukleotid kicserélddések [szubsztituciok] torténnek). A legegyszeriibb
modell tehat egy paraméterrel, a szubsztiticio ratajaval rendelkezik, és ennél fogva ugy
is nevezik, hogy egyparaméteres vagy Jukes—Cantor-modell (Jukes és Cantor, 1968). Az
egyparaméteres modell a legegyszerlibb evolicios modell, de nem igazan realisztikus,
mivel tudjuk, hogy nem minden valtozas torténik azonos rata szerint. Ennek
ismeretében napjainkra 56 féle, kiilonb6z6 specifikus szubsztitucios rataval és
folyamattal rendelkezd modellt dolgoztak ki. A legaltalanosabb modellben az egyes

nukleotidgyakorisagoktol fiiggéen valamennyi szubsztiticio kiilonbozé rataval
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kovetkezik be. Tovabbi, gyakran hasznalt specidlis modellek még a ,.general
nonreversible” (4ltalanos nem-visszaalakuld) modell, és a Kimura-féle kétparaméteres
modell (Kimura, 1980), amely szerint a tranziciok egyfajta, a transzverziok meg egy
ettdl eltérd rataval kovetkeznek be. Alternativ modell a Tavaré (1986) altal kidolgozott
»general time-reversible” (altalanos, idovel visszaalakuld) (GTR) sztohasztikus modell,
mely hat kiilonb6z6 szubsztiticios rataval dolgozik. A time-reversible modell szerint a
szubsztiticid ratdja annak, hogy egy nukleotid (i) egy masikra cserélddjon (j)
ugyanannyi, mintha ellenkezéleg: j-rél i-re cserélddne a nukleotid. A PAUP*4.0
programcsomagban elérhetd, legosszetettebb és legteljesebb modell a GTR+I+T (six
substitution-type general time-reversible model with some fraction of invariable sites
and rates at variable sites following a gamma distribution).

A fentiek Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy egy bizonyos szekvenciahalmaz
alapjan kiilonboz6é torzsfak készithetok szamitogépes programok segitségével. A
torzsfak elkészitése utan a felhasznalon mulo szakmai feladat annak eldontése, hogy a
létrehozott torzsfak koziil melyeket tekint megalapozottnak, melyek a legvalosziniibbek,

¢s mely eldgazédsok a legmegbizhatobbak.

1.9. Filogenetikai markerként hasznalt szekvenciak
Transzlacios elongdcios faktor alpha fehérjét kodolo gén (tefl)

A ,translation elongation factor 1 subunit alpha” (EF-1a) fehérje a sejten beliil a
citoszolban taladlhato. Eukaryota-knal és Archaea baktériumoknal a fehérjeszintézis
folyamataban elsddleges funkcidja, hogy katalizalja a GTP-fliggd aminoacil-tRNS
komplex felbomlasat és a riboszoma A helyére irdnyitsa azokat (Moldave, 1985). Azért
is az EF-la fehérje a felelés, hogy a megfeleld6 tRNS a megfelel6 mRNS-el
kapcsolodjon Gssze, €s ellendrzi az atirds sebességét €s hiiségét (Merrick, 1992). Az EF-
la fehérje, és igy a fehérjét kodolo gén (fef1) is erdsen konzervalt az él6vilagban, ami
alkalmassa teszi a filogenetikai vizsgalatokra (Cho et al., 1995; Moreira et al., 1999;
Roger et al., 1999). A szekvencidk olyannyira konzervaltak, hogy még az egymastol
legtavolabbi eukaridta fajok esetében is a hasonlosag 55 és 65% kozott van.

A fehérjét kodold fefl gén minden €16 szervezetben megtalalhato, és az ITS-
szekvencidkkal szemben nagy eldénye, hogy a gén csak egy kopidban van jelen a
genomban (Baldauf és Doolittle, 1997). A fajok kozotti és fajon beliili rendszertani

kapcsolatok felderitésére egyarant alkalmas, mint azt Roger ef al. (1999) kiilonb6z6
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fajoknal (pl. Mucor racemosus, Podospora anserina), illetve Druzhinina és Kubicek
(2005) Trichoderma fajoknal bizonyitottdk. Knutsen et al. (2004) Fusarium poae, F.
sporotrichioides és F. langsethiae fajkomplex elkiilonitésére, Skovgaard et al. (2002) a
(2004) szerint a tefl gén alkalmazasa nem megfeleld6 magasabbrendii filogenetikai
kapcsolatok vizsgélatira a gombdk korében. A tefl alkalmazasédnak hatranya, hogy a
fehérjét kodold gén rdévidebb, mint més filogenetikai markerként hasznalt gének.
Mintegy 2 kb hosszliisagl, intront és exont egyarant tartalmazé szakasz. Filogenetikai
vizsgélatunkhoz a fefl gén nagy intronjat tartalmazo fragmentumat valasztottuk (2.

abra).

EF1-
T28F

[ O ree—

116 387 449 728 B66 929
<$—
EF1-
986R

cxon

<2037
2. abra A fefl gén sematikus vazlata, valamint a PCR-ben hasznalt primerek helyzete (Druzhinina és

Kubicek, 2005 nyoman)
Az ITS-régio a fonalas gonbakban

A filogenetikai vizsgalatokhoz mar hosszu ideje a legszélesebb korben hasznalt
konzervativ régiok a sejtmagban és a mitokondriumban taldlhatd riboszomalis rRNS
szekvenciakat kodolo gének (rDNS) (Moncalvo et al., 2002; Avise, 2004). Ezek koziil
is kiilonosen azok, amelyek gyakorlatilag azonos szekvencidju, tandem masolatként
vannak jelen a genomban. Minden egyes masolat rendelkezik kodold és nem-kodolo
régiokkal. A kodolo régiokhoz tartoznak a 18S-t (vagy kis alegységet, Small Subunit,
SSU), az 5,8S-t, valamint a 28S-t (nagy alegységet, Large Subunit, LSU), tovabbé az 5S
riboszoma alegységet kodolo gének (Gerbi, 1985). Ezek sokkal kevésbé variabilisak,
mint a nem-koédold szakaszok, melyek lehetnek atirtak, mint az ITS (Internal
Transcribed Spacer) régiok vagy nem atirodé régiok, mint az IGS (Intergenic Spacer
vagy régebbi nevén NTS [Non Transcribed Spacer]). Az ITS 1 és 2 az SSU, 5,8S és
LSU alegységek kozott helyezkednek el, és azokkal egyetlen transzkripcids egységet
alkotnak. Az IGS1 és 2 régiok az LSU, 5S és SSU alegységek kozott talalhatok
(Gunderson et al., 1987; Lane et al., 1985). Gombakban az 5S alegység altalaban az
rDNS génklaszteren kiviil talalhato, ezért csak egy IGS van az SSU és az LSU kozott
(White et al., 1990).
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Az utobbi években a mikologusok egyre szélesebb korben hasznéljak a fonalas
gombaknal az rDNS-szekvencidkban talalt variabilitdst a taxonok kozotti rokonsagi
viszonyok elemzésére. Népszertiségiik egyik f6 oka, hogy a szekvendland6 régid
céltudatos megvalasztasaval megfeleld variabilitas kaphat6 a taxonok kozotti rokonsagi
viszonyok feltardsahoz: osztaly, csalad, nemzetség, faj, sot faj alatti szinteken is (Hillis
¢s Dixon, 1991; Hibbet et al., 1995; Lutzoni és Vilgalys, 1995; Moncalvo et al., 1995;
Nicholson, 1995; Hopple és Vilgalys, 1999; Pine et al., 1999; Thon és Royse, 1999;
Hibbett és Thorn, 2001; Binder ¢s Hibbett, 2002). Ez azért lehetséges, mert az rDNS
koédolo (LSU, SSU, 5,8S ¢és 5S) és nem kodold (ITS 1 és 2; IGS 1 és 2) eltérd evolucios
ratak szerint fejlodnek.

Mivel a kodold régiok (LSU és SSU) evolucidsan erdsen konzervaltak, és az
évmilliok alatt alig valtozott szakaszok, ezért fOleg egymastdl tavolabbi taxonok
(osztaly, rend, csalad, nemzetség) rokonsagi viszonyainak megéallapitdsara hasznaljak
(Hillis és Dixon, 1991). Ezek koziil fonalas gombaknal a filogenetikai vizsgalatokhoz
leggyakrabban az LSU gént hasznaljak, annak is az 5° végét, amely nagyobb DNS-
szekvenciavariabilitast, és igy tobb filogenetikai informaciot hordoz, mint a gén tobbi,
gyakorlatilag invariabilis része (White et al, 1990). A valtozékony, nem-kodolo
szakaszok (ITS és IGS) evoltcidés mércével mérve viszonylag gyorsan valtoznak, ezért
tobbségében alacsonyabb szintli rendszertani kapcsolatok vizsgéalatanal, példaul kozeli
rokon fajok vagy populaciok egymadstdl vald elkiilonitésénél hasznaljak fonalas
gombaknal, novényeknél és allatoknal (Jorgensen és Cluster, 1988; White et al., 1990;
Bruns et al., 1991; Baldwin, 1992; O’Donnell, 1992; Ritland ef al., 1993; Hsiao et al.,
1994, 1995; Schlotterer et al., 1994; Yan et al., 1995; Mai és Coleman, 1997; Weekers
et al., 2001; Oliverio et al., 2002; Chen et al., 2000, 2002). Ezek koziil az ITS-régiok a
leggyakrabban szekvenalt rDNS-szakaszok, és ennél fogva a filogenetikai analizisek
mellett igen nagy szerepiik van a faji azonositast megkonnyitd szekvencia-adatbazisok
kiépitésében. Szamos taxondmai tanulmany bizonyitja, hogy az ITS-régiok alkalmasak
filogenetikai rokonsagi viszonyok megallapitasara faji és nemzetség szinten egyarant
(Gardes ¢és Bruns, 1993; Graser et al., 1999; Shinohara et al, 1999; Gottlieb és
Lichtwardt, 2001; Nugent és Saville, 2004; Yli-Mattila et al., 2004; Voglmayr ¢és Yule,
2006). Vizsgalatunkhoz az rDNS-régi6 egy olyan szakaszat valasztottuk, amely

tartalmazza a ITS 1 és 2, valamint az 5,8S rDNS-szekvenciat (3. dbra).
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3. abra Az ITS-régiok elhelyezkedésének sematikus vazlata, valamint a PCR-ben hasznalt primerek
helyzete (White et al. nyoman, 1990)

Az ITS-szekvencia analizise a Phoma-k esetében eddig csak kisebb csoportok
elkiilonitd vizsgalatdra korlatozodott. Az ITS-szekvencidkat hasznaltak fel a Phoma
lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria maculans — Leptosphaeria biglobosa
fajkomplex) vizsgalatara (Mendes Pereira et al., 2003), illetve a Phoma tracheiphila
izolatumok elkiilonitésére (Balmas et al., 2005). Fatehi et al. (2003) szintén ezt

hasznalta az ,,Ascochyta pinodes komplex” taxondmai vizsgalatakor.

A p-tubulin-gén

A tubulin fehérje létfontossagu szerepet jatszik az eukariota sejt felépitésében ¢€s
miikodésében, hiszen a mikrotubulusok (melyek a citoszkeletalis rendszer alkotorészei)
jorészt tubulinmolekulakbol épiilnek fel. A 445449 aminosavbol allo tubulin fehérjét
egy 4-8 intront tartalmazo, kb. 1,8 kb nagysagti gén kodol.

A tubulinmolekulat tobb, szerkezetileg nagyon hasonlé fehérje épiti fel, amelyek un.
fehérjecsaladokba csoportosithatok: o (alpha)-, B (beta)-, v (gamma)-, & (delta)-, €
(epsilon)-, { (zeta)-, n (eta)-tubulin (McKean et al., 2001). A hét csoport koziil az a
(alpha)- és a B (beta)-tubulin fordul elé a legnagyobb szamban az eukaridta sejtben,
mivel egymassal heterodimert alkotva ezek a mikrotubulosok elsddleges épitokovei.
Mivel minden eukariota sejt tartalmaz mikrotubulusokat, igy tubulin molekulakat is,
ezért feltételezhetd, hogy a tubulin eredete egyidejli az eukaridta szervezetek
megjelenésével, ami mintegy 1,6 millidrd évvel ezel6tti iddszakra teheté (Wang ef al.,
1999). A kdzelmultban azonban tubulinhomoldég molekulat talaltak baktériumokban is,
mely az FtsZ nevet kapta (Ent ef al., 2001). Ez feltételezi, hogy a tubulinmolekula
eredete az evolucio soran a Prokariota és Eukariota fejlédési utvonal szétvalasa eldtti
idészakra tehetd. Tehat a tubulinmolekula eredete meglehetdsen visszanyulik az iddben,
ugyanakkor meglepé6 moddon azt tapasztaljuk, hogy az a-, és f-tubulin szekvenciai,
kiilonosen az N-terminalis véget kodold régidban, rendkiviili mértékben konzervativak
maradtak az evolucio6 soran (Little et al., 1981). A két fehérjét (a-, és B-tubulint) kdédold

gének szekvencidi 65-70% os hasonldsdgot mutatnak, barmelyik eukaridta taxon kdzott
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(Baldauf et al., 2000). Egyes Osi taxonoknal, mint pl. a kovamoszatok, a B-tubulin
fehérjét kodold gén szekvenciai kozott a kiilonbség kisebb mint 2,8%, ami az aminosav-
sorrendben nem is fejezddik ki (Armbrust és Galindo, 2000). Ez a magas fokl
konzervativitas, illetve alacsony variabilitdas a tubulint felépitd fehérjék kodolo
génjeinek szekvencidiban a tubulinnak a mikrotubulusok felépitésében betoltott
funkcionalis és strukturalis szerepének koszonhetd (Burns és Surridge, 1994).

A fentebb leirtaknak megfeleléen a tubulint felépitd fehérjéket kodold gének,
kiilonosképpen a S-tubulin gén, egyre nagyobb figyelmet kap kiilonb6zd (evolucidosan
egymashoz kozel és tavol elhelyezkedd) taxonok kozotti evoluciés rokonsagi
kapcsolatok elemzésében (Keeling €s Doolittle, 1996; Baldauf et al., 2000). A gént
alkalmaztdk mar filogenetikai vizsgalatokra egysejtiieknél, allatoknal, ndvényeknél és
gombéknal egyarant (Mages et al., 1995; Keeling et al., 1998; Schutze et al., 1999;
Ayliffe et al., 2001, Edgcomb et al., 2001; Hansen et al., 2004; Yli-Mattila et al., 2004).
Voigt et al. (2005) egyéb gének, koztiik az ITS-szekvencidk mellett a f-tubulin gént is
alkalmaztdk a Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria maculans —
Leptosphaeria biglobosa fajkomplex) vizsgalatara, hasonloképpen Fatehi ef al. (2003)
az ,,Ascochyta pinodes komplex” taxondmai vizsgalatakor.

Landvik et al. (2001) a B-tubulint alkotd6 aminosavak szekvencidjanak egy részét
probaltak ki magasabb rendli taxonok elkiilonitésében az Ascomycota térzson beliil.
Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a S-tubulin gén kevésbé alkalmas magasabb szintli
rendszertani kapcsolatok elemzésére, mint mas gének, ugyanakkor a p-tubulin gén
informativnak bizonyult alacsonyabb szintli rendszertani kapcsolatok elkiilonitésében
(Jong et al., 2001; O’Donnell ef al., 1998; Schoch et al., 2001). Vizsgalatunkhoz a /-
tubulin gén olyan szakaszat valasztottuk (4. 4bra), mely alkalmasnak bizonyult a
taxonok kozotti filogenetikai kapcsolatok feltarasara fonalas gombak korében (Glass és

Donaldson, 1995; O’Donnell és Cigelnik, 1997).

b)
Bt2a
M Exon - Exon H Exon
352 847
—
Bt2b

4. abra A p-tubulin régié sematikus vazlata, valamint a PCR-ben hasznalt primerek helyzete (Glass és
Donaldson, 1995, valamint O'Donnell és Cigelnik, 1997 nyoman)
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2. Anyag és modszer
2.1. Morfologiai vizsgalatok

Munkank soran kilenc, kiilonb6z6 forrasbol szarmazd Phoma-szeri taxon huszonkét
izolatumat (2. tablazat) vizsgéaltuk morfoldégiai ¢és molekularis bélyegek
Osszehasonlitdsaval. A Phoma fajok taxondmidjanak elfogadott koncepciodja in vivo és
in vitro stabil morfologiai és tenyésztési paraméterek standardizalt feltételek melletti
jellemzésén alapul (van der Aa et al. 1990).

Morfologiai vizsgalatainkhoz 5 mm atmérdjii micéliumkorongokat vagtunk ki a
telepek aktiv novekedésii széleibol €és Petri-csészékben 1évo taptalaj kozepére helyeztiik.

A vizsgilt taptalajok a kovetkezok voltak:

Malatakivonat agar (malt-extract agar, MA), amely 40 g malatakivonat (Oxoid) és 20
g agart tartalmaz egy liter desztillalt vizben.

Zabliszt agar (Oatmeal agar, OA), amelyet 20 g zabpehely 0,5 1 desztillalt vizben valo
felf6zésével készitettiink, majd sajtkendén vald atsziirés utan, desztillalt vizzel 1 I-re

egészitettlink ki, és 20 g agart adtunk hozza.

Egy hétig sotétben, 20 °C hémérsékleten torténd inkubalast kovetden megmeértiik a
telepatmérodket, tovabba feljegyeztiik a micéliumszovedék szinét, valamint a tenyészet
felszini és fondki részének a szinét Rayner (1970) szinskéaldjanak megfelelden.
Feljegyeztik az egyéb morfologiai jellemzoket is (a telep alakja, szektorképzés,
légmicélium jellege). Ezt kovetéen a 9 cm atmérdjii Petri-csészéket a piknidium
képzddését eldsegitd 13 o6ras NUV (ultraibolya kozeli, near ultraviolet) blacklight
fluorescent lamp megvilagitast, 11 oras sotét periodusu ciklusokkal inkubaltuk.

Két hét elteltével ismét feljegyeztiik a telepek jellemzodit. A harmadik héten
megvizsgaltuk a piknidiumok, konidiumok és egyéb képletek (pl. klamidosporak)
morfologidjat, ¢és mikroszkopi méréseket végeztiink. A konidiumok méretét

olajimmerzids objektivvel, 1250x-es nagyitas mellett 30 mérés alapjan hataroztuk meg.

A fényképeket Canon PowerShot A520 digitalis kameraval készitettiik.
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2. tablazat A vizsgalatokba bevont Phoma-szeri fajok és izolatumok listdja

Alternativ

GenBank hozzaférési szamok (*)

Izolatum o ., . Izolalas -
széma 1zol;%tum Fajnév Gazdanovény helye Gytijtotte Teft® ITS® Btubulin'
Szam
D/035 | BT-15 Phoma Glycine max Hungary Walcz1. | EU543973 EU573015 EU541416
pinodella
D/045 | PD82/550 | P.pinodella if};iiﬁm Hungary | KéviesGJ. | EU543971 EUS573025 EU541417
PD 77/165 . . . -
D/046 MYA-411 P. pinodella Pisum sativum Hungary Kovies G.J. EU543972 EU573024 EU541419
D/095 N.A. P. pinodella P. sativum Hungary Gergely L. EU543970 EU573027 EU541418
CBS 318.90 4 _ Nether- M.E.
D/159 PD 81/729 P. pinodella P. sativum lands Noordeloos EUS595355 EUS573028 EUS595352
MYA-406 B iy
D/054 PD9%/1135 P. sojicola G. max Hungary Kovies G.J. EUS543974 EUS573023 EUS541434
CBS 567.97 N -
D/056 PD 972160 P. sojicola G. max Hungary Kovies G.J. EU543976 EU573026 EUS541433
D/050 | CBS301.39 Z{éﬁ”cm G. max Germany | K.Béning | EU595356 EU573029 EU595357
D075 | N.A. Phoma. exigua | " Poland Kovics G.J | EU543982 EU555533 EU541421
var. exigua
D077 | N.A. 2;4’5”“ Vat- | G. max Poland Kévics G.J. | EU543983 EU573010 | EU541422
Ph 58 P. exigua var. Petroselinum J. Marcin-
D/063 | \1x 408 exign erispum Poland Cowska EU543975 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 EU541427
P. exigua var. New M.
D/1s8 [ 1CMP 15330 | -0 Agapanthus sp. |, 0t | g e | EUS43981 EU573008 EU541428
D157 | ICMP 13336 | P. exigua Cucurbita New P.G. EU543980 | EUS73007 | EUS41429
maxima Zealand Broadhurst
D071 | PD 86/73 P. exigua var. | Linum usita- Hungary | KoviesGJ. | EUS43979 | EUS73009 | EUs41423
linicola tissimum
D/072 | PD 75/907 P. plurivora i‘gflfiv’;“g" Australia | J. de Gruyter | EU552929 EU573018 EU552932
D/155 | ICMP 6875 | P. plurivora Pennisetum New PR. EU552930 | EUS73019 | 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. Zflt\;?:lj’ld C.F. Hill EUS543968 EUS573017 EUS541426
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. EUS543986 EUS573022 EU541430
lands Boerema
D/144 | N.A. f;;lf’e‘lﬁhy ta Cicer arietinum | Australia NA. BU595354 EU595358 EU595353
CBS Didymella o . H.A. van der
D/160 581.83A rabici C. arietinum Syria Aa EU543978 EUS573020 EU541432

Al=Agrobotanikai Intézet, Tapioszele
BT=Pannon Egyetem, Takarmanytermesztési Kutat6 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 Szolgélat) Wageningen, Hollandia
* GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) hozzaférési szamok

® transzlaciés elongéciés faktort kodold gén (fef1), részleges szekvencia

© 18S riboszomalis RNS gén, részleges szekvencia; internal transcribed spacer 1, 5.8S riboszomalis RNS, internal
transcribed spacer 2, teljes szekvencia, valamint 26S riboszémalis RNS gén részleges szekvencia
4 B-tubulin kodolé gén, részleges szekvencia
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2.2. Molekularis vizsgdlatok
DNS-izoldlas

Az izolatumokat 50 ml malatakivonat-tapoldatban tenyésztettiik 48 oran 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-izoldlasat a Fungal DNA Kit (Omega, D1090) alkalmazaséaval
végeztiik a gyari protokollt kdvetve (1. melléklet).

Polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulo vizsgalat

A PCR-t 50 pl térfogatban végeztiik, amely a kovetkezd dsszetevOket tartalmazta: 25 pl
2X PCR Master Mix (Fermentas, KO171), 2 ul genomi DNS (0,5-1 pg), 2-2 ul forward
¢és reverse primer (10 pmol/ul), 19 pl steril, nukleazmentes viz (Fermentas, #R0581). A
PCR koriilményei az egyes fragmentumok felszaporitasa soran a kovetkezok voltak:

A transzldcios elongacios faktor esetében a DNS-felszaporitdshoz hasznalt
inditészekvencia (primer)-par az EF1-728F: 5’-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’
20bp, valamint az EF1-986R: 5’-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3’ 20bp (Druzhinina
¢s Kubicek, 2005) volt. A reakcio koriilményeit az alabbiak szerint allitottuk be: elso
lépésként kezdeti denaturalas tortént 95 °C-on, 3 percen at, amit 5 cikluson keresztiil
tovabbi denaturalas kovetett 95 °C-on, 1 percig, majd a primerkotédés (annellacid) 56
°C-on, 1 percig, végiil pedig a polimerizacié 72 °C-on, 1 percen at. Ezutan 25 cikluson
keresztiil denaturalds 95 °C-on, 1 percig, majd az annellacié 56 °C-on, 1 percig, €s
végilil a polimerizacid6 72 °C-on, 1 percen keresztiil. Befejezésiil egy 15 perces
polimerizaci6 kovetkezett 72 °C-on.

Az ITS-fragmentum felszaporitasahoz a kovetkezd primerpart hasznaltuk: SR6R: 5'-
AAG TAG AAG TCG TAA CAA GG-3' (SSU) 23 bp; az LR1: 5'- GGT TGG TTT
CTT TTC CT-3' (LSU) 17 bp (White ef al., 1990). A reakcid koriilményeit az aldbbiak
szerint allitottuk be: elsd 1épésként kezdeti denaturalas tortént 95 °C-on, 3 percen at,
amit 5 cikluson keresztiil tovabbi denaturdlas kovetett 95 °C-on, 1 percig, majd az
annellacio 50 °C-on, 1 percig és végiil a polimerizacié 72 °C-on, 1 percen at. Ezt
kovette 25 cikluson keresztiil a denaturdlas 95 °C-on, 1 percig, majd az annellacié 50
°C-on, 1 percig, és végiil a polimerizacié 72 °C-on, 1 percen keresztiil. Végiil egy 15

perces polimerizacio kovetkezett 72 °C-on.
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A p-tubulin fragmentum felszaporitasahoz a Bt2a: 5’GGT AAC CAA ATC GGT
GCT GCT TTC 3’ 24bp és a Bt2b: 5’ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC 3’ 24
bp (Glass és Donaldson, 1995) primerpart hasznaltuk. A reakcid koriilményeit az
alabbiak szerint allitottuk be: elsé 1épésként kezdeti denaturalds tortént 95 °C-on, 3
percen at, amit 5 cikluson keresztiil tovabbi denaturalas kdvetett 95 °C-on, 1 percig,
majd az annellaci6 58 °C-on, 1 percig, és végiil a polimerizacié 72 °C-on, 1 percen at.
Ezt kovette 25 cikluson keresztiil denaturalas 95 °C-on, 1 percig, majd az annellaci6 58
°C-on, 1 percig és a polimerizacié 72 °C-on, 1 percen keresztiil. Befejezésiil egy 15
perces polimerizacio kovetkezett 72 °C-on.

A PCR-t az MWG Biotech Inc. Primus 25 (Milton Keynes, UK) tipusu késziilékével
végeztik.

A PCR-termék tisztitasa és koncentralasa

A termékek tisztitasat a Millipore cég Microcon Centrifugal Filter Devices termékei

koziil az YM-100 (Millipore, 42413) tipusuval végeztiik (2. melléklet).

DNS-szekvenalas

A felszaporitott és tisztitott PCR-termékek szekvenalasat az MWG Biotech, Germany
cég végezte téritéses megbizassal. Az altaluk alkalmazott szekvenalds a Sanger-féle
modszeren alapszik (Sanger et al., 1977), és az ABI cég altal fejlesztett gépekkel
végzik. A szekvenalas megbizhatdsagat az ISO nemzetkdzi mindségbiztositasi szabvany

(DIN EN ISO 9001:2000) garantalja.

2.3. Filogenetikai analizisek

A kiilonbozo elemzéseket egy Intel Pentium 4 CPU 2,4 GHz teljesitményti é¢s 1 GB
1997) program felhasznalasaval rendeztiik 0ssze, majd a GeneDoc (Nicholas et al.,
1997) program segitségével manudlisan finomitottuk az illesztést, ahol sziikséges volt.
Az evolucios modellek kivalasztasdhoz 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 alkalmazésaval végeztiik el.
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2.3.1. A filogenetikai elemzésekhez hasznalt programok

Az utobbi években szdmos programcsalddot fejlesztettek ki filogenetikai elemzések

céljabol. Ezek koziil a munkénk soran alkalmazottak révid ismertetésére szoritkozom.

ClustalX

A program elsdlegesen egy tobbszords szekvenciarendez6 funkcidval ellatott program,
mely nagyszamu nukleotid- illetve fehérjeszekvenciakkal egyarant képes dolgozni. A
program altal Iétrehozott fajlok konnyen felismerhetok egyéb torzstakészité programok
szamara. A program megalkotéi Thompson et al. (1997) voltak. A ClustalX egy
ingyenes program, mely barki szamara hozzaférheté az aldbbi web cimen:

http://www.uk.plbio.kvl.dk/bioinfo.htm

Genedoc

A program szintén egy tobbszords szekvenciaszerkesztd és -rendezd program, amely
lehetdvé teszi, hogy a kiillonb6zd programok — koztik a ClustalX — altal készitett
Osszerendezéseket manudlisan finomitani tudjuk. Erre azért van sziikség, mert a
felhasznaldo megfeleld szakismeret birtokdban gyakran tovébb tudja optimalizdlni a
programok altal készitett dsszerendezést, és igy megtalalni a legnagyobb homologiat a
szekvenciak kozott. A program, melyet Nicholas et al. alkottak 1997-ben, szintén

ingyenesen hozzaférhetd barki szamara: http://www.uk.plbio.kvl.dk/bioinfo.htm

TreeView

Egy egyszeri program filogenetikai torzsfak rajzolasra és nyomtatasara, melyhez a
kiilonb6z6 torzsfakészitd programok adatait hasznélja. A program a legtdbb analizishez
hasznalt fajlformatumot kezeli (Nexus ¢és Phylip). A program alkotdja Page (1996). Ez a
program is  ingyenes ¢és a  kovetkezd  weboldalrol  tolthetd  le:

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html
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Paup*

A Paup*4.0 (Swofford, 2000) jelenleg az elsdszam torzsfakészitd program. A program
a ClustalX, illetve a Genedoc altal készitett adatfijlokbol dolgozik és tobbféle
filogenetikai elemzés, koztiik az Aaltalunk kivalasztott Maximum Parsimony &s
Maximum Likelihood analizis, elvégzésére is alkalmas. A PAUP* a NEXUS
fajlformatumot kezeli mind bemend, mind kimend adatként. Egy viszonylag olcso,
barki szamara elérhet6 programrdl van sz6, mely a Sinauer Associates, Sunderland,
Massachusetts szellemi tulajdona. A program megrendelhetd és megvasarolhaté a

kovetkez6 honlapon: http://paup.csit.fsu.edu/

MrBayes

A MrBayes (Huelsenbeck, 2000), egy un. bayesian megkozelitésen alapul6 filogenetikai
torzsfakészitd program. A legljabb verzidja a 3.1, amely szdmos 0j kiegészitést és
javitast tartalmaz az el6z6 verziokhoz képest. A program a Nexus formatumot kezeli
bemend adatként és egyarant telepithetdé Macintosh, Windows, és UNIX rendszerek

alatt. A program letolthet6 a kovetkezd honlapon: http://mrbayes.scs.fsu.edu/

Modeltest

Posada ¢s Grandall (1998) altal kifejlesztett program, mely megadja azt a
nukleotidszubsztiticiés modellt (evoluciés modellt), amely a legjobban megfelel az
elemezni kivant adatnak. A program 56 evolucidés modell koziil valaszt, és 3 kiilonb6zd
tipust modell-szelekcios kritériumot alkalmaz: Hierarchical Likelihood Ratio Tests
(HLRTs), Akaike Information Criterion (AIC), és Bayesian Information Criterion
(BIC). A program  ingyenesen  letdlthetd a  kovetkez6  honlaprol:

http://darwin.uvigo.es/software/modeltest.html
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2.3.2. Maximum Likelihood analizis

Az evoluciés modellek tesztelését a Modeltest v.3.7 (Posada és Grandall, 1998)
programmal végeztiikk és az Akaike Information Criterium (AIC), valamint a
Hierarchical Likelihood Ratio Test (HLRT) teszteket haszndltunk a modellek
kivalasztasahoz. Mindhdrom esetben az AIC szerint valasztottuk meg az evolucids
modelleket. A filogenetikai elemzést a Paup*4.0b programmal végeztiik.

Az ITS-fragmentum elemzéséhez a GTR+I evolicidos modellt valasztottuk a
kovetkezd paraméterekkel: az egyes bazisok gyakorisaga (A=0,2987, C=0,2158,
G=0,2482, T=0,2373), a 6 lehetséges szubsztitucid paraméterei (A-C=0,5286, A-
G=3,9034, A-T=1,5164, C-G=0,2882, C-T=0,9530, G-T=1,000), azonos eloszlasuak,
allandé bazishelyek aranya 0,8475. A tefl-fragmentum elemzésekor a TVM+I+I"
evolucios modell kertilt kivalasztasra, ahol az egyes bazisok gyakorisaga (A=0,1858,
C=0,3062, G=0,2337, T=0,2744), a 6 lehetséges szubsztiticid paraméterei (A-
C=1,9115, A-G=3,4463, A-T=1,8477, C-G=1,7686, C-T=3,4463, G-T=1,000), gamma
eloszlasuak, melynek alakparamétere 2,9239, az allandd bazishelyek aranya 0,3076. A
[-tubulin fragmentum elemzéséhez a GTR+I" evolucidos modellt valasztottuk, ahol az
egyes bazisok gyakorisaga (A=0,1883, C=0,3027, G=0,2686, T=0,2404), a 6 lehetséges
szubsztitiicio paraméterei (A-C=1,7611, A-G=3,7036, A-T=3,0483, C-G=0,5541, C-
T=9,8991, G-T=1,000), gamma eloszlastiak, melynek alakparamétere 0,3759, az allando
bazishelyek aranya 0. A bootstrap analizist nem végeztiik el, mivel az egyetlen fa
esetében is tobb honapba kertilt volna az altalunk hasznalt szamitégépes rendszernek. A

torzsfak megrajzolasdhoz a TreeView (Page, 1966) programot hasznaltuk.

2.3.3. Parsimony analizis

A Parsimony tipusu filogenetikai elemzést a Paup*4.0b programmal végeztik. A
keresés soran ,,branch swapping” tipusu heurisztikus, Tree Bisection and Reconnection
(TBR) stratégidju ujrarendezést (TBR) alkalmaztunk. A TBR az jelenti, hogy a torzsfat
két részre bontjak, amelyeket majd ismét parositanak egy ujabb eldgazison keresztiil. A
folyamat az Osszes lehetséges elagazast szdmitasba veszi, majd kivalasztja koziilik a
legvalosziniibbet. Az elemzés soran minden egyes karaktert azonos sullyal vettlink
figyelembe, az Osszerendezésben szerepld kihagyasokat (gap-eket) pedig hidnyzo

adatként kezeltiink. A torzsfa stabilitdsat bootstrap analizissel ellendriztik 1000
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ismétlést alkalmazva. A torzsfak megrajzolasahoz a TreeView (Page, 1966) programot

hasznaltuk.

2.3.4. Bayesian analizis

Az evoluciés modellek tesztelését a Modeltest v.3.7 (Posada és Grandall, 1998)
programmal végeztiik Bayesian Information Criterium (BIC) tesztet alkalmazva.

Az ITS-fragmentum elemzéséhez a TrNef+I evolicidos modellt valasztottuk a
kovetkezd paraméterekkel: az egyes bazisok gyakorisdga egyenld, a 6 lehetséges
szubsztitlicio 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 eloszlasuak, alland6 bazishelyek aranya 0,8497.

A tefl fragmentum elemzésekor a TrNef+I+1" evolucidés modell keriilt kivalasztasra,
ahol az egyes bazisok gyakorisdga egyenld, a 6 lehetséges szubsztitlicié 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
eloszlasuak, melynek alakparamétere 2,8788, az allando bazishelyek aranya 0,3015.

A p-tubulin fragmentum elemzéséhez a TrNef+I" evolicidos modellt valasztottuk,
ahol az egyes bazisok gyakorisdga egyenld, a 6 lehetséges szubsztitlicié 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 allandé bazishelyek aranya 0. Az
MCMC (Larget és Simon, 1999; Mau et al., 1999) algoritmust a MrBayes (Huelsenbeck
¢s Ronquist, 2001) programmal végeztik. Az algoritmust egymillid generacion
keresztiil futtattuk és minden szazadik torzsfat mintavételeztiik.

Az egyes filogenetikai anailizisekbe kiilsé elemekként tovabbi fajok tefl (3.
tablazat), ITS (4. tablazat) és f-tubulin (5. tablazat) szekvenciait is bevontuk a torzsfak
teljesebbé tétele végett. A szekvencidkat a http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ honlaprol
toltottiik le. A Didymella fabae az Ascochyta fabae a Didymella lentis pedig az
Ascochyta lentis teleomorf alakja (Kaiser et al, 1997). A torzsfak elkészitéséhez a
TreeView (Page, 1966) programot alkalmaztuk, melyet utdlag a CorelDraw rajzolo

program segitségével tettliink szemléletesebbé.
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GenBank
Fajnév Izolatum kod hozzaférési
szamok

teleomorf: Didymella pisi
anamorf: Ascochyta pisi AP2 DQ386494
(Chilvers et al., 2008)
teleomorf: Didymella lentis
anamorf: Ascochyta lentis SAT AL AY831546
(Kaiser et al., 1997)
Ascochyta fabae f. sp. viciae
(= Ascochyta fabae) AVII DQ386498
teleomorf: Didymella lentis
anamorf: Ascochyta lentis AL DQ386493
teleomorf: Didymella fabae
anamorf: Ascochyta fabae AF1 DQ386492
(Kaiser et al., 1997)
Phoma pinodella WAC 7978 AY831545

GenBank
Fajnév Izolatum kod hozzaférési
szamok

Phoma exigua var. N.A. AY899262
heteromorpha
Phoma exigua CSL 20316964 AY550992
Phoma exigua var. populi CBS 100167 AF268189
Phoma exigua N.A. AY927784
Phoma herbarum N:A. DQ132841
Phoma herbarum ATCC 12569 AY?293803
Phoma pinodella VPRI 32177 DQO087402
Phoma pinodella VPRI 32171 DQ087400
Phoma pinodella WAC 7978 AYS831556
Phoma pinodella CBS 318.90 AY831562
Phoma glomerata N.A. AF126816
Ascochyta sp. Georgiab DQ383955
Ascochyta pisi AP1 DQ383954
Ascochyta lentis MU ALI AY131201
Didymella lentis ALl DQ383953
Didymella fabae AF1 DQ383952
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AYS831558

3. tablazat A tefl fragmentumok alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe kiilsd
csoportként bevont fajok és izolatumok listaja, valamint tef1 szekvenciajuk hozzaférési szama

4. tablazat Az ITS-fragmentumok alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe bevont fajok
és izolatumok listaja, valamint ITS-szekvenciajuk hozzaférési szama
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5. tablazat A fS-tubulin fragmentumok alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe bevont
fajok és izolatumok listaja, valamint S-tubulin szekvenciajuk hozzaférési szama

GenBank
Fajnév Izolatum kod hozzaférési
szamok

Phoma pinodella CBS 318.90 AY831517
Phoma pinodella WAC 7978 AYS831511
Phoma exigua WAC 7988 AY831509
Phoma medicaginis CBS 316.90 AYS831518
Phai'na n?eflicaginis var. P3 DQ109962
medicaginis
Ascochyta lentis SAT AL AY831508
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AYS831513
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3. Eredmények
3.1. Morfologiai vizsgalatok

A tenyészetek morfologiai tulajdonsdgai kozott kétféle taptalajon kialakuld
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) és egy Phoma exigua var. linicola
(D/071) izolatumnal figyeltiink meg.

3.1.1. A Phoma pinodella D/035 izolatumanak morfolégiaja

Malatakivonat agaron (MA): a ndovekedési rata: 55—-65 mm; a telep alakja szabdlyos,
szine halvanysarga-sarga, a szegély halvanyabb; a sugériranyu fonalassag kifejezett; a
1égmicélium vékony, sziirkés, barsonyos; a telep fonaki nézete halvanysarga-sarga (5/A,
C abra).

Zabliszt agaron (0A): a novekedési rata: 55-65 mm; a telep alakja szabalyos,
egyenletes korvonallal rendelkezik; a telep szine kozépen oliva, zoldes-oliva, a
szegélynél halvanyabb; hatarozottan sugaras novekedésli; kevés Iégmicélummal

rendelkezik; a telep fonaki nézete rendszerint s6tét-oliva-sziirke (5/B, D abra).

5. abra A Phoma pinodella D/035 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt agar
(B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fondki nézete
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Piknidiumok is bdéségesen képzddnek; sziniik fekete, felsziniik csupasz, maganyosak
vagy csoportosan fordulnak eld; alakjuk gombdlyli vagy szabalytalan; osztiolummal
rendelkeznek; 100-250 pm nagysaguak; a piknidium fala 4-6 rétegd,
pszeudoparenchimatikus, szogletes sejtekbdl all (6/A éabra).

Klamidosporak bdségesek, maganyosak vagy lancokat alkotnak, interkaldrisan vagy
terminalisan keletkeznek, alakjuk gombolyli vagy hengeres, méretiik: 10-20 x 10-20
um (6/B, C abra).

A boéségesen keletkezd konidiumok egysejtiiek, ritkan egy valaszfaluak, sziniik hialin
vagy fehéres, alakjuk kerekded-ellipszoid; méretiik nagyon valtozatos: atlagosan 4,4—
6,9 x 2,5-3,6 um (6/D é&bra). A NaOH-préba negativ, ¢és kristalyképzodést nem
figyeltiink meg.

6. abra A Phoma pinodella D/035 izolatumanak (A) piknidiuma (obj.:10x), (B) klamidosporai (obj.:10x,
C obj.:40x) és konidiumai (D, obj.:100x)

3.1.2. A Phoma pinodella CBS 318.90 izolatumanak morfolégiaja
Malatakivonat agaron (MA): a ndvekedési rata: 52—55 mm,; a telep alakja szabalyos,

szine kozépen oliva vagy oliva-sziirke, a szegély halvanyabb; a sugériranyt fonalassag
kifejezett; a 1égmicélium vékony, sziirkés, barsonyos; a telep fonaki nézete oliva (7/A,
C abra).

Zabliszt agaron (0A): a novekedési rata: 50-65 mm; a telep alakja szabalyos,
folytonos korvonallal rendelkezik; szine oliva-z6ld, oliva-sarga vagy oliva szinii, a
szegélynél halvanyabb, sargds; hatdrozottan sugaras novekedésii; kevés légmicélummal

rendelkezik; a telep fonaki nézete rendszerint s6tétebb oliva-sziirke (7/B, D abra).
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7. abra A Phoma pinodella CBS 318.90 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt
agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

Piknidiumok bdségesen keletkeznek, 4altaldban koncentrikus gytirtikben, de a
légmicéliumban és az agarban elszortan is megtalalhatok; sziniik fekete, felsziniik
csupasz, maganyosak vagy csoportosan fordulnak el6; alakjuk gombdlyli vagy
szabalytalan; osztiolummal rendelkeznek; 100-300 um nagysaguak; a piknidiumok fala
4-6 rétegli, pszeudoparenchimatikus, szogletes sejtek épitik fel (8/A ébra).

Klamidosporak bdségesen képzodnek interkaldrisan vagy terminalisan, maganyosak
vagy lancokban keletkeznek, alakjuk gombolyli vagy hengeres, méretiik: 8—20 x 815
um (8/B abra).

A bdségesen keletkezd konidiumok egysejtiiek, ritkan egy valaszfaluak, sziniik hialin
vagy fehér, alakjuk kerekded-ellipszoid; méretiik nagyon valtozoé: atlagosan 4,7-7,4 x
2,5-3,4 um (8/C, D abra). A NaOH-proba negativ és kristalyképzodést nem figyeltiink

meg.
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8. abra A Phoma pinodella CBS 318.90 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x), klamidosporai (B,
obj.:16x) és konidiumai (C, D, obj.:100x)

3.1.3. A Phoma pinodella D/095 izolatumanak morfolégiaja

Malatakivonat agaron (MA): a novekedési rata: 52—-55 mm; a telep kdzepén oliva
vagy oliva-sziirke, a szegély halvanyabb, fehéres szinli; a sugdriranyt fonalassag
kifejezett; a Iégmicélium vékony, sziirkés, barsonyos; a telep fondki nézete oliva, oliva-
sarga szinii (9/A, C abra).

Zabliszt agaron (0A): a ndvekedési rata: 50-60 mm; a telep szabélyos, egyenletes
korvonallal rendelkezik; oliva-sarga vagy oliva szinli, a szegélynél halvanyabb;
hatarozottan sugaras novekedésii; kevés légmicélummal rendelkezik; a telep fondki
nézete oliva, oliva-sziirke (9/B, D abra).

Piknidiumok nagy szdmban keletkeznek, altalaban koncentrikus gytiriikben, de a
légmicéliumban és az agarban elszortan is képzddnek; szinlik fekete, felsziniik csupasz,
maganyosak vagy csoportosan fordulnak el6; alakjuk gombolyli vagy szabalytalan;
osztiolummal rendelkeznek; 100275 pm nagysaguak; a piknidiumok fala 4—6 rétegii,
pszeudoparenchimatikus, szogletes sejtek alkotjak (10/A é4bra).

Klamidosporak bdségesen képzddnek interkaldrisan vagy termindlisan, maganyosak
vagy lancokban keletkeznek, alakjuk gdmbolyli vagy hengeres, méretiik: 7-18 x 7—14
um (10/B, C 4bra).

A bdségesen keletkezd konidiumok egysejtliek, ritkan egy valaszfaluak, sziniik hialin
vagy fehér, alakjuk kerekded-ellipszoid; méretiik rendkiviil valtozé: atlagosan 4,6—7,3 x
2,4-3,7 um (10/D abra). A NaOH-préba negativ, €s kristalyképzddést sem figyeltiink

meg.
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9. abra A Phoma pinodella D/095 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt agar
(B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

.. ' -
.

10. abra A Phoma pinodella D/095 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x), klamidosporai (B, C,
obj.:16x) és konidiumai (D, obj.:100x)
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3.1.4. A Phoma pinodella PD 82/550 izolatumanak morfologiaja

Malatakivonat agaron (MA): a ndovekedési rata: 56—62 mm; a telep alakja szabdlyos,
szine kozépen sargés, oliva-sarga, oliva-barna, a szegély halvanyabb, sargas-fehér,
fehér; a sugariranyu fonalassag kifejezett; a 1égmicélium vékony, sziirkés, barsonyos; a
telep fondki nézete oliva-sarga (11/A, C dbra).

Zabliszt agaron (0A): a novekedési rata: 58—-68 mm; a telep alakja szabdlyos,
egyenletes korvonallal rendelkezik; szine barnas-oliva vagy oliva, a szegélynél
halvanyabb; hatarozottan sugaras novekedésii; kevés légmicélummal rendelkezik; a

telep fondki nézete halvany oliva, oliva-sziirke (11/B, D abra).

11. abra A Phoma pinodella PD 82/550 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt
agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

Piknidiumok bdségesen keletkeznek, altaldban koncentrikus gytirtikben, de a
légmicéliumban és az agarban elszortan is képzddnek; szinilik fekete, felsziniik csupasz,
maganyosak vagy csoportosan fordulnak eld; alakjuk gombolyli vagy szabalytalan;
osztiolummal rendelkeznek; 100-290 um nagysaguak; a piknidiumok fala 46 rétegi,
pszeudoparenchimatikus, szogletes sejtek alkotjak(12/A abra).

Klamidosporak bdségesen képzddnek interkalarisan vagy termindlisan, maganyosak
vagy lancokban keletkeznek, alakjuk gombolyli vagy hengeres, méretiik: 10-20 x 10-15
um (12/B, C abra).
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A boéségesen keletkezd konidiumok egysejtiiek, ritkan egy valaszfaluak, hialinok
vagy fehéres szintiek, alakjuk kerekded-ellipszoid; méretiik nagyon variabilis: 4tlagosan
4,1-7,1 x 2,4-3,6 um (12/D éabra). A NaOH-proba negativ, és kristalyképzodést sem
figyeltiink meg.

12. abra A Phoma pinodella PD 82/550 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x), klamidosporai (B
0bj.:16x, C, obj.:40x) és konidiumai (D, obj.:100x)

3.1.5. A Phoma pinodella PD 77/165 izolatumanak morfologiaja

Malatakivonat agaron (MA): a ndvekedési rata: 50-55 mm,; a telep alakja valtozatos
megjelenésii: szine fehér, sargas-fehér (13/A dbra), 6zbarna, vagy barnas-sarga (14/A, B
abra), pelyhes szegéllyel (nagyon véltozatos); a sugérirany fonalassag kifejezett; a
légmicélium vékony, sziirkés, barsonyos; a telep fondki nézete szintén fehér (13/C
abra), barnéas-fehér, a szélénél fehéredd (14/C abra) esetenként barna gytriivel
rendelkezd (14/D éabra).

Zabliszt agaron (0OA): a novekedési rata: 60-65 mm; a telep szabalyos alaku,
valtozatos megjelenésli, egyenletes korvonallal rendelkezik; szine oliva-zold, oliva-
sarga vagy oliva, a szegélynél halvanyabb; hatarozottan sugaras novekedésii; kevés

légmicélummal rendelkezik; a telep fondki nézete halvany-oliva (13/B, D é4bra).
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13. abra A Phoma pinodella PD 77/165 izolatuménak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt
agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

14. abra A Phoma pinodella PD 77/165 izolatumanak tovabbi 2 tenyészete azonos koriilmények kozott
malatakivonat agar taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

Piknidiumok nagy szdmban keletkeznek altalaban koncentrikus gytriikben, de a
légmicéliumban és az agarban elszortan is elhelyezkedhetnek; fekete szintiek, felszintik
csupasz, maganyosak vagy csoportosan fordulnak eld; alakjuk gombdlyli vagy
szabalytalan; rendelkeznek osztiolummal; 100-240 um nagysaguak; a piknidiumok fala

4-6 rétegli, pszeudoparenchimatikus, szogletes sejtekbdl all (15/A ébra).
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Klamidosporak bdségesen képzddnek interkalarisan vagy termindlisan, maganyosak
vagy lancokat alkotnak, alakjuk gombolyli vagy hengeres, méretiik: 10-22 x 8§—17 um
(15/B, C ébra).

A béségesen keletkezé konidiumok egysejtiiek, ritkan egy valaszfaltak, sziniik hialin
vagy fehér, alakjuk kerekded-ellipszoid; méretiik nagyon variabilis: atlagosan 4,2—6,7 x
2,5-3,4 um (15/D ébra). A NaOH-proba negativ, kristalyképzOdést nem figyeltiink meg.

15. abra A Phoma pinodella PD 77/165 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x), klamidosporai (B
obj.:16x, C, obj.:40x) és konidiumai (D, obj.:100x)

3.1.6. A Phoma sojicola PD98/1135 izolatumanak morfologiaja

Malatakivonat agaron (MA): a ndvekedési rata: 50-58 mm; a telep alakja szabalyos,
szine fehéres vagy sziirkés-oliva, oliva-zold; a légmicélium halvany oliva-sziirke; a
telep fonaki nézete fehéres, sargas-fehér (16/A, C ébra).

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 55-70 mm; a telep alakja szabalyos, szine
fehéres vagy halvany oliva-sziirke, oliva-zold szektorokkal, gyakran erds sziirke
szegéllyel; a légmicélium gyengén fejlett, barsonyos sziirke; a telep fondki nézete

hasonlo (16/B, D ébra).
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16. abra A Phoma sojicola PD98/1135 izoldtumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt
agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

A piknidiumok elsdsorban a telep széle mentén és/vagy a szektorokban képzddnek az
agar felszinén vagy az agarba silippedve; sziniik sotétbarna vagy fekete; vékonyfaltuak,
maganyosak vagy csoportosan fordulnak eld; alakjuk gobmbdlyli vagy szabalytalan; egy
vagy tobb osztidlummal rendelkeznek; nagysaguk 80-250 pm (17/A abra).

A klamidosporak magényosak vagy lancokban keletkeznek interkalarisan vagy
termindlisan, vékony faluak, zoldes vagy sziirke-oliva szintiek; alakjuk gombolyti vagy
hengeres; nagysaguk 8—16 x 7-8 um (17/B, C 4bra).

A konidiumok (in vitro tenyészetben) alakja ovalis-ellipszoid, elsésorban egysejtiiek
ritkdn egy valaszfallal rendelkeznek, hialinok, vékony sejtfallal rendelkeznek, méretiik
nagyon valtoz6: 5,2-7,2 x 2,0-3,5 um (17/D &bra). A NaOH-proba negativ, és
kristalyképzodést nem figyeltiink meg.
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17. abra A Phoma sojicola PD98/1135 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x) klamidosporai (B
obj.:16x, C, obj.:40x) és konidiumai (D, obj.:100x)

3.1.7. A Phoma sojicola PD 97/2160 izolatumanak morfolégiaja

Malatakivonat agaron (MA): a ndvekedési rata: 55—-65 mm; a telep alakja szabalyos,
oliva-sziirke, oliva-zold szinii szektorokkal; a 1égmicélium halvany oliva-sziirke; a telep
fonaki nézete fehéres, sargas-fehér vagy oliva-sziirke (18/A, C abra).

Zabliszt agaron (OA): a ndvekedési rata: 55-60 mm; a telep alakja szabalyos, sziniik
fehéres vagy halvany oliva-sziirke, oliva, gyakran erds oliva-sziirke szegéllyel; a
légmicélium gyengén fejlett, barsonyos-sziirke; a telep fondki nézete hasonlé (18/B, D
abra).

A piknidiumok elsésorban a telep széle mentén és/vagy a szektorokban képzdédnek az
agar felszinén vagy az agarba siippedve; sziniik sotétbarna vagy fekete; vékonyfaluak;
maganyosak vagy csoportosan fordulnak eld; alakjuk gdmbolyli vagy szabalytalan; egy
vagy tobb osztidlummal rendelkeznek; nagysaguk 100-270 um (19/A ébra).

A klamidosporak magényosak vagy lancokban keletkeznek interkalarisan vagy
termindlisan, vékony faluak, oliva-sziirke vagy oliva-zold szintiek; alakjuk gémbolyti
vagy hengeres; nagysaguk 7—15 x 7—15 um (19/B, C abra).

A konidiumok (in vitro tenyészetben) alakja ovalis-ellipszoid, elsésorban egysejtiiek
ritkdn egy valaszfallal rendelkeznek, hialinok, vékony sejtfallal rendelkeznek, méretiik
nagyon valtoz6: 4,8-8,1 x 2,0-3,3 um (19/D &bra). A NaOH-proba negativ, és
kristalyképzodést sem figyeltiink meg.
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18. abra A Phoma sojicola PD 97/2160 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt
agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete
¥ 9 o e

19. abra A Phoma sojicola PD 97/2160 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x) klamidosporai (B,
obj.:16x, C, obj.:40x) és konidiumai (D, obj.:100x)

3.1.8. A Phoma exigua var. exigua D/075 izolatumanak morfologiaja

Malatakivonat agaron (MA): a novekedési rata: 25-50 mm, nagyon valtozo; a telep
alakja szabalytalan, jellegzetesen csipkézett vagy lebenyes; szine fehérestdl oliva-
szilirkéig — oliva-barnaig valtozo, barnas-sarga szegéllyel; a légmicélium fehéres, oliva-
sziirke, gyapjas; a telep fondki része oliva-sziirke, oliva-barna (20/A, C abra).

Zabliszt agaron (0A): a novekedési rata: 50-55 mm, nagyon valtozd; a telep
szabalytalan alaku, lapos €s tomoétt; oliva-sziirke, oliva-barna, a szegélynél fehér szinii
vagy hialin; a telepek kozepén légmicélium képzddik, melynek szine fehér vagy oliva-

sziirke, finomon pelyhes; a telep fonak része hasonlo6 (20/B, D dbra).
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20. abra A Phoma exigua var. exigua D/075 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és
zabliszt agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

21. abra A Phoma exigua var. exigua D/075 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x), osztiéluma kidramlo
sproatomeggel (B, obj.:10x) és konidiumai (C, D, obj.:100x)
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A piknidiumok ritkak, szort elhelyezkedésiiek, részben az agarba slippedtek; oliva
vagy oliva-fekete sziniiek, &ltaldban gombolyliek, csupaszok; maganyosak vagy
csoportosan fordulnak eld; osztiolummal rendelkeznek; nagysaguk és alakjuk
valtozatos, 75-150 um (21/A, B é4bra).

A konidiumok hialinok; ovalis ellipszoid alakuak; altaldban egysejtiiek, de
eléfordulnak kétsejtli konidiumok is; méretiik nagyon valtozo, atmérdjiik altalaban 6,5—
11 x2,5-3,5 um (21/C, D 4bra).

Klamidospérdk nem képzddnek. A NaOH-préoba pozitiv. Egy csepp NaOH
felcseppentése utan az agar kékes-zo6ld elszinezodése fokozatosan barnas-vorossé valik.

Kristalyképzddés nem figyelheté meg.

3.1.9. A Phoma exigua var. exigua D/077 izolatumanak morfologiaja

Maldtakivonat agaron (MA): a novekedési rata: 50-60 mm, nagyon valtozo; a telep
alakja szabdlytalan vagy szabdlyos, jellegzetesen csipkézett vagy lebenyes; szine
fehérestdl oliva sziirkéig — oliva-barndig valtozo, barnéas-sarga szegéllyel; a 1égmicélium
szine fehéres vagy oliva-sziirke, gyapjas; a telep fonaki része oliva-sziirke, fehér (22/A,
C ébra).

Zabliszt agaron (0A): a novekedési rata: 55-70 mm, nagyon valtozo; a telep alakja
szabalyos, lapos ¢és tométt; oliva-sziirke, oliva-barna vagy oliva-fekete, a szegély szine
fehér vagy hialin; a telepek kozepén talalhato, boségesen képzddd 1€gmicélium szine
fehér vagy oliva-sziirke, finomon pelyhes; a telep fondki része hasonl6 (22/B, D ébra).

A piknidiumok ritkdk, szort elhelyezkedéstiek, részben az agarba siippedtek; sziniik
oliva vagy oliva-fekete, alakjuk altaldban gémbolyt, felsziniik csupasz; maganyosak
vagy csoportosan fordulnak eld; osztiolummal rendelkeznek; nagysaguk és alakjuk
valtozatos, 100-200 um (23/A, B abra).

A konidiumok hialinok; ovalis-ellipszoid alakuak; egysejtliiek; méretiikk nagyon
valtozd, atmérdjiik altalaban 6,8—11,2 x 2,7-3,6 um (23/C, D abra).

Klamidospérak nem képzodnek. A NaOH-préba pozitiv. Egy csepp NaOH
felcseppentése utan az agar kékes-zold elszinezddése fokozatosan barnas-vorossé valik.

Kristalyképzddés nem figyelhetd meg.
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22. abra A Phoma exigua var. exigua D/077 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és
zabliszt agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

23. abra A Phoma exigua var. exigua D/077 izolatumanak piknidiuma (A, obj.:10x), osztidluma kidramld
sporatomeggel (B, obj.:40x) és konidiumai (C, D, obj.:100x)
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3.1.10. A Phoma exigua var. exigua Ph 58 izolatumanak morfologiaja
Maldatakivonat agaron (MA): a novekedési rata: 45-55 mm, nagyon valtozo; a telep

alakja szabalyos; szine fehérestdl oliva-sziirkéig — oliva-barnaig valtozo, barnds-sarga
szegéllyel; a 1égmicélium szine fehéres vagy oliva-sziirke, gyapjas; a telep fondki része
oliva-sziirke, oliva-sarga (24/A, C bra).

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 55-65 mm, nagyon variabilis; a telep
alakja szabdlyos, lapos ¢és tomott; szine oliva-sziirke, oliva-barna, a szegélynél fehér
szinll vagy hialin; a telepek kozepén légmicélium képzddik, melynek szine oliva-sziirke
vagy oliva-barna, finoman pelyhes; a telep fondki része hasonlo6 (24/B, D abra).

A piknidiumok ritkak, szort elhelyezkedéstiek, részben az agarba siippedtek; oliva
vagy oliva-fekete szintiek, alakjuk altalaban géombdolyti, felszinlik csupasz; maganyosak
vagy csoportosan fordulnak eld; rendelkeznek osztidlummal; nagysaguk és alakjuk
valtozatos, 90—150 um (25/A ébra).

Klamidosporak béségesen képzddnek, interkalarisan vagy terminélisan, maganyosan
vagy lancokban, alakjuk gombolyli vagy hengeres, méretiikk: 10-15 x 7,5-12,5 um
(25/B abra). A konidiumok hialinok; alakjuk ovalis-ellipszoid; egysejtiiek; méretiik
nagyon valtozo, atlagos méretiik 5-7,5 x 2,5-4,5 um (25/C, D abra).

A NaOH-proba pozitiv. Egy csepp NaOH felcseppentése utan az agar kékes-zold

elszinezddése fokozatosan barnds-vorossé valik. Kristalyképzodés nem figyelheté meg.

24, abra A Phoma exigua var. exigua Ph 58 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és
zabliszt agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete
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25. abra A Phoma exigua var. exigua Ph 58 izolatumanak piknidiumai (A, obj.:10x) klamidospérai (C,
obj.: 40x) és konidiumai (C, D, obj.:100x)

3.1.11. A Phoma exigua var. linicola D/071 izolatumanak morfologiaja

Malatakivonat agaron (MA): a novekedési rata: 35-40 mm, nagyon valtozo; a telep
alakja szabalytalan, jellegzetesen csipkézett vagy lebenyes; szine fehérestdl oliva-
sziirkéig — oliva-barndig valtozd, barnas-sarga szegéllyel; a 1égmicélium szine fehéres,
oliva-sziirke, gyapjas; a telep fonaki része oliva-sziirke, oliva-barna (26/A, C ébra).

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 35-40 mm, nagyon valtozatos; a telep
alakja szabalytalan, lapos és tomott; szine oliva-sziirke, oliva-barna, a szegélynél fehér
vagy oliva-sziirke; a telepek kozepén képzddd 1égmicélium, oliva-sziirke vagy oliva-
barna szinli, finomon pelyhes; a telep fonaki része hasonldo (26/B, D ébra). A
piknidiumok ritkak, szort elhelyezkedésiiek, részben az agarba siippedtek; sziniik oliva
vagy oliva-fekete, alakjuk altaldban géombdlyl, felsziniik csupasz; maganyosak vagy
csoportosan fordulnak eld; osztiolummal rendelkeznek; nagysaguk és alakjuk
valtozatos, 75—-125 um (27/A, B é4bra).

A konidiumok hialinok; alakjuk ovalis-ellipszoid; méretiikk nagyon valtozo, atlagos
méretiik 7-12 x 3—4,2 um, mig a kétsejtl, szeptalt konidiumok mérete 10-15 x 4-5 um
(27/C, D abra).

Klamidospordk nem képzdédnek. A NaOH-préba pozitiv: egy csepp NaOH
felcseppentése utan az agar kékes-z6ld elszinezddése fokozatosan barnas-vorossé valik.

Kristalyképzodés nem figyelhetd meg.
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26. abra A Phoma exigua var. linicola D/071 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és
zabliszt agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fonaki nézete

27. abra A Phoma exigua var. linicola D/071 izolatumanak piknidiumai (A, B, obj.:10x, ill., 0bj.:20x) és
konidiumai (C, D, obj.:100x)

82



4

3.1.12. A Phyllosticta sojicola D/050 izolatumanak morfologiaja

Malatakivonat agaron (MA): a ndvekedési rata: 58-62 mm; a telep alakja
szabalytalan; barnds-sarga vagy okkersarga szinii, hialin vagy fehér szegéllyel, a fondk
hasonlo; a 1égmicélium hialin vagy fehéres szintli (28/A, C abra).

Zabliszt agaron (OA): a ndvekedési rata: 63—67 mm; a telep alakja szabalyos, széle
alig lathato, szine hialin vagy halvany okkersarga, fonaki nézete hasonld; légmicéliuma

nincs (28/B, D abra).

28. abra A Phyllosticta sojicola D/050 izolatumanak tenyészetei malatakivonat agar (A, C) és zabliszt
agar (B, D) taptalajon. A és B a telepek feliilnézete, C és D a telepek fondki nézete

29. abra A Phyllosticta sojicola D/050 izolatumanak piknidiumai (A, B, obj.:10x) és konidiumai (C, D,
0bj.:100x)
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A piknidiumok az agarban bdségesen, elszortan keletkeznek; alakjuk gdombolyi,
szinlik altaldban sotétbarna vagy fekete; felszinlik csupasz, vékonyfaluak, néha
papillaltak, osztiolummal rendelkeznek; méretiik atlagosan: 110-140 pum (29/A, B
abra).

A konidiumok hialinok, mindkét végiikon lekerekitettek, kozépen befilizodok,
gyakran szemcsék figyelhetOk meg benniik; méretiik atlagosan: 6,5-10 x 2,5-3,5 um
(29/C, D éabra). Klamidospordk nem képz8dnek. A NaOH-proba negativ, ¢és
kristalyképzddés sem figyelhetd meg.

Az egyes vizsgalatba vont tenyészetek morfologiai sajatossagait a 6. tablazat adatai
tartalmazzdk. Az Osszedllitds a legjellemzObb bélyegek és méretek alapjan késziilt.
Azoknal az izolatumoknal ahol a faji hovatartozas kérdéses (Phoma sojicola, Phoma
exigua var. exigua Ph 58, Phyllostica sojicola) az 06sszehasonlitasban az eredeti

besorolast alkalmaztuk.

6. tablazat Az egyes Phoma-szer(i fajok morfologiai jellemzdinek &sszehasonlitdsa

Fajnév & Piknidium Konidium Klamido | - Kristdly ) NaOH
izolatum spora képz6dés teszt
Phoma
pinodella Felszinik Tobbségében valaszfal Egysejtii
(D/035, csupasz, nélkiiliek, néha egy-két méretik: Ni N ,
I. | PD 82/550, PD | méretiik: 100— | szeptum taldlhat, méretik: | 8—20 x 7— nes egatly
77/165, D/095, 300pum 4—8 x 2—3,5 um 20 pm
CBS 318.90)
Phoma Felsziniik Tobbségében valaszfal Egysejti
sojicola csupasz, nélkiiliek, néha egy-két meéretiik . ,
1L (D/054, méretiik: 80— | szeptum talalhat6, méretik: | 816 x 7— Nincs Negativ
PD 97/2160) 270 pm 6,512 x 2,55 um 8 um
Phoma exigua Felsziniik Tobbségében valaszfal
m var. exigua csupasz, nélkiiliek, néha egy-két Nem . .,
: (D/075, méretiik: 75— | szeptum talalhato, méretitk: | képzddik Nincs Pozitly
D/077) 200 pm 3-10x 1,5-2,5 um
Phoma exigua Felsziniik Tobbségében valaszfal
var. linicola csupasz, nélkiiliek, néha egy-két Nem Ni Pogiti
V. (D/071) méretiik: 75— szeptum talalhato, képzodik ncs ozitiv
125 um méretiik:7—12 x 3—4.,2 um
Phoma ensua Felsziniik Tobbségében valaszfal Egysegtu'
var. exigua e . ; méretiik:
V. (Ph 58) csupasz, nélkiiliek, néha egy-két 10—15 Ni Poziti
méretiik: 90— | szeptum talalhato, méretiik: X 1nes ozitty
150 pm 5-7,5x 2,5-4,5 pm 7,5-12,5
um
Phyllosticta Felsziniik Tobbségében valaszfal
VI. sojicola csupasz, nélkiiliek, néha egy-két Nem : )
(D/050) méretiik: 110— | szeptum taldlhato, méretiik | képzédik Nincs Negativ
140 pm 6,5-10x 2,5-3,5 pm
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3.2. Molekularis vizsgalatok
3.3. Genomi DNS izolacioja

A genomi DNS izolalasat a Fungal DNA Kit (Omega, D1090) alkalmazasaval végeztiik

e

crer

290 bp hosszusagu, a fefl gén nagy intronjat tartalmazé szakasz (30/A ébra), egy 600 bp
hossztsagu ITS-fragmentum (30/B é4bra), illetve egy 300 bp hosszisagu tubulin-szakasz
(30/C ébra) szaporodott fel mindegyik izolatum esetében. A PCR soran melléktermékek
nem képzddtek, amely a primerek nagyfoku specifikussagat bizonyitjak.

A

500 b

500 b

500 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9
30. abra A PCR soran felszaporitott DNS-szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-os agaroz gélben
(etidium-bromidos festés): tefl-szakaszok (A), ITS-szakaszok (B) és f-tubulin-szakaszok (C). 1. és 9. 100
bp DNS-létra (Fermentas, SM1153), 2. Phoma pinodella (D/035), 3. Phoma pinodella CBS 318.90
(D/159), 4. Phoma pinodella PD 82/550 (D/045), 5. Phoma sojicola (PD98/1135), 6. Phoma sojicola PD
97/2160 (D/056), 7. Phoma exigua var. exigua (D/075), 8. Phyllosticta sojicola (D/050)
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3.5. Szekvenciarendezés

Az aldbbiakban a Phoma sojicola PD98/1135 izolatumanak tefl, 1TS- és [-tubulin
szekvenciaja (31. abra), valamint az egyes szekvencidk Osszerendezésének egy-egy
részlete lathato (32, 33, 34. abra). A szekvenciakat a ClustalX (Thompson et. al., 1997)
program felhasznaldsaval rendeztiik 0ssze, majd a GeneDoc (Nicholas et al., 1997)
program segitségével manualisan finomitottuk az illesztést, ahol az — nyilvanvalé hibak

miatt — sziikséges volt.

Phoma sojicola PD98/1135 izolatumanak felszaporitott zef1 szekvenciaja
AGCGATACCCACATCTGCGCCCTTTTGTGCGAGGCGCCTCTTTTCGGGGCGG
CTTATCGCACGAAGAGGGGCAATTTTGGTGGGGTTGTGCGAGCTTTTCGCGG
ACTTGCGCTAGCCTGCTTGCGGCACTCGCCAACCTTCAACACCATGCCCCAC
ATTCACATTTTGCATCACAAGCACCATGACTTCCTCCACAGGCTGTGGCACT
ATTGTCGCATTCTCACTAGTCTTCATAAAGCTAACAATCATTACAGGAAGCC
GCCGAACTCGGTAAGGGTTCCCTTCAAGTACAGCT

Phoma sojicola PD98/1135 izolatumanak felszaporitott I'TS-szekvenciaja (18S
ribosomal RNS gén, rész szekvencia; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal
RNA, internal transcribed spacer 2, teljes szekvencia; és 26S ribosomal RNS gén, rész
szekvencia)
TGTATCAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTT
GTAGGCTTTGCCTGCTATCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCT
CGGCGGGTTCGCCCGCCGATTGGACAATTTAAACCATTTGCAGTTGCAATCA
GCGTCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTT
CTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCC
ATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGT
TGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGCGTAGACTCGCCTCAAAACAATTGGCAGC
CGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCATTCAGAACGA
CGACGTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGAA

Phoma sojicola PD98/113S5 izolatumanak felszaporitott f-tubulin szekvenciaja
GGCGAGCATGGTCTCGACGGCTCCGGTGTCTACAATGGCACCTCGGACCTC
CAGCTCGAGCGCATGAACGTCTACTTCAACGAGGTACTAGAAATGACACGC
TTTCCTTGGACGGACTGCGAGTGCTGACCACTTCTAGGCCTCCGGCAACAAG
TTCGTTCCCCGTGCCGTTCTTGTCGATTTGGAGCCTGGAACAATGGACGCCG
TCCGCGCTGGCCCCTTCGGTCAGCTTTTCCGCCCCGACAACTTTGTCTTTGGC
CAGTCTGGTGCTGGTAACAACTGGGCCAAGGGTCACTAACCTGA

31. abra A Phoma sojicola PD98/1135 izolatum specifikus génszakaszainak nukleinsav-szekvenciai
(tef1, ITS és S-tubulin)
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32. abra A tefl-szekvenciak rendezésének egy részlete
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33. abra Az ITS-szekvenciak rendezésének egy részlete
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3.3. Filogenetikai elemzések

3.3.1. A tef1 szekvenciak alapjan késziilt filogenetikai torzsfak

A tefl szekvenciak Maximum Likelihood (ML) analizise

A tefl szekvencidk BLAST analizise nagy hasonldsagot mutatott a Phoma fajokkal
kozeli rokonsagban allo Ascochyta fajok tefl szekvenciaival, amelyekbdl néhanyat
kivalasztva bevontunk az elemzéseinkbe. A nyilvanos adatbazisban (GenBank)
korabban nem volt megtalalhaté Phoma fajtol szdrmazé tefl szekvencia.

A tefl szekvenciadk elemzésére eldszor a Maximum Likelihood mddszert probaltuk
meg, a PAUP*4.0b program alkalmazasaval. Az ML elemzést az Anyag €s modszer
fejezetben leirt evolicidos modellnek ¢és paramétereknek megfelelén végeztik. A
filogenetikai torzsfa készitésébe sajat izolatumunk szekvenciaadatai mellett tovabbi
Ascochyta és Phoma fajok tefl szekvencidit is bevontuk, melyeket a génbanki
adatbazisbol toltottiink le (3. tablazat).

A tefl szekvenciak ML analizisével készitett torzsfaja a 35. dbran lathat6. A Phoma
fajok izolatumainak egy része (P. pinodella, P. exigua var.-ok, P. plurivora, P.
destructiva, P. glomerata) egyértelmiien elkiilonithetd a fefl szekvencia segitségével a
tobbi vizsgalt Phoma fajtol. Mas résziik fajcsoportot alkot a tefl szekvencidk alapjan: a
P. pinodella és a P. exigua fajhoz tartozo izolatumok egymast6l jol elhatdrolodod
csoportokat (cluster) alkotnak. Nem kiilonithetéek el azonban egymastdl a P. foveata és
P. multirostrata fajok izolatumai. Ezen esetekben felmeriilhet a téves faji meghatarozas
(identifikacio) a depozitér részérdl. Joyce Woudenberg, a hollandiai CBS munkatarsa
személyes kozlés soran (2009 junius) megerdsitette hogy az altalunk vizsgalt P. foveata
fajnak hitt izolatum valdjaban egy P. multirostrata faj izolatuma.

A tobb izolatummal képviselt fajok mind azonos csoportokba keriiltek az elemzés
soran (P. pinodella, P. exigua var.-ok, P. glomerata, P. plurivora), ami megero0siti a tef]
szekvencia ML elemzéssel torténd alkalmassagat a Phoma fajok elkiilonitésére.

A Phoma taxonokon kivill az Ascochyta nemzetségbe tartozo taxonokra is érvényes,
hogy az egyes gombafajok (Ascochyta lentis | Didymella lentis anamorf és teleomorf
alakjai) ugyanazon cluster-t alkotjak, amely szintén alatdmasztja, hogy a tefl régié a
Phoma ¢és az Ascohyta genuson beliil egyarant alkalmas lehet markernek filogenetikai

vizsgalatokhoz. Kaiser ef al. (1997) szerint morfologiai bélyegek, patogenitasi tesztek
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¢s RAPD-mintazatuk alapjan a 16babrol (Vicia faba) szarmazd Didymella fabae
(DQ386492) az Ascochyta fabae (DQ386498) teleomorf alakja, illetve a lencsérdl (Lens
culinaris) szdrmazo Didymella lentis (DQ386493) az Ascochyta lentis (AY831546)
teleomorf alakja.

Az egyes taxa koOzotti tavolsdgok — a sajat kérdéses izolatumainkra nézve —
elegendden nagynak, eltérének bizonyultak ahhoz, hogy az eredményeket, vagyis a
filogenetikai torzstat jol megalapozottnak tekintsiik.

A P. sojicola izolatumai (MYA-406, EU543974 és PD 97/2160, EU543976) a P.
pinodella csoportba keriiltek, mivel a tefl szekvencidik gyakorlatilag megegyeznek
azzal.

A Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU595356) a tef]
szekvencia alapjan a P. exigua csoportba kertilt.

Az ML elemzés soran a bootstrap analizis elvégzésére nem volt lehetdségilink, mivel
az elemzés szekvencianként tobb hetet vett volna igénybe a rendelkezésiinkre allo

szamitogép kapacitéassal.

A tef1 szekvenciak Parsimony analizise

A Parsimony elemezés sordn, melyet szintén a PAUP*4.0b programmal végeztiink, az
ML analizishez nagyon hasonl6 eredményeket kaptunk (36. abra). Az dsszevetés soran
a megbizhatdsag igazolaladsara bootstrap analizist is végeztiink. Az elemzés soran a
program 310 karaktert (bazist) vett figyelembe, melybdl 121 karaktert konstansnak, 173
karaktert informativnak tekintett, és csak 16 karaktert becsiilt nem-informativnak. Az
informativ karakterek magas szdma garantdlja, hogy a fefl régid megbizhatdan
alkalmazhat6 az egyes Phoma, illetve Ascochyta taxonok egymastol valo filogenetikai
elkiilonitésére.

A tobb izolatummal is képviselt fajok mind azonos cluster-be keriiltek az elemzés
soran, ami megerositi a tef] szekvencia alkalmassagat a Phoma fajok elkiilonitésére.

A bootstrap analizis soran kapott magas bootstrap értékek megerdsitették az egyes
elagazasok helyének a valdszintiségét, ezzel alatamasztva a felrajzolt filogenetikai
torzsfa helyességét.

A torzsfan beliili két nagy csoport elkiiloniilése (P. exigua és P. pinodella) egyarant
100% bootstrap értékkel kerliltek megerdsitésre, ami azt jelenti, hogy a két csoport a

tefl szekvencia alapjan teljes bizonyossaggal elkiiloniil egymastol, valamint a tobbi
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taxontdl a vizsgalt fajok esetében. Az egyes taxa kozotti tavolsagok (az elagazasok
hossza), valamint a tovabbi bootstrap értékek is (83%—-100%) elegenddnek itélhetdk az
egyes taxonok egymastol valé megbizhato elkiilonitéséhez.

A Phoma sojicola izolatumai (MY A-406, EU543974 ¢és PD 97/2160, EU543976) a
P. pinodella csoportba rendezddtek az elemzés soran, hiszen a tefl szekvencidjuk
gyakorlatilag megegyezik.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU595356)
a tefl régi6 alapjan a P. exigua csoportba keriilt. Ujabb izolatumok vizsgéalatara — a ritka
eléfordulasra és autentikus izoldtumok torzsgyljteményi hianyara tekintettel — nem

kertilhetett sor.

Phoma plurivora (EU552929)
_ Phoma plurivora (EUS52930) I”"m'"l
Phoma glomerata (EUS43968)
Phoma glomerata (EUS43969) Ei”-"”"‘”‘“
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Phoma pinodella (EU595355)
Phoma pinodella (AY831545)
Phoma pinodella (EU543972)
Phoma pinodella (EU543970)
Phoma sojicola (EU543974)
Phoma sojicola (EU543976)
Phoma pinodella (EU543973)
*Phoma pinodella (EU543975)
Phyllosticta sojicola (EUS95356) Phyllostictoides
Phoma exigua var. exigua (EU543982)
Phoma exigua var. exigua (EU543983)
Phoma exigua var. linicola (EUS43979)
Phoma exigua (EU543984)
Phoma exigua (EU543980)
Phoma exigua var. exigua (EU543981)

Phoma foveata (EUS43985) 1
Phoma multirostrata (EUS43986) . Phoma

Phoma rabiei (EUS95354) -
Mycosphaerella rabiei (EUS43978) T

Ascochyta lentis (AY831546)

Didymella lentis (DQ386493)

Ascochyta sp. Georgia12 (DQ386496)

Ascochyta pisi (DQ386494)

Ascochyta fabae (DQ386498)

Didymella fabae (DQ386492)

()1 Substitutions/site

35. abra A fefl szekvenciadk 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). Az adtbazisbol szarmazo izolatumok fekete, a sajat izolatumok
piros szinnel jeldltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacio, mint 'P. exigua var. exigua’
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36. abra A tefl szekvenciak Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra irt
szdmok az eldgazas valoszintiségét jelolik, szdzalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap
analizis alapjan kaptunk. A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolés
Phoma genuson beliili szekcioit jelzik (Boerema et al., 2004). Az adtbazisbol szarmazé izolatumok
fekete, a sajat izolatumok piros szinnel jeloltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacid, mint 'P. exigua
var. exigua’
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37. abra A tefl szekvenciak Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra irt
szamok az egyes elagazasok Bayesian-féle utdlagos valosziniiség értékeknek felelnek meg. A jobb oldali
oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili szekcidit jelzik
(Boerema et al., 2004). Az adtbazisbol szarmazoé izolatumok fekete, a sajat izolatumok piros szinnel
jeloltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacio, mint 'P. exigua var. exigua’

A tef] szekvenciak Bayesian analizise

A tefl régid Bayesian moddszerrel torténd elemzése sordn, melyet a MrBayes
programmal végeztiink, a kapott filogenetikai torzsfa (37. dbra) 1ényegében megegyezik
az elézé két modszer alapjan kapott torzsfaval. Az elemzést az Anyag és moddszer
fejezetben leirt evoliiciés modell és paraméterek szerint, egymilliéo generacion keresztiil

végeztik.
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Az elemzés soran a bootstrap értékekkel szemben itt a Bayesian-féle utolagos
bootstrap értékeihez, gyakran matematikailag meg is egyezik azokkal.

Az el6z0 két torzstanal megallapitottak itt is elmondhatok: a torzsfan beliili két nagy
cluster (P. exigua és P. pinodella) egyarant 100% Bayesian-féle utolagos valosziniiségi
értékkel keriilt megerdsitésre, ami azt jelzi, hogy a két csoport a fef] szekvencia alapjan
teljes bizonyossaggal elkiiloniil egymastol €s a tobbi taxontol.

Az egyes taxonok kozotti tavolsagok (az eldgazdsok hossza), valamint a tovabbi
magas Bayesian valoszinliségi értékek is elegenddnek itélhetdk az egyes taxonok
egymastol valé megbizhato elkiilonitéséhez, tovabba az egymashoz viszonyitott
filogenetikai kapcsolat megallapitasahoz.

A P. sojicola izolatumai (MY A-406, EU543974 ¢és PD 97/2160, EU543976) a P.
pinodella cluster-be keriiltek a Bayesian elemzés alapjan is.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU595356)
a tefl régié Bayesian modszerrel torténd elemzése alapjan a P. exigua var. exigua

csoportba rendezddott.

3.3.2. Az ITS-szekvenciak alapjan késziilt filogenetikai torzsfak

Az ITS-régiok Maximum Likelihood (ML) analizise

Az ML elemzést az Anyag és mddszer fejezetben leirt evolicios modell €s paraméterek
szerint végeztik a PAUP*4.0b program alkalmazéasaval. A filogenetikai torzsfa
készitésébe a sajat izolatumok szekvenciai mellett a GenBank adatbédzisabol tovabbi
Ascochyta és Phoma fajok ITS-szekvencidit is bevontuk (4. tablazat). Az ITS-régio
filogenetikai elemzéseihez kiilsé viszonyitasi elemnek a Leptosphaerulina trifolii faj
egy izolatumat valasztottuk, mely a BLAST analizissel a legnagyobb hasonlosagot
mutatta a Phoma fajok ITS-szekvencidihoz. A megbizhatosagi ellendrzésre, a bootstrap
analizis elvégzésére ez alkalommal sem volt lehetdségiink (az elemzés rendkiviili
1ddigényes volta miatt, amely tobb hetet vett volna igénybe).

A harom vizsgalt filogenetikai marker koziil az ITS-szekvencidkndl talaltuk a
legkisebb baziskiilonbséget az egyes taxonok kozott, amely bizonytalanna teszi, hogy az
ITS-régi6 vajon alkalmas-e a Phoma taxonok megbizhato szétvalasztasara? A Phoma
fajok izoldtumainak egy része (P. pinodella, P. exigua var.-ok, P. plurivora, P.

glomerata) egyértelmiien elkiilonithetdk az ITS-szekvencia ML elemzésének a
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segitségével a tobbi vizsgalt Phoma faj izolatumaitdl (38. abra). Mas résziik fajcsoportot

alkot az ITS-szekvencidk alapjan: a P. pinodella és a P. exigua fajhoz tartozo

izolatumok egymastdl jol elkiiloniild csoportokat alkotnak. Nem valaszthatok el

azonban egymastol a P. foveta €s P. multirostrata izolatumok az ITS-szekvencidk

alapjan.
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Phoma pinodella (EUS73027)

(EUS7
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38. abra Az ITS-szekvenciak Maximum Likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A
jobb oldali oszlopok: a morfologiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili
szekcioit jelzik (Boerema et al., 2004). Az adtbazisbol szarmazo izolatumok fekete, a sajat izolatumok

piros szinnel jeloltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifik4cio, mint’P. exigua var. exigua’
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Az ITS-szekvencia ML elemzése eredményeként a tobb izolatummal is képviselt fajok
mind azonos csoportba keriiltek (P. pinodella, P. exigua var.-ok, P. glomerata, P.
plurivora), ami alapjan az ITS-szekvencia ML elemzése szamitasba johet az egyes
Phoma fajok elkiilonitésénél, de més markerek megbizhatobbnak latszanak. A Phoma
fajokon kiviil ez a megallapitas az Ascochyta nemzetség vizsgalt fajaira is érvényes,
hogy az egyes gombafajok (Ascochyta lentis /| Didymella lentis anamorf / telomorf
alakok) egy cluster-t alkotnak, amely az ITS-régiot alkalmasséa teheti a Phoma és az
Ascohyta genuson belill filogenetikai vizsgalatokra.

A Phoma sojicola izolatumai (MY A-406, EU573023 és PD 97/2160, EU573026) a P.
pinodella csoportba keriiltek, mivel az ITS-szekvenciajuk gyakorlatilag teljesen azonos.

A Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU573029) az ITS-

szekvencia ML elemzése alapjan a P. exigua csoport tagja.
Az ITS-régiok Parsimony analizise

Az ITS-régi6 Parsimony elemezése soran, melyet a PAUP*4.0b programmal végeztiink,
az ITS-régi6 ML analiziséhez nagyon hasonld eredményt kaptunk (39. abra), azzal a
kiilonbséggel, hogy itt mar sikertilt elvégezni a bootstrap megbizhatdsagi analizist is. Az
MP elemzés az Anyag és moddszer fejezetben leirt evolicios modell és paraméterek
szerint tortént.

Az ITS-régidk adatai alapjan a Phoma taxonok kiilonallé csoportokat alkotnak,
azonban az egyes taxa koOzotti tdvolsagok (bazisok kozotti kiilonbség, elagazdsok
hossza) nem bizonyultak kelléen eltérének ahhoz, hogy az eredmények alapjan a
filogenetikai torzsfat jol megalapozottnak tekinthessiik.

A program 454 karaktert (bazist) vett figyelembe, melybdl 417-et konstansnak, 32
karaktert informativnak tekintett és csak 5-0t becsiilt nem-informativnak. A kiilonbség
tehat a Phoma és Ascochyta, a Leptosphaeria és Didymella fajok izolatumai k6zott nem
volt jelentds, ez megkérddjelezi, vajon 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 megbizhato
megallapitastt tenni a két csoport egymashoz viszonyitott filogenetikai kapcsolatara.

A tobb izolatummal képviselt fajok mind azonos csoportba keriiltek (P. pinodella, P.
exigua var.-ok, P. glomerata, P. plurivora), és a magas bootstrap értékek
alatdmasztottak az egyes csoportok elkiiloniilésének megbizhatosagat, ezzel is

alatdmasztva a filogenetikai torzsfa ezen 6sszefliggéseinek valodisagat.
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A torzstan beliili két nagy csoport (P. exigua és P. pinodella) 100% és 98% bootstrap
értekei megerdsitik, hogy a két csoport az ITS-szekvencia alapjan elkiilonithetd
egymastol és a tobbi taxontdl is.

A P. sojicola izolatumok (MYA-406, EU573023 ¢és PD 97/2160, EU573026) a P.
pinodella csoportba keriiltek ezen elemzés soran is, mivel az ITS-szekvencidjuk
gyakorlatilag megegyez0.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU573029)
az ITS-régié Parsimony elemzése alapjan szintén a P. exigua var. exigua csoportba
keriilt. Ujabb izolatumok vizsgalatira — a ritka eléforduldsra és autentikus izolatumok

torzsgylijteményi hianyara tekintettel — nem kertilhetett sor.
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39. abra Az ITS-szekvenciak Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra irt
szamok az elagazas valoszinliségét jelolik, szazalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap
analizis alapjan kaptunk. A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolés
Phoma genuson beliili szekciodit jelzik (Boerema et al., 2004). Az adtbazisbol szarmazoé izolatumok
fekete, a sajat izolatumok piros szinnel jeldltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacio, mint 'P. exigua
var. exigua’
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Az ITS-régiok Bayesian analizise

Az ITS-régi6 Bayesian modszerrel torténd elemzése sordn kapott filogenetikai torzsfa
(40. abra) kisebb eltérésekkel egyezd az el6z6 két modszer alapjan kapott torzsfaval
(38-39. abra). Az elemzést az Anyag €s modszer fejezetben leirt evolicidés modell és
paraméterek szerint végeztiik, és az értékeket 250000 generacion keresztiil vizsgaltuk.
Ez alkalommal azért cs6kkentettiik a generaciok szamat, mivel az §sszerendezgs, illetve
a Parsimony elemzés sordn is vilagosan latszott, hogy csak minimalis baziskiilonbség
talalhato az egyes szekvencidk kozott, igy nem volt indokolt azt még tobb generacion
keresztiil vizsgalni. A Bayesian elemzés soran utdlagos valdszintiségi mutatdkat
kaptunk, melynek értékei gyakran szamtanilag megkozelitik a bootstrap értékeket, habar
néhanyszor mégis eltérnek azoktol.

Az ITS-régiok elemzései kapcsan tett elobbi megallapitasaink itt is helytalloak: a
torzsfan beliili két nagy csoport (P. exigua és P. pinodella izolatumai) 99% Bayesian-
alapjan teljes bizonyossaggal elkiiloniil egymastdl, valamint a tobbi vizsgalt Phoma
taxatol. A két csoport egymashoz viszonyitott helyzetére azonban az alacsony Bayesian
értékek miatt nem lehet megbizhato megallapitdst tenni. Az egyes taxa kozotti
tavolsagok (baziskiilonbség), valamint a tovabbi Bayesian-féle utdlagos valoszintiségi
értekek ez alkalommal sem bizonyultak kétségen kiviili megbizhatonak. Az ITS-
szekvenciak kozott ugyanis csekély szekvencia-kiilonbséget tapasztaltunk, tovabba az
utolagos valoszintliség értékek alacsonynak bizonyultak tobb csoport esetében is.

A torzsfa ugyancsak hasonlo a fef] szekvencia elemzése soran kapott torzsfahoz, és
csak aprobb eltérések figyelhetok meg. Ilyen a két P. glomerata izoldtum csoportja,
melynek a tefl szekvencidk alapjan szamitott Bayesian utdlagos valosziniség értéke
100-nak, az ITS-szekvencidk alapjan pedig csak 78-nak bizonyult. Hasonléan alakult a
P. plurivora izoldtumok csoportja, melynek az utdlagos valészinliség értéke tefl
elemzéskor 100, ITS elemzéskor 85 volt.

A P. sojicola izolatumai (MYA-406, EU573023 ¢és PD 97/2160, EU573026) a
Bayesian elemzéssel is a P. pinodella cluster-be keriiltek.

A Phyllosticta sojicola izolatuma (CBS 301.39, EU573029) az ITS-régi6 alapjan is a
P. exigua var. exigua csoport része.

A P. foveata /| P. multirostrata hasonldsaga valoszinlisitik a téves faji besorolast.

Joyce Woudenberg, a hollandiai CBS munkatarsa személyes kozlés soran (2009 janius)
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megerdsitette hogy az altalunk vizsgalt P. foveata fajnak hitt izolatum valdjaban egy P.

multirostrata faj izolatuma.
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Phoma exigua var. populi (AF268189)

_l Phoma plurivora (EU573018) -
I

Phoma pmmm (EU573019)
herbarum (DQ132841)
thua herbarum (AY293803)

Mycosphaerella rabiei Us'mzn
Pkomamﬁd(EUS%S(S%) ) [I Mucronpore

Phoma multirostrata (EU573022) B Phoma
= Phoma foveata (EUST3021) [ Phyitostictoides

0.01 Substitutions/site

40. abra Az ITS-szekvenciak Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra irt
szamok az egyes elagazasok Bayesian-féle utdlagos valosziniiség értékeknek felelnek meg. A jobb oldali
oszlopok: a morfologiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili szekcioit jelzik
(Boerema et al., 2004). Az adtbazisbol szarmazé izolatumok fekete, a sajat izolatumok piros szinnel
jeloltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacio, mint 'P. exigua var. exigua’

3.3.3. p-tubulin szekvenciak alapjan késziilt filogenetikai torzsfak

A p-tubulin régié Maximum Likelihood (ML) analizise

A p-tubulin 1égid6 ML elemzését kovetden a fentebb targyalt tefl és ITS-régidoknal
tapasztaltakhoz nagyon hasonl6é eredményt kaptunk (41. abra). Az Anyag és modszer

fejezetben ismertetett evolucios modell alapjan végeztiik el az ML elemzést.
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Tavolesd  Osszehasonlitd  izolatumként az  ITS-régiondl mar  hasznalt
Leptosphaerulina trifolii faj szekvenciajat alkalmaztuk. A S-tubulin 1égi6 adatbazisabol
joval kevesebb Ascochyta, illetve kiils6 Phoma faj szekvenciajat tudtunk bevonni a
filogenetikai elemzésekbe, mivel az adatbankokban a vizsgalataink elkésziiltéig kevés

fajrol tettek koz¢€ a f-tubulin régiokrol készitett szekvenciakat.

Leptosphaerulina trifolii (AY831513)
Ascochyta lentis (AY831508) _
Phoma pinodella (EU595352)
Phoma pinodella (AY831517)
Phoma pinodella (AY831511)
Phoma pinodella (EU541417)
Phoma pinodella (EU541419)

Phoma sojicola (EU541434) Fiolichnie
Phoma sojicola (EU541433)
Phoma pinodella (EU541419)
= Phoma pinodella (EU541416)
*Phoma pinodella (EU541420)

Phoma glomerata (EUS41424)
Phoma glomerata (EUS41426) EP eyronclices
Phoma plurivora (EUS52932)
Phoma plurivora (EUS52931) o

Phoma multirostrata (EU541430)
Phoma foveata (EUS41431)

Phoma exigua (EU541427)

Phyllosticta sojicola (EUS95357)
Phoma exigua var. linicola (EU541423)
Phoma exigua var. exigua (EUS41421) Phyllostictoides
Phoma exigua var. exigua (EUS41422)
Phoma exigua (AY831509)

Phoma exigua (EU541425)

Phoma exigua (EUS41429)

Phoma exigua var. exigua (EUS41428)

Mycosphaerella rabiei (EU541432)
|| | Phoma rabiei (EU595353)

| Phoma medicaginis (AY831518)
| Phoma medicaginis var. medicaginis (DQ109962) | | Phyllostictoides

0.1 Substitutions/site

Macrospora

41. abra A S-tubulin szekvencidk Maximum Likelihood elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa.
A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili
szekcioit jelzik (Boerema et al., 2004). Az adtbazisbol szarmazo izolatumok fekete, a sajat izolatumok
piros szinnel jeloltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacio, mint 'P. exigua var. exigua’

Az egyes Phoma taxonok kozotti tavolsdgok ez alkalommal is kicsinek bizonyultak,

mivel az egyes izolatumok p-tubulin régidja kozott nagyon kevés baziskiilonbség
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talalhat6 az 6sszerendezést kovetoen. Ez a kiilonbség ugyanakkor nagyobb volt, mint az
ITS-régional, ahol a harom vizsgalt genomszakasz kozott a  legkisebb
szekvenciakiilonbséget talaltuk.

A tobb izolatummal is képviselt fajok mind azonos csoportba kertiltek (P. pinodella,
P. exigua var.-ok, P. glomerata, P. plurivora).

A Phoma sojicola izolatumai (MYA-406, EU541434 ¢és PD 97/2160, 541433) a P.
pinodella cluster-be keriiltek a csoportositas soran, mivel a f-tubulin szekvencidjuk
kozel azonos.

A Phyllosticta sojicola-ként depondlt izolatum (CBS 301.39, EU595357) a tefl

szekvencia alapjan szintén a P. exigua var. exigua csoportba kertilt.

A p-tubulin régié Parsimony analizise

A p-tubulin régid Parsimony elemezése soran az ML analizishez nagyon hasonld
eredményeket kaptunk (42. abra) azzal a kiilonbséggel, hogy itt mar sikeriilt elvégezni a
bootstrap probat is. Az MP elemzést az Anyag és modszer fejezetben leirt evolucios
modell és paraméterek szerint végeztiik.

A program 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
volt informativ, amely szintén megkérddjelezi, hogy a valasztott p-tubulin régid
elégséges-e a taxonok megalapozott szétvalasztasdhoz, illetve a koztik 1évo
filogenetikai viszonyok ¢és tavolsdgok megallapitdsahoz. Mivel az egyes [-tubulin
szekvencidk kozott csekély a kiilonbég, ezért az elemzés alapjan nem lehet
egyértelmiien eldonteni, hogy a vizsgalt Phoma fajok monofiletikus eredetiiek-e.

A tobb izolatummal is képviselt fajok mind azonos csoportba keriiltek az elemzés
soran (P. pinodella, P. exigua var.-ok, P. glomerata, P. plurivora).

A magas bootstrap értékek megerdsitették az egyes elagazasok helyének a
valoszinliségét, ezzel alatdmasztva a filogenetikai torzsfa valodisagat.

A torzsfan beliili két nagy csoport (P. exigua és P. pinodella) 97% és 100% bootstrap
értékkel megerdsitette, hogy a két csoport a pf-tubulin szekvencia alapjan nagy
bizonyossaggal elkiiloniil egymastol valamint a tobbi taxontdl annak ellenére, hogy a

koztiik 1évo baziskiilonbség nem jelentds.
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A Phoma sojicola izolatumai (MYA-406, EU541434 ¢és PD 97/2160, 541433) ez
alakalommal is a P. pinodella csoportba keriiltek az elemzéssel, mivel a S-tubulin
szekvenciajuk gyakorlatilag megegyezik.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU595357)

a f-tubulin régi6 alapjan is a P. exigua var. exigua csoportba kertilt.

Leptosphaerulina trifolii (AY831513)

99 | Phoma plurivora (EU552932) I =
Phoma plurivora (EU552931)

Phoma pinodella (EU541418)
Phoma pinodella (EU541416)
Phoma pinodella (EU595352)
Phoma pinodella (AY831517)
100 Phoma pinodella (AY831511)
Phoma pinodella (EU541417)
Phoma pinodella (EU541419)
Phoma sojicola (EU541434)
Phoma soficola (EU541433)
*Phoma pinodella (EU541420)
Phoma exigua (EU541427)

Phyllosticta sojicola (EU595357)

Phoma exigua var. linicola (EU541423)
97 ﬂwnla exigua var. exigua (EUS41421)
Phoma exigua var. exigua (EU541422)
Phoma exigua (AY831509)
Phoma exigua (EU541425)
Phoma exigua (EU541429)

Phoma exigua var. exigua (EU541428)

64

99 | Phoma foveata (EUS41431) L
Phoma multirostrata (EUS41430) B Phoma

99 = Phoma glomerata (EUS41424)

L Phoma glomerata (EUS41426) EP yrendlsss
Ascochyta lentis (AY831508)

58 100 | Phoma rabiei (EUS95353)

72 Mycopshaerella rabiei (EUS41432) [IHW

100 (~ Phoma medicaginis (AY831518) u —

LMWWW@Q]W)
=1 Changes

42. abra A fS-tubulin szekvenciak Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra
irt szamok az elagazas valoszinliségét jelolik, szazalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap
analizis alapjan kaptunk. A jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas
Phoma genuson beliili szekcioit jelzik (Boerema et al., 2004). Az adtbazisbol szarmazoé izolatumok
fekete, a sajat izolatumok piros szinnel jeldltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacio, mint 'P. exigua
var. exigua’
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Leptosphaerulina trifolii (AY831513)
100 — Phoma glomerata (EUS41424)
— Phoma glomerata (EU541426)

100 — Phoma plurivora (EU552932) I
Phoma

j -

\— Phoma plurivora (EU552931)

108 Phoma multirostrata (EU541430)

E Phoma foveata (EU541431) 1
— Phoma pinodella (EUS41418)
. Phoma pinodella (EU541416)
L Phoma pinodella (EUS95352)
L~ Phoma pinodella (AY831517)
100 . Phoma pinodella (AY8315111)
_ Phoma soficola (EUS41434)
_ Phoma soficola (EUS41433)
. Phoma pinodella (EU541417)
L~ Phoma pinodella (EU541419)
L~ *Phoma pinodella (EUS41420)

= Phoma exigua (EU541427)
p  Plhoma exigua var. exigua (EU541423)
Phoma exigua var. exigua (EU541421)
100 pe Phomsa exigua var. exigua (EUS41422)
b Phyllosticta sojicola (EUS59535T)
b Phoma exigua (AY8315091)
b Phioma exigua (EUS541425)
94 p= Phoma exigua (EU541429)
Phoma exigua var. exigua (EUS41428)
100 — Phoma medicaginis (AY831518)

98 L Phoma medicaginis var. medicaginis (DQ109962)
100 Phoma rabiei (EU595353)

| Mycosphaerella rabiei (EU541432) Macrospora

Ascochyta lentls (AY831508)

e 0.01 Substitutions/site
43. abra A p-tubulin szekvencidk Bayesian elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra

irt szamok az egyes elagazasok Bayesian-féle utdlagos valoszinliség értékeknek felelnek meg. A jobb
oldali oszlopok: a morfoldgiai tenyészbélyegeken alapuld faji besorolas Phoma genuson beliili szekcidit
jelzik (Boerema ef al., 2004). Az adtbazisbol szarmaz6 izolatumok fekete, a sajat izolatumok piros
szinnel jeldltek. *P. pinodella (Ph 58) téves identifikacio, mint ’P. exigua var. exigua’

A f-tubulin régié Bayesian analizise

A S-tubulin régid Bayesian modszerrel torténd analizis soran felrajzolt filogenetikai
torzsfa (43. abra) erdsen hasonlit az el6z6 két modszer alapjan kapott torzsfakhoz. Az
elemzést az Anyag ¢és modszer fejezetben leirt paraméterek szerint végeztiik, és az
értékeket egymillié generdcion keresztiil vizsgaltuk. Az elemzés sordn a bootstrap
értétekkel szemben itt Bayesian-féle utolagos valoszinliségeket kaptunk, melynek

nagyon kozelitenek a bootstrap értékekhez, gyakran azzal meg is egyezok.
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Az 0sszefiiggések, amit az el6z6 két torzsfanal is megallapitottunk, itt is helytallok: a
torzsfan beliili két nagy csoport (P. exigua és P. pinodella) egyarant 100% Bayesian-
féle utolagos valosziniiségi értéke azt jelenti, hogy a két csoport a f-tubulin szekvencia
alapjan megbizhat6 valdszintiséggel kiiloniil el egymastol és a tobbi Phoma taxatol. Az
egyes izolatumok kozotti tdvolsagok azonban (az eldgazasok hossza, bazisok kozotti
kiilonbség), valamint a tobbi Bayesian-féle utdlagos valdsziniliségi érték (62) nem elég
megbizhatd a kétséget kizaro elkiilonitéshez és a filogenetikai tdvolsag megallapitashoz.

A P. sojicola izolatumai (MYA-406, EU541434 ¢és PD 97/2160, 541433) a P.
pinodella cluster-be kertiltek a Bayesian tipusu elemzés soran is.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39, EU595357)
a f-tubulin 1égi6 alapjan a P. exigua var. exigua csoportba keriilt. Ujabb izolatumok
vizsgélatara — a ritka el6forduldsra €s autentikus izolatumok torzsgylijteményi hidnyéra

tekintettel — nem kertilhetett sor.

Az egyes filogenetikai modszerek osszehasonlitasa a Phoma taxonok elemzésében

A kiilonb6z6 Phoma taxonok filogenetikai elemzését 3 karaktertipusu modszerrel
végeztik el: a Maximum Likelihood, a Maximum Parsimony és a Bayesian-féle
elemzésekkel. Az eredményeket tekintve nem tapasztaltunk 1ényeges eltérést az egyes
modszerek kozott, azonban érdemes figyelembe venni egyéb tényezdket is a modszer
megvalasztdsakor. Elséként vegyiik figyelembe az egyik legfontosabb tényezdt: az
elemz¢és gyorsasagat, a szamitogépes programfutas iddigényességét. Az alabbi 7.

tablazatban az egyes modszerek id6igényét hasonlitottuk Ossze.

7. tablazat A filogenetikai analizisek id6igénye elemzési modszerek és markerek szerint

Maximum Maximum Bayesian
Likelihood (ML) Parsimony (MP) modszer
0, 08 sec + 11 min 33 sec
tefl 41 min 42 sec bootstrapping (1000 77 min 42 sec
ismétlés)

0, 63 sec + 26 min 53 sec
ITS 28 min 46 sec bootstrapping (1000 51 min 15 sec

ismétlés)

0, 08 sec + 5 min 22 sec
[-tubulin 12 min 36 sec bootstrapping (1000 40 min 34 sec

ismétlés)
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Az adatatokbol jol lathato, hogy a filogenetikai elemzést a leggyorsabban az MP
modszer végezte el, amit az ML, majd a Bayesian modszer kovetett. Fontos
hangsulyozni, hogy esetiinkben az ML moddszer csak azért volt gyorsabb, mint a
Bayesian, mert nem végeztiink bootstrap elemzést, ami egyébként hetekig is eltartott
volna a rendelkezésiinkre all6 szamitogép teljesitménnyel. A sebesség mellett tovabbi
tényezoket is érdemes tekintetbe venni. Ezek egyike a valoszintiségi érték kiszamitasa
(,,bootstrapping”). Mind az ML, mind az MP analizis sordn kivéanatos elvégezni a
bootstrapping miiveletet, amely megadja, hogy mennyire megbizhatok az egyes
elagazasok, mennyire allnak kozel a valdsdghoz a torzsfan &abrdzolt rokonsagi
kapcsolatok. A bootstrapping hatranya, hogy a szamitashoz sziikséges 1d6 hosszq,
kiilonosképpen igaz ez a ML analizisre. Vizsgalatainkban az ML elemzés soran azért is
kénytelenek voltunk eltekinteni a bootstrapping alkalmazasatol, mivel az a
rendelkezésiinkre allo szamitogéppel hetekig tartott volna. Megprobaltunk ugyan a f-
tubulin szekvencidnal ezt elvégezni, de 1 hét alatt még 100 ismétlés sem fejezddott be.
Az MP analizisnél azonban nagyon gyors volt a bootstrapping, amely a program eltérd
tipusu torzsfakeresési modszerének tulajdonithato.

A Bayesian analizis egyik legnagyobb eldnye a masik két modszerrel szemben, hogy
ennél nem sziikséges kiilon bootstrap elemzést végezni, mivel a program az elemzés
lefutdsat kovetden feltiinteti az egyes elagazasok utdlagos valosziniiségi értékeit. Az MP
elemzésnek nagy hatranya, hogy nem ad lehetdséget az evolucios modell kivalasztasara,
illetve kevésbé megbizhatd dsszefliggéseket szolgaltat, mint a masik két modszer, habar
a mi esetiinkben nem tapasztaltunk lényeges eltérést a torzsfikban. Oriasi elénye
viszont a gyorsasdga. A harom moddszer koziil az MP fejezte be leghamarabb a
bootstrap probakat is beleértve. A legmegbizhatobb és legpontosabb torzsfat az ML
elemzés szolgaltatja, mivel a program megadja a valasztott evolicidos modell
paramétereit, és az elagazdsok hosszat az Osszes lehetséges torzsfara, majd a
emlithetd az elemzéshez sziikséges id0 hosszusaga, foleg a bootstrap proba iddigénye.

Véleményem szerint a harom modszer kozil a Bayesian-féle modszer tiinik a legjobb
valasztasnak, mivel egyszerre 6tvozi az ML és MP analizis elOnyeit, de azok hatranyai
nélkiil. Igaz, a Bayesian modszer nem szolgaltat olyan pontos, a valésaghoz kozelitd és
megbizhatd eredményt, mint az ML, viszont az elemzés nagyon gyors, és az egyes
elagazasokhoz azonnal hozzdrendeli (a bootstrap-hez nagyon hasonld) wutolagos

valosziniiségi értékeket. A Bayesian elemzés az MP analizishez képest lassabb, de annal

104



pontosabb és megbizhatobb evolucios torzsfat készit, rdadasul lehetéség nyilik az az
evolucidés modellek megvalasztasara is. A Bayesian-féle modszer talan legkritikusabb
pontja annak kivalasztdsa, hogy a Markov Chain Monte Carlo algoritmus mennyi
generacion keresztll vizsgalja az adathalmazt, am ezt — megfeleld jartassag

megszerzesét kovetden — meglehetds biztonsaggal lehet eldonteni.
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4. Kovetkeztetések, javaslatok

Napjainkig mintegy otezer Phoma és a Phoma-kal kozeli rokonsdgban alloé (Phoma-
szer(l) fajt irtak le morfoldgiai bélyegek alapjan, azonban a genus fajainak taxonomiai
helyzete a mai napig tavolrdl sem teljes tisztazott, és szamos bizonytalansagot rejt
magaban.

Egyre vilagosabba valik, hogy a fajok valddi rokonsagi 0sszefiiggéseire esetenként
még a legosszetettebb morfologiai vizsgalatok sem adnak egyértelmiien megbizhatd
eredményt. A molekularis bioldogia modszereivel mar tobb Phoma genushoz kozelallo
gombataxonban is bebizonyosodott, hogy két kiilon ,,fajnak™ vélt izolatum valdjaban
ugyanazon faj, csak némi morfologiai valtozékonysaggal, vagy ellenkezbleg: azonos
fajnak vélt izolatum valdjaban két kiilonbozo fajt takar (Fatehi et al., 2003; Peever et
al., 2007).

A 19. szazadban és a 20. szazad elsd felében Saccardo (1906) rendszerének alapjan
tobb ezer fajt irtak le a nem-sztromatikus piknidiumos gombak korében, amelyek
szintelen (hialin), valaszfal nélkiili konidiumokat képeznek. Ebben a koncepcioban
jelentds hangsulyt kapott a Phoma-szeri piknidiumos gombék rendszerezésénél a
gazdandvény-specifikussag, a szubsztratumelv szigort alkalmazéisa, valamint a
konidiumban a valaszfal megléte vagy hianya. Altaldban a Phoma besorolast
alkalmaztdk azokra a fajokra, amelyek szintelen, egysejtii konidiumokkal rendelkeztek,
¢s a novények szarain és vesszein novekedtek. Ugyanakkor a levélen karositokat a
Phyllosticta genusba soroltak.

Boerema ¢s munkatarsai (1965, 1968, 1971, 1973, 1977, 1981) mellézik a
gazdandvény prioritasanak hangsulyozasat, mint a Phoma fajok besorolasanak
elsédleges rendszertani kritériumat, és megprobaltdk mind in vivo, mind in vitro
koriilmények kozott megfigyelt stabil rendszertani bélyegek alapjan rendszerezni a
Phoma fajokat, amelyeket standardizalt koriilmények kozott vizsgalt telepjellemzdokkel
egészitettek ki. Hatarozaskor fontosnak tartjadk a telep alakjat, szinét, nagysagat, a
piknidium és konidium alakjat és méreteit, valamint a piknidium falanak szerkezetét,
illetve egyéb élettani jellemzdoket, mint pl. az ,,E-metabolit” képzését. A genus fajaindl a
piknidium morfoldgidja bizonyult a legfontosabb hasznosithaté bélyegnek az egyes

szekciokba sorolasnal. A piknidiumok rendszerint csupaszok, de esetenként a serték
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(setae) jelenléte, tovabba a piknidiumfal morfoldgidja szintén taxondémiai jelentdséggel
bir.

A morfoldgiai vizsgalatainkat a Phoma fajok taxondmidjanak elfogadott koncepcidja
szerint végeztiik (Boerema et al., 2004). Az egyes izolatumok fontosabb tulajdonsagait
(a telepnovekedés intenzitdsa, az agaron fejlodo telep felszinének és fonakjanak szine,
alakja, mérete, szekcioképzés) maldta és zabliszt agarokon jellemeztiik. Ezek mellett
egy¢éb morfologiai bélyegeket is feljegyeztiink (Iégmicélium megléte, szektorképzés,
piknidium alakja, mérete, osztidluma, klamidospodra-képzés, a konidium szine, alakja,
szeptaltsaga, méretei).

Mig egyes izolatumok esetében a morfologiai alapon torténd azonosités
egyértelmiinek bizonyult, mas izoldtumokndl viszont bizonytalansaggal terhelt, egyes
tulajdonsdgok (példaul a telep mérete, szine, alakja, illetve a piknidiumok és
konidiumok mérete) gyakori atfedései miatt nem lehetett kétséget kizardan elkiiloniteni
az egyes taxonokat. Még standardizalt koriilmények kozott is eléfordult, hogy egy
izolatum (Phoma pinodella PD77/165) azonos telepérdl, azonos idében, azonos
taptalajra leoltott tenyészetei mindenben egyezd koriilmények kozott is eltérd
telepmorfologiat mutattak. Mas izolatumok esetében ugyancsak azt tapasztaltuk, hogy a
telepmorfologiai jellemzok nagyon valtozoak. Megfigyeltiik tovabba, hogy a bélyegek
megvaltoztak a tenyészetek tobbszori passzalasat kovetden.

A Phoma sojicola (Abramov) Kovics et al. morfologiai jellemzdi alapjan erdsen
hasonlit a Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch fajhoz. Kévics et
al. (1999) szerint azonban a két faj kozott mégis taladlhatok jellegzetes kiilonbségek a
telepmorfologia, piknidium ¢és kristalyképzddés terén. A Phoma pinodella konnyen
képezett kristdlyokat malata agaron egy hetes tenyésztést kovetden, amig ez a képesség
a P. sojicola esetében hianyzott. A sajat vizsgalataink sordn azonban nem sikeriilt
kimutatnunk egyik faj izolatumainal sem a kristalyképzOodést. Boerema et al. (2004)
szerint a kristalyképzddés az egyes Phoma pinodella izolatumoknal esetleges, illetve a
taptalajon végzett tobbszori atoltdsok soran a gomba ideiglenesen vagy véglegesen
elveszitheti ezt a tulajdonsagat. Jelen vizsgalatainkban mindkét faj telepmorfologiaja
nagymértékben hasonlitott egymasra, illetve nem taldltunk markans, jellemzden
elkiilonité bélyeget. A telepek szine az ismétlések sordn — még ugyanazon izoldtum
esetében, azonos korilmények kozott is — nagyon variabilisnak bizonyult. A

piknidiumok ¢és konidiumok alakja €és nagysaga szintén hasonld valtozatossagot

107



mutatott. A valtozatossaguk oly mértékli volt, ami alapjan nem lehetett a két fajt
egyértelmilen megkiilonboztetni.

Hasonld nehézségekbe 1itkozott a Phlyllosticta sojicola Massalongo €s a Phoma
exigua Desm. var. exigua (syn.: Ascochyta phaseolorum Saccardo) fajok izolatumainak
egymastol torténd elkiilonitése is. Kovics ef al. (1999) a Mycological Research-ben
megjelent cikkiikben mar utaltak ra, hogy a két faj feltételezhetéen azonos. A
morfoldgiai bélyegeket vizsgalva megallapithato, hogy sem telepmorfoldgidban, sem a
piknidiumok, sem a konidiumok alakjaban és méreteiben nem tapasztalhatd jelentds
eltérés, illetve nagy az izoldtumok variabilitasa. Egyedill az ,,E-metabolit”
kimutatasaban talaltunk jelentés, kovetkezetes eltérést. A P. exigua var. exigua
izolatumainak a NaOH-prébaja pozitiv, amig a Phyllosticta sojicola esetében negativ. E
kiilonbség oka azonban lehetséges egyszerli mutdcid kovetkezménye is, amely
eléidézheti a pozitiv NaOH-reakcioért felelds ,,E-metabolit” anyageseretermék hianyat
valamely izoldtumnal, kiilondsen a kozel 70 éves tartds tarolas (1939-t6l) és ismeretlen
szamu atoltast kovetden. Ujabb izolatu azonban —tekintettel a korokozo ritka fellépésére
— nem allt rendelkezésiinkre.

A P. exigua var. exigua Ph 58 izoldtumanak morfologiai bélyegeken alapuld
taxondmiai helyzetét is bizonytalannak talaltuk. A telepmorfologia, piknidium ¢&s
konidium karakterisztikdja alapjan az izolatum erdsen hasonlitott a P. pinodella
izolatumokhoz. Tovéabba a Ph 58 izolatum bdségesen képezett klamidosporakat, mely a
P. pinodella fajra jellemz6 tulajdonsag. Jelentés eltérést itt is a NaOH-probanal
tapasztaltunk, mivel az izolatum a P. exigua var. exigua fajokra jellemzd pozitiv
reakciot mutatott. A P. pinodella izolatumainak NaOH-prob4dja azonban minden esetben
negativ volt. A molekuldris biologai elemzések soran mindhdrom marker esetében az
izolatum a P. pinodella csoportba keriilt. A morfologiai és molekukaris biologiai
eredmények ismeretében joggal feltételezhetjiik az izolatumot deponald személy téves

A biologiai fajfogalom, mely egyes taxonok koérében (Anderson és Stasovski, 1992;
Anderson ¢és Ullrich, 1979; Korhonen, 1978) eligazitd6 megoldast jelent taxondmiai
kérdésekben, a Phoma genus fajainak korében nem, vagy csak korlatozottan
alkalmazhat6, mivel a genus-ba tartozd fajok tobbségének nem ismert a teleomorf
alakja.

A 20. szazad végén a molekuléris biologia rohamos fejlédésének koszonhetden uj

fajfogalom jelent meg a taxondmiaban: a filogenetikai fajfogalom, mely kézéppontjaban
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napjainkban a DNS-polimorfizmus all, bar korabban fehérje-polimorfizmus vizsgalattal
is torténtek probalkozasok. A *90-es évek kdzepén a biokémia és molekuléris biologia
fejlédésével izoenzimek Osszehasonlitd vizsgalatat (fehérjepolimorfizmus) alkalmaztak
molekularis markerként a Phoma genusban is, hogy elkiilonitsék a morfologiailag
kozeli, de feltételezhetden eltérd fajhoz tartozd izolatumokat (Kovics, 1995). A
késdbbiekben azonban a fehérjepolimorfizmus profil (zymogram) meghatirozasokat
egyre inkabb a DNS-polimorfizmus vizsgalatok valtottak fel a filogenetikai célu
elemzésekben.

Jelenlegi ismereteink alapjan a DNS-szekvencia elemzése (molekularis taxonomia)
tinik a legalkalmasabb, ¢és talan a legmegbizhatobb modszernek a gombak
torzsfejlodésének, rokonsagi viszonyainak vizsgalatdra. A molekularis taxondmiai
vizsgdlatok mar eddig is szdmos lényeges valtozast eredményeztek a gombak
filogenetikai rendszerének pontositasaban. A szekvenciaadatok korszer, szamitégépes
feldolgozasa, torzsfak készitése 1j lehetdségeket nyujt a mikolégusoknak a rendszertan
megujitdsara. Harrington és Rizzo (1999) szerint filogenetikai szempontbdl azonos
fajnak tekintendd a populacié azon legkisebb egysége, amely bizonyithatéan egy kozos
Ost6]l szarmazik, és valamilyen egyedi, jol diagnosztizalhato fenotipusos jelleggel
rendelkezik.

A Phoma genuson belill napjainkig még csak korlatozott szdmban hasznaltak
molekularis modszereket taxonoémiai kérdések tisztdzasara, mas gombafajok esetében
azonban mar sikeresen alkalmaztdk ezeket (Taylor et al, 2000). A filogenetikai
fajkoncepcio érvényesitése napjainkig még csak kevés fajra, fajkomplexre terjedt ki a
Phoma genuson beliil (Voigt et al., 2005; Fatehi et al., 2003; Mendes-Pereira et al.,
2003; Balmas et al., 2005).

A DNS-polimorfizmus alkalmazhatésaganak is megvannak a maga korlatai, és kelld
ovatossaggal kell értékelni, interpretalni az eredményeket. Gyakran el6fordul ugyanis,
hogy a vizsgalt gén vagy DNS-szakasz polimorf egy adott fajon beliill, vagy az
ellenkezdje is tapasztalhatd: hogy ugyanaz a szakasz valtozatlanul megtaladlhatd két
kiilon fajban is. Hogy elkeriiljiikk az ilyen tipust hibakat, célszerti tobb gén vagy DNS-
(1997) ezt a filogenetikai fajkoncepcidt ,kozos leszdrmazéas-elv’-nek hivja
(Genealogical Concordance Concept=GCC). Az elmélet a ,koz0s szarmazason alapuld

fajelismerés” (Genealogical Concordance Phylogenetic Species Recognition=GCPSR)
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nevet viseli. A rendszer 1ényege, €s a megbizhatdsagat noveli, hogy mindig tobb gént
vizsgal a rokonsagi kapcsolatok elemzésénél (Taylor ef al., 2000).

Munkank soran eldszor probaltunk meg olyan filogenetikai markereket taldlni a
Phoma genuson belill, amelyek alkalmasak lehetnek a fajok — kiilonosen a
tradicionalisan nehezen ¢értelmezhetok— elkiilonitésére. Vizsgalatainkhoz héarom
molekularis markert valasztottunk (zefl, ITS, p-tubulin), amelyek szakirodalmi adatok
szerint kordbban mar sikerrel alkalmaztak filogenetikai kapcsolatok tanulményozasara
tobb ¢l6lény csoportban, koztik a gombak orszagiban (Fungi) is. Filogenetikai
vizsgalatok soran altalaban célszerli tobb gént vizsgalni, mivel a GCPSR elmélet szerint
(Taylor et al., 2000) tobb gén Osszehasonlitasakor pontosabb ¢és megbizhatobb
eredményt kapunk az egyes filogenetikai kapcsolatokra.

A tefl gént kordbban még nem hasznaltak fel filogenetikai rokonsagvizsgalati céllal
a Phoma nemzetség fajainal, jollehet méas gomba taxonoknal mar bizonyitotta
alkalmassagat rendszertani kapcsolatok feltérképezésére: Druzhinina és Kubicek (2005)
Trichoderma fajok, Knutsen et al. (2004) Fusarium poae, F. sporotrichioides és F.
langsethiae fajkomplex elkiilonitésére hasznaltak sikerrel.

Az ITS-régiok evoluciés mércével mérve viszonylag gyorsan valtozok. Szamos
tanulmany aldtdmasztja, hogy az ITS-régiok alkalmasak rokonsagi kapcsolatok
vizsgélatara a gombaknal (Yli-Mattila et al., 2004; Voglmayr és Yule, 2006; Morocko
¢és Fatehi, 2007; Pademsee et al., 2008; Takamatsu et al., 2008). Az ITS-szekvenciak
elemzése a Phoma genus-on beliil eddig csak kisebb csoportok elkiilonitd vizsgalatara
korlatozodott. Az ITS-szekvencidkat hasznaltak a Phoma lingam teleomort alakjanak
(Leptosphaeria maculans — Leptosphaeria biglobosa fajkomplex) vizsgéalatara (Mendes-
Pereira et al., 2003), a Phoma tracheiphila izoldtumok elkiilonitésére (Balmas et al.,
2005), valamint az ,,Ascochyta pinodes-komplex” taxondémai vizsgalatara (Fatehi et al.,
2003).

A p-tubulin  gént szintén tobben alkalmaztdk mar gombak rendszertani
kapcsolatainak feltarasara (Ayliffe et al., 2001; Hansen et al., 2004; Yli-Mattila et al.,
2004), azonban a Phoma genuson beliil erre kevés irodalmi utalas van. Voigt et al.
(2005) a p-tubulin gént is felhasznaltdk a Phoma lingam teleomorf alakjanak
(Leptosphaeria maculans — Leptosphaeria biglobosa fajkomplex) vizsgalatakor az ITS-
régiok mellett, tovabba Fatehi et al. (2003) is alkalmazta az ,,Ascochyta pinodes-

komplex” taxondmai elemzésére.
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Az altalunk megvizsgalt filogenetikai markerek (zefl, ITS, [-tubulin) mindegyike
alkalmasnak bizonyult faji szintli rokonsagi kapcsolatok vizsgalatara a Phoma genus-ban.
Ezek koziil a fefl gén tiinik a legmegbizhatobbnak.

A tobb izolatummal képviselt fajok mind azonos csoportba kertiltek (P. pinodella, P.
exigua, P. glomerata, P. plurivora), mely meger0siti a vizsgalt filogenetikai markerek
alkalmassagét nemcsak a fajon beliili izolatumok (Mendes-Pereira et al., 2003; Balmas et
al., 2005) vagy fajkomplexek (Fatehi et al., 2003) vizsgalatira, hanem az egyes fajok
elkiilonitésére is a Phoma nemzetségen beliil.

A vizsgalt Phoma fajok egyértelmiien elkiilonithetdk voltak a kozeli rokon Ascochyta
nemzetség fajaitol: Ascochyta rabiei /teleomorf: Didymella rabiei/, Ascochyta lentis
/teleomorf: Didymella lentis/. Mivel a Phoma ¢és Ascochyta fajok elkiilonitése gyakran
nem konnyt feladat az in vivo kiilonbozd sejtszamti konidiummal rendelkezd Phoma
(pseudo-Ascochyta) fajok esetében (Fatehi et al., 2003), ez a molekularis bélyeg tovabbi
segitséget nyujthat a hovatartozas egyértelmii megallapitasahoz.

Az egyes szekvencidk karakteralapu filogenetikai elemzéssel (Maximum Likelihood,
Maximum Parsimony, Bayesian method) létrehozott filogenetikai torzsfak alapjan a
Phoma fajok egyértelmiien elkiilonithet6k voltak egymastol, illetve a kozeli rokon
Ascochyta nemzetség fajaitdl. A kiilonbozé modszerekkel generalt torzsfak nem tértek el
lényegieckben egymadstol, mely aldtdmasztja a moddszerek kiilon-kiilon is fenndllo
megbizhatdsagat. A harom filogenetikai modszer elényeit és hatranyait 6sszehasonlitva a
kovetkezd megallapitasokat tehetjiik: az elemzéseknél az egyik leggyakrabban
figyelembe vett szempont a gyorsasag, amely a Maximum Parsimony (MP) mddszer nagy
erdssége; hatranya viszont, hogy nem kinalja fel evoluciés modell megvalasztisanak a
lehetdségét, szemben a masik két modszerrel. A Maximum Likelihood (ML) elemzéssel
kapott eredmény talan a legpontosabb és legmegbizhatobb, ugyanis ez minden lehetséges
mutacids eseményt szamitasba vesz, amelyek a vizsgalt adatokat eredményezhették, igy
ez kozeliti meg legjobban a valddi evolucids valtozasokat, melynek azonban az ,,ara” a
szamitas idoigényessége. A mi adathalmazunkkal ez sokkal tobb id6t vett igénybe mint a
masik két modszer, tovabba a bootstrap analizist el sem tudtuk végezni a szamitdégépes
hattér korlatozottsaga miatt, mivel a szamitas tobb napot meghalad6 i1déigényt jelentene.
Tapasztalataink alapjan a karakteralapu filogenetikai modszerek koziil a Bayesian
moédszer tiinikk a legjobb valasztasnak megbizhatosdga ¢€s viszonylag egyszerii
kezelhetdsége miatt, bar hangstlyozni kell, hogy a masik két modszer egyarant alkalmas a

korrekt faji szintli 6sszefiiggés-elemzések elvégzéséhez a Phoma genus-ban.

111



5. Uj eredmények

1. Munkank sordn kilenc Phoma-szerii taxon huszonkét izolatumat vizsgéltuk
morfologiai €és molekularis bélyegek 0Osszehasonlitdsdval, ezek rendszertani
helyzetét részben megerdsitettiik, részben Gjrarendszerezésiikhoz jarultunk hozza.

2. A Phoma fajok molekularis jellemzok alapjan egyértelmiien elkiilonithetok voltak a
kozeli rokon Ascochyta nemzetség fajaitol. Mivel a Phoma és Ascochyta fajok
elkiilonitése morfoldgiai alapon esetenként bizonytalan, a molekularis jellemzok
(,,ujjlenyomat™) tovabbi segitséget nyujtanak a hovatartozds egyértelmi
megallapitasdhoz.

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

4. A Phoma sojicola — erdteljes morfoldgiai hasonlésag mellett — a tefl, ITS és f-
tubulin szekvenciak alapjan a P. pinodella-val teljesen azonos. A pillangosviraga
novényeken, igy a szdjan is betegséget okozd Phoma sojicola (Abramov) Kovics
et al. (basonym: Ascochyta sojicola Abramov, mint ,,sojaecola”) faj, amelynek 1j
kombinéciokénti (comb. nov.) leirdsara 1999-ben keriilt sor (Kovics et al., 1999)
taxonomai helyzetének ujraértelmezésére keriilt sor a molekularis dsszehasonlitd
adatok eredményeinek ismeretében. A reprezentativ tenyészetek (PD98/1135,
PD97/2160) morfologiai hasonlésaga a P. pinodella fajjal nyilvanvald,
ugyanakkor a csekély fiziologiai kiilonbség (,,E-metabolit” termelése a P.
sojicola-nal, illetve ennek hianya a P. pinodella-nal) — a molekuléaris markerek
azonossaganak tiikkrében — nem indokolja a P. sojicola taxon 06nalloé fenntartasat
(Irinyi et al, 2009). Javasoljuk tehat a P. sojicola szinonim névként torténd
alkalmazasat a P. pinodella részeként.

5. Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt, Németorszagban a ’30-as évek
végén jarvanyt okozd betegség egyetlen €10, hozzaférhetd izolatuma (CBS 301.39)
a filogenetikai markerek alapjan a Phoma exigua var. exigua csoporthoz tartozik.
A varidbilis morfologia sajatsagok mellett a molekuldris adatok alapjan a

Phyllosticta sojicola Massal. megegyez6 a Phoma exigua var. exigua fajjal, ezért
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javasoljuk a Phyllosticta sojicola fajnév 1) kombinacidoként vald hasznalatat a
Phoma exigua Desm. var. exigua szinonimjaként.

6. A molekuldris génbank (GenBank) adatbazisat kilenc Phoma-szerii faj 22 db
izolatumanak tef1, ITS, valamint S-tubulin szekvencidjaval gyarapitottuk.

7. Hozzdjarultunk ahhoz, hogy a pillangdsvirdaghh novényeken karosito, tiinettanilag
megegyez0 betegségek koroktanat tisztazzuk. Karosithat — masok mellett — a:
Phoma exigua Desm. var. exigua (4 szinonim: Phyllosticta sojicola Massal.);
Phoma pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch (0j szinonimok:

Phoma sojicola Kovics et al., Ascochyta sojicola Abramov).
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6. Osszefoglalas

Munkank soran kilenc Phoma-szerli taxon huszonkét izolatumat hasonlitottuk Ossze
morfoldgiai és molekularis bélyegek alapjan.

A torzseket részletesen tanulméanyoztuk és azonositottuk a Phoma fajok
taxonémidjanak elfogadott koncepcidja szerint, amely in vitro stabil alaktani és
tenyésztési paraméterek standardizalt feltételek melletti jellemzésén alapul.

A pillang6sviraga novényeken (Fabaceae), igy a szojan (Glycine max) is, szamos
hasonld betegséget okozo, Phoma-szerti faj (Phoma pinodella, Phoma sojicola,
Phyllosticta sojicola, Phoma exigua var. exigua) fordul eld. Ezen fajok a morfoldgiai és
szimptomatologiai bélyegek alapjan egymastol alig megkiilonboztethetéek, ami miatt
taxonémidjukban a mai napig nagy a bizonytalansag. Az atfedo alaktani bélyegek
indokoltta teszik a fajok molekularis taxondmiai vizsgalatat.

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

Molekularis analiziseinkben olyan filogenetikai markereket alkalmaztunk (zef1, ITS,
[-tubulin), melyek megfeleldnek bizonyultak a faji szinti rokonsagi kapcsolatok
vizsgalatara a Phoma genus izolatumainal. Ezek kozott a tef/ gén — melyet kordbban
még nem hasonloak filogenetikai rokonsagvizsgalati céllal e gomba csoportban —
bizonyult a legmegbizhatdébbnak.

A Phoma fajokat molekularis markerekkel sikeriilt egyértelmiien elkiiloniteni a
kozeli rokon Ascochyta nemzetség fajaitél. Mivel a Phoma (és Ascochyta) fajok
elkiilonitése morfoldgiai alapon gyakran nem konnyl feladat, kiilondsen az in vivo
kiilonbozd sejtszamu konidiumokat képzd Phoma (pseudo-Ascochyta) fajok esetében,
ezek a molekularis jellemzOk tovabbi segitséget nyujthatnak a faji hovatartozas
egyértelmil megallapitasahoz.

A tobb izolatummal képviselt fajok mind egy csoportba keriiltek (P. pinodella, P.

exigua, P. glomerata, P. plurivora), amely megerdsiti a markerek alkalmassagat

114



nemcsak a fajon beliili izoldtumok vagy fajkomplexek Gsszehasonlitdsara, hanem az
egyes fajok elkiilonitésére is a Phoma genus-ban.

Harom kiilonb6z6 nukleotid-alapt filogenetikai mddszert alkalmaztunk (Maximum
Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian method) az egyes markerek
Osszehasonlitasaban, egyenként megvizsgalva azok elonyeit ¢€s hatranyait.
Tapasztalataink alapjan a karakteralapi filogenetikai modszerek koziil a Bayesian
modszer tlinik a legmegfelelobb valasztasnak megbizhatdsaga és viszonylag egyszerii
kezelhetdsége 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 hasonlésdgokat 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, 1TS ¢és p-tubulin szekvenciajuk gyakorlatilag teljesen azonos volt. A szdjan
betegséget okozo Phoma sojicola (syn.: Ascochyta sojicola) faj, amelynek 1j
kombinaciokénti (comb. nov.) leirdsara 1999-ben keriilt sor, taxondémai helyzetének
ujraértelmezését tartottuk sziikkségesnek a molekularis  Osszehasonlito  adatok
eredményeinek ismeretében. A reprezentativ tenyészetek (PD98/1135, PD97/2160)
morfologiai hasonlésdga a P. pinodella fajjal nyilvanvalo, ugyanakkor a fiziologiai
kiilonbség (,,E-metabolit” termelés a P. sojicola-ndl, illetve ennek hianya a P.
pinodella-nal) — a molekularis markerek azonossagéanak tiikrében — nem indokolja a P.
sojicola taxon 0nallo fenntartasat (Irinyi et al, 2009). Javasoltuk tehat a P. sojicola
(Abramov) Kovics et al. szinonim elnevezéskénti alkalmazasat a P. pinodella (L.K.

Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch faj részeként.
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7. Summary

In our research we have studied twenty-two isolates of nine different Phoma-like
species on the basis of morphological and molecular characters.

The isolates were characterized and identified morphologically in details, according to
an accepted concept based on standardized in vitro physiological and morphological
characters of Phoma-like species.

Different pathogenic Phoma-like species (Phoma pinodella, Phoma sojicola,
Phyllosticta sojicola, Phoma exigua var. exigua) have been found on Fabaceae species,
including soybean (Glycine max). Since these species are very similar to each other both
symptomatically and morphologically, and strain-dependent variability it is hard to
delimit them. Consequently, this has resulted in uncertainity and misidentification in
their taxonomy. Therefore there is a need to develop additional rapid molecular methods
to enable accurate identification.

Phoma sojicola (Abramov) Kovics et al. highly resembles morphologically to Phoma
pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch. According to Kdvics et al. (1999),
there are profound morphological differences in cultural characteristics, pycnidia
production and crystal formation between the two aforementioned species. However, in
our studies, crystal formation was not observed in either of the species which can be
attributed to that this feature may depend on cultural conditions and/or other factors
(longevity of storage, temperature, number of transfer).

On the basis of morphological characters the Phyllosticta sojicola showed great
similarity to Phoma exigua var. exigua. The sporadical incidence of P. sojicola on
soybeans and the examination of living cultures makes its identification difficult.

We have selected phylogenetic markers (tef1, ITS, f-tubulin) that were suitable for
phylogenetic studies and identification at species level within the Phoma genus.
Phylogenetic studies of the two protein-encoding genes fef! and f-tubulin, together with
the ITS sequences yielded consensual results. The highest resolution could be revealed
by the analysis of tef! gene, whereas sequences of ITS and f-tubulin showed the lowest
polymorphism among the examined Phoma species.

According to the phylogenetic trees based on molecular markers, the Phoma species
were well separated from the closely related Ascochyta taxa: Ascochyta rabiei

/teleomorph: Didymella rabiei/, Ascochyta lentis /teleomorph: Didymella lentis/. As the
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identification of Phoma and Ascochyta genera based on morphological characteristics is
often confusable, these new phylogenetic markers can be useful tools for mycologists to
identify unknown species.

The species represented by more than one isolate were classified in the same
subgroup (P. pinodella, P. exigua, P. glomerata, P. plurivora), which prove that the
molecular sequences are well suited for delineating phylogenetic relationships within
the Phoma genus.

For phylogenetic analysis, three different character-based methods were used
(Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, Bayesian method) to evaluate their
applicability of each marker. In our experience, the most suitable method seemed to be
the Bayesian analysis due to its complexity, reliability and fastness.

Soybean pathogenic P. sojicola (syn.: Ascochyta sojicola) was described as a new
combination (comb.nov.) in 1999 by Kovics et al. In our presented performed studies,
the morphological differences were small and delimitation was made basically on the
absence of crystal production on MA, in contrast to P. pinodella. However, this feature
appears to be an unstable character, viz. in our experiments none of the isolates
produced crystals. All phylogenetic relationship analyses classified Phoma sojicola in
the same clades of P. pinodella. Based on the presented genealogical concordance
phylogenetic species recognition and morphological results, we suggest the re-
classicfication of Phoma sojicola (Abramov) Kovics et al. as synonymous with P.
pinodella (L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch (Irinyi ef al., 2009).

The morphological characters of the Phyllosticta sojicola isolate (CBS 301.39,
deposited by Boning in 1939) discussed in this study, together with its molecular
features, proved that Phyllosticta sojicola Massal. is synonymous with Phoma exigua
Desm. var. exigua. This supports our hypothesis based on examined type material, that
P. sojicola on leaves of Glycine max (Massalongo, 1900) represents the plurivorous P.

exigua var. exigua.
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9. Mellékletek

1. Melléklet

DNS izolalasa Omega Fungal DNA Kit (D1090) alkalmazasaval

1. 1épés: Adjunk a feltart (folyékony nitrogén vagy Roche MagNA Lyser) mintadhoz 600
ul FG1 puffert, és azonnal keverjiik erdsen Ossze, amig egy homogenizalt elegyet nem
kapunk!

2. 1épés: Inkubaljuk a mintat 65°C-on, 10 percen keresztiil!

3. 1épés: Adjunk a mintdhoz 140 ul FG2 puffert és vortex-szel keverjiik jol 6ssze, majd
centrifugéljuk az igy kapott elegyet <10.000 G-n, 10 percig!

4. 1épés: Ovatosan szivjuk le a felaszot egy tiszta centrifugacsébe! Vigyazzunk, hogy
sejttormeléket ne szivjunk fel! Adjunk a mintdhoz 0,7-szeres mennyiségii izopropanolt,
majd vortexeljiik jol 6ssze, hogy kicsapodjon a DNS!

Ez a 1épés eltavolitja az elegybdl a poliszacharidok tobbségét. Az izopropanol
hozzAdadasa utan nem sziikséges tovabbi inkubacio. Altalaban mintegy 600 ul felaszot
lehetséges leszivni (ez a minta természetétdl fliggéen valtozhat), amelyhez 420 pl
izopropanolt sziikséges hozzaadni.

5. 1épés: Azonnal centrifugaljuk a mintat 10.000 G-n, 2 percig, hogy letlilepedjen a
DNS! A hosszabb centrifugélasi idé nem javitja a kihozatalt.

6. 1épés: Ovatosan szivjuk le, vagy ontsiik le a felaszot ugy, hogy a pelletet ne kavarjuk
fel! Forditsuk meg a centrifugacsovet €s helyezziik egy papirdarabra 1 percig, hogy az
Osszes folyadékot eltavolitsuk a csobol! A DNS-iiledék (pellet) teljes kiszaritdsa nem
sziikséges.

7. 1épés: Adjunk 300 pl 65 °C-ra felmelegitett steril vizet a pellethez és szuszpendaljuk
fel benne! Egy rovid idotartalmi inkubacié 65 °C-on sziikséges lehet, hogy ndveljlik a
DNS oldodésat a steril vizben. Adjunk a mintdhoz 4 pl RNase-t és keverjiik jol 6ssze!
Tovabbi inkubacio nem sziikséges az RNase-os kezeléshez.

8. 1épés: Adjunk a mintdhoz a 150 pl FG3 puffert, majd 300 pl abszolut etanolt és
vortexeljiik jol 0ssze, amig az elegy nem valik homogénné!

Az etanol hozzaadasa utan keletkezhet némi csapadék, de ez nem befolyasolja a DNS-
izolalas tovabbi menetét.

9. 1épés: Tegyiik ez egész mintat a HiBind® DNA column-ra, amelyet el6zdleg egy 2
ml-es centrifugacs6be helyeztiink! Centrifugaljuk a mintat 10.000 G-n, 1 percig!
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Dobjuk ki az atfolyo6t és a centrifugacsovet!

10. 1épés: Tegyiik az oszlopot egy tiszta 2 ml-es centrifugacsdbe, és pipettdzzunk az
oszlopra 750 pl Wash Buffer-t, amelyet el6zdleg abszolut etanollal (96—-100%)
egészitettiink ki. Centrifugaljuk a mintat 10.000 G-n, 1 percig, majd dobjuk ki az
atfolyot!

11. 1épés: Ismételjiik meg a 10. mosasi 1épést még egyszer! 750 ul Wash Buffer-el
kiegészitve, 10. 000 G-n, 1 percig, és ismét dobjuk ki az atfolyot!

12. 1épés: Centrifugdljuk az oszlopot iiresen, maximum sebességgel, 2 percig, hogy
megszaritsuk a mintat! Ez a 1épés nagyon fontos (hogy az Gsszes etanolt eltavolitsuk a
mintabdl), mivel az etanol tovabbi jelenléte zavarhatja a tovabbi munkakat.

13. 1épés: Helyezziik az oszlopot egy tiszta 1,5 ml-es centrifugacsébe! Tegylink a
membranra 65 °C-ra felmelegitett, 100 pl elualdé puffert vagy steril vizet, majd
inkubaljuk az oszlopot szobahdmérsékleten 3—5 percig! Centrifugéljuk a mintat 10.000
G-n, 1 percig, hogy eludljuk a DNS-t a membranrol!

Kisebb mennyiségli eltcidos puffer vagy viz jelentdsen novelheti a DNS-
koncentraciot, de a kihozatal (az 6sszmennyiség) kevesebb lesz. Ugyanakkor 200 pl-nél
tobbet hasznalni az elualasnal ugyancsak nem ajanlott.

14. 1épés: Ismételjiik meg a 13. Iépést Gjabb 100 pl elucios pufferrel vagy steril vizzel!

Ezt egy masik 1,5 ml-es centrifugacsében végezziik, hogy megtartsuk az elsé 100 pl

crer

crer

hozzaadésa utan inkubaljuk az oszlopot 60—70 °C-on, 5 percig!
Az izolalas végén nyert DNS 0sszmennyisége nagyon valtozd a kiinduldsi minta
min3ségétdl és mennyiségétsl fliggden. Altaldban 200 mg nedves tomegbél kiindulva

20-50 pg DNS-t lehet izolalni.

2. Melléklet

A PCR-termék tisztitasa és koncentralasa

A termékek tisztitasat a Millipore cég Microcon Centrifugal Filter Devices termékei
koziil az YM-100 (Millipore, 42413) tipustival végeztiik (43. dbra). A PCR terméket (50
ul) a filterre pipettaztuk, melyet egy 2 ml-es centrifugacsdbe helyeztiink, és 500 G-n
centrifugaltuk 8 percig. Az atfolyot kidobtuk, majd a filtert megforditva egy tiszta 2 ml-
es centrifugacsébe helyeztiikk, és 3 percig, 1000 G-n centrifugéltuk. Az igy kapott
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atfolyd, melynek mennyisége 5-10 pl (50 pul PCR elegybdl) mar a tisztitott és

koncentralt PCR-terméket tartalmazza.

44. abra A PCR termék tisztitidsa és koncentralasa a Microcon YM-100 termék hasznalataval

3. Melléklet

Altalunk elhelyezett ITS hozzdférési szamok (accession numbers) a GenBank
adatbazisaban (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez)

EUS555533
Phoma exigua var. exigua isolate D/075 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer

2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£i|189163921|gb|[EU555533.1|[189163921]

EUS573007
Phoma exigua isolate ICMP 13336 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/190402604|gb|[EU573007.1|[190402604]

EU573008

Phoma exigua var. exigua isolate ICMP 15330 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal
transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial

sequence
gi|190402605|gb[EU573008.1|[190402605]

EU573009

Phoma exigua var. linicola isolate D/071 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/190402606|gb|EU573009.1|[190402606]

EU573010

Phoma exigua var. exigua isolate D/077 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/190402607|gb|EU573010.1|[190402607]
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EU573011

Phoma exigua isolate D/145 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

gi|190402608|gb[EU573011.1|[190402608]

EU573012

Phoma exigua var. exigua isolate Ph 58 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

£1/190402609|gb|EU573012.1|[190402609]

EUS573013

Phoma exigua isolate D/146 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

£1/190402610|gb|EU573013.1|[190402610]

EUS573014

Phoma eupyrena isolate CBS 375.91 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

gi|190402611|gb|EU573014.1|[190402611]

EUS573015

Phoma pinodella isolate D/035 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402612|gb|EU573015.1|[190402612]

EUS573016

Phoma glomerata isolate D/034 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402613|gb|EU573016.1|[190402613]

EUS573017

Phoma glomerata isolate ICMP 15788 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402614|gb|EU573017.1|[190402614]

EUS573018

Phoma plurivora isolate D/072 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402615|gb|EU573018.1|[190402615]
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EU573020

Didymella rabiei isolate CBS 581.83A 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/190402617|gb|EU573020.1|[190402617]

EU573019

Phoma plurivora isolate ICMP 6875 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer
2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

£1/190402616|gb|EU573019.1|[190402616]

EU573021

Phoma foveata isolate D/048 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402618|gb|EU573021.1|[190402618]

EUS573022

Phoma multirostrata isolate D/044 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402619|gb|EU573022.1/[190402619]

EUS573023

Phoma sojicola isolate D/054 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402620|gb|EU573023.1|[190402620]

EUS573024
Phoma pinodella isolate D/046 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/190402621|gb|[EU573024.1|[190402621]

EUS573025

Phoma pinodella isolate D/045 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

2i|190402622|gb|EU573025.1|[190402622]

EUS573026

Phoma sojicola isolate CBS 567.97 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

£1/190402623|gb|[EU573026.1|[190402623]
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EU573027

Phoma pinodella isolate D/095 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
21/190402624|gb|EU573027.1|[190402624]

EU573028
Phoma pinodella isolate CBS 318.90 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer

2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/190402625|gb|[EU573028.1|[190402625]

EUS573029
Phyllosticta sojicola isolate CBS 301.39 18S ribosomal RNA gene, partial sequence;
internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer

2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/190402626|gb|[EU573029.1|[190402626]

EUS595358
Didymella rabiei isolate D/144 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; internal
transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2,

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence
£1/192758049|gb|[EU595358.1|[192758049]

Altalunk elhelyezett tefl hozzaférési szamok a GenBank adatbdzisdban

EU543968

Phoma glomerata isolate ICMP 15788 translation elongation factor 1 alpha gene, partial
cds

21/189031562|gb|EU543968.1|[189031562]

EU543969
Phoma glomerata isolate D/034 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
2i|189031564|gb|EU543969.1|[189031564]

EU543970
Phoma pinodella isolate D/095 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
2i|189031566|gb|EU543970.1|[189031566]

EU543971
Phoma pinodella isolate D/045 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
2i|189031568|gb|EU543971.1|[189031568]

EU543972
Phoma pinodella isolate D/046 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
2i|189031570|gb|EU543972.1|[189031570]

EU543973

Phoma pinodella isolate D/035 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
2i|189031572|gb|EU543973.1|[189031572]

141



EU543974
Phoma sojicola isolate D/054 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
2i|189031574|gb|[EUS543974.1|[189031574]

EU543975

Phoma exigua var. exigua isolate Ph 58 translation elongation factor 1 alpha gene,
partial cds

gi[189031576|gb|EUS543975.1][189031576]

EU543976

Phoma sojicola isolate CBS 567.97 translation elongation factor 1 alpha gene, partial
cds

2i|189031578|gb|[EUS543976.1|[189031578]

EU543977

Phoma eupyrena isolate CBS CBS 375.91 translation elongation factor 1 alpha gene,
partial cds

21|/189031580|gb|EU543977.1|[189031580]

EU543978

Didymella rabiei isolate CBS 581.83A translation elongation factor 1 alpha gene, partial
cds

gi[189031582|gb|EU543978.1|[189031582]

EU543979

Phoma exigua var. linicola isolate D/071 translation elongation factor 1 alpha gene,
partial cds

21/189031584|gb|EU543979.1|[189031584]

EU543980

Phoma exigua isolate ICMP 13336 translation elongation factor 1 alpha gene, partial
cds

gi[189031586|gb|EU543980.1|[189031586]

EU543981

Phoma exigua var. exigua isolate ICMP 15330 translation elongation factor 1 alpha
gene, partial cds

2i|189031588|gb|EU543981.1|[189031588]

EU543982
Phoma exigua var. exigua isolate D/075 translation elongation factor 1 alpha gene,

partial cds
£1/189031590|gb|[EU543982.1|[189031590]

EU543983

Phoma exigua var. exigua isolate D/077 translation elongation factor 1 alpha gene,
partial cds

21/189031592|gb|EU543983.1|[189031592]
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EUS43984
Phoma exigua isolate D/146 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
£i/189031594|gb|[EU543984.1|[189031594]

EU543985

Phoma foveata isolate D/048 translation elongation factor 1 alpha gene, partial cds
£i/189031596|gb|EU543985.1|[189031596]

EUS543986

Phoma multirostrata isolate D/044 translation elongation factor 1 alpha gene, partial
cds

2i|189031598|gb|EUS543986.1|[189031598]

EUS552930
Phoma plurivora isolate ICMP 6875 translation elongation factor 1 alpha gene, intron
£1/189099242|gb|[EU552930.1|[189099242]

EUS552929

Phoma plurivora isolate D/072 translation elongation factor 1 alpha gene, intron
£1/189099241|gb|[EU552929.1|[189099241]

EUS95355

Phoma pinodella isolate CBS 318.90 translation elongation factor 1-alpha gene, partial
cds

£1|192758043|gb|[EU595355.1|[192758043]

EU595356

Phyllosticta sojicola isolate CBS 301.39 translation elongation factor 1-alpha gene,
partial cds

21/192758045|gb|EU595356.1|[192758045]

EU595354
Ascochyta rabiei isolate D/144 translation elongation factor 1-alpha gene, partial cds
2i|192758041|gb|EU595354.1|[192758041]

Altalunk elhelyezett B-tubulin hozzdférési szamok a GenBank adatbdzisdban

EU541415
Phoma eupyrena isolate CBS 375.91 beta-tubulin gene, partial cds
gi|190151476|gb|EU541415.1|[190151476]

EU541416
Phoma pinodella isolate D/035 beta-tubulin gene, partial cds
gi|190151478|gb|EU541416.1|[190151478]

EU541417
Phoma pinodella isolate D/045 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151480|gb|EU541417.1|[190151480]

EU541418

Phoma pinodella isolate D/095 beta-tubulin gene, partial cds
gi|190151482|gb|EU541418.1|[190151482]

143



EU541419
Phoma pinodella isolate D/046 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151484|gb|[EUS541419.1|[190151484]

EU541420
Phoma exigua var. exigua isolate Ph 58 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151486|gb|[EUS541420.1|[190151486]

EU541421
Phoma exigua var. exigua isolate D/075 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151488|gb|EU541421.1|[190151488]

EU541422
Phoma exigua var. exigua isolate D/077 beta-tubulin gene, partial cds
£i|190151490|gb|EU541422.1|[190151490]

EU541423
Phoma exigua var. linicola isolate D/071 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151492|gb|EU541423.1|[190151492]

EU541424
Phoma glomerata isolate D/034 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151494|gb|EU541424.1|[190151494]

EU541425
Phoma exigua isolate D/145 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151496|gb|EU541425.1|[190151496]

EU541426
Phoma glomerata isolate ICMP 15788 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151498|gb|EU541426.1|[190151498]

EU541427
Phoma exigua isolate D/146 beta-tubulin gene, partial cds
£i|190151500|gb|[EU541427.1|[190151500]

EU541428
Phoma exigua var. exigua isolate ICMP 15330 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151502|gb|EU541428.1|[190151502]

EU541429
Phoma exigua isolate ICMP 13336 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151504|gb|EU541429.1|[190151504]

EU541430
Phoma multirostrata isolate D/044 beta-tubulin gene, partial cds
£i|190151506|gb|[EU541430.1|[190151506]
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EU541431
Phoma foveata isolate D/048 beta-tubulin gene, partial cds
gi|190151508|gb|EUS541431.1|[190151508]

EU541432
Didymella rabiei isolate CBS 581.83 A beta-tubulin gene, partial cds
gi|190151510|gb|[EUS541432.1|[190151510]

EU541433
Phoma sojicola isolate CBS 567.97 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151512|gb|EU541433.1|[190151512]

EU541434
Phoma sojicola isolate D/054 beta-tubulin gene, partial cds
2i|190151514|gb|EU541434.1|[190151514]

EUS552931
Phoma plurivora isolate ICMP 6875 beta-tubulin gene, partial cds
£1/189099237|gb|[EU552931.1|[189099237]

EUS552932
Phoma plurivora isolate D/072 beta-tubulin gene, partial cds
£1/189099239|gb|EU552932.1|[189099239]

EUS595352
Phoma pinodella isolate CBS 318.90 beta-tubulin gene, partial cds
£1|192758037|gb|[EU595352.1|[192758037]

EUS95357

Phyllosticta sojicola isolate CBS 301.39 beta-tubulin gene, partial cds

2i|192758047|gb|EU595357.1|[192758047]

EUS595353
Ascochyta rabiei isolate D/144 beta-tubulin gene, partial cds
£1/192758039|gb|[EU595353.1|[192758039]
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12. Nyilatkozatok

NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Agrar-és Miiszaki Tudomanyok Centrum
Mezo6gazdasagtudomanyi Karan a Kerpely Kalman Doktori Iskola keretében készitettem el a

Debreceni Egyetem AMTC MTK doktori (PhD) fokozatanak elnyerése céljabol.

Debrecen, 2009. julius 24.

a jelolt alairasa

NYILATKOZAT

Tanusitom, hogy Irinyi Laszlé Miklos doktorjelolt 2004 - 2009 kozott a fent megnevezett
Doktori Iskola keretében iranyitdsommal — irdnyitasunkkal végezte munkajat. Az értekezésben
foglalt eredményekhez a jelolt 6nallo alkotod tevékenységével meghatarozoan hozzéjarult, az

értekezés a jelolt 6nallé munkaja. Az értekezés elfogadasat javaslom — javasoljuk.

Debrecen, 2009. julius 24.

a témavezetok alairasa
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