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OSSZEFOGLALAS

A Phoma genusba tartozo gonibafajok 16bbsége fitopatogen,
opportunista parazita vagy szaprofiton életmédot folytat. Az egyes
Phoma fajokat t6bb standard tdptalajon megfigyelhetd morfologiai
bélyeg  alapjdn rendszerezik. Mds. gombacsoportoknal madr
haszndlt, és tébbé-kevésbé megbizhatonak bizomyult molekuldris
markerek szekvencia analzzzse a Phoma fajolmal napjaznkzg alig
keriilt alkalmazdsra. ;

Vizsgdlatainkhoz olyan ﬁlogenetzkaz markert kerestunk amely
mdr megbizhatonak. bizonyult mind a fajok kézétti, mind a fajon
beliili csoportok elkiilénitésére mds gombataxonokndl. -

. Ezek kiziil valasztdsunk az' élGvildgban erdsen: konzervativ,
transzlaczés‘ elongdcios - faktorra- (tefl).- esett,. melynek intron
régidja az rDNS-ben taldlhaté (Internal Transcribed Spacer=ITS)
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and 2 and the 5.85 rDNA, as potential genetic markers to infer
Pphylogenetic relationships among different Phoma taxa. Twelve
different Phoma species sequences were analysed together with
the closely related Ascochyta ones. The constructed phylogenetic
trees, based on tefl and ITS sequences, do not support the
traditional Phoma based morphological
characterization. However, we managed to distinguish between the
Phoma strains and Ascochyta. species by comparing their tefl
sequences through parsimony analysis. We proved that a tefl can
be . a -useful phylogenetic marker -to - resolve phylogenetic

sections on

~ relationships at species level in Phoma genus. ..

szekvencidk mellett az egyik leggyakrabban alkalmazott alternativ . -

filogenetikai-marker. A tefl szekvencia dltal kédolt fehérje (EF-1a)
az evoliucio.sordn. konzervativ,: minden . sejtben megtaldlhatd, a
feheryeszmtézzsben kulcsfontossagu protein. - o
-+ Szdmos tanulmany tdmasztja -alg, hogy a teﬂ szekvencza
rendelkezzk azon tulajdonsdgokkal, amelyek alkalmassd teszik a
Jajon i belili ..és: a fa_;ok kﬁzbm ﬁlogenetzkaz kapcsolatok
meghatdrozadsdra. i
Vizsgdlatunk sordn 11 Phama fa] 12 zzolatumabol zzolaltunk
- genomi DNS-t; majd két specifikus primerrel (EF1-728F és EF1--
- 986R) -amplifikdltuk a . tefl .gén nagy. intronjdt. - tartalmazo
szakaszdt, és meghatdroztuk azok szekvencidjdt:: A  fajok
ﬁlogenetzkaz + elemzését - tefl..
‘elemzésével végeztik a PAUP*4 0b program .alkalmazdséval. A
 tefl szekvencidk alapjdn az egyes Phoma fajok jol elkiilénithetdk
' egjzmésfél,- ami bizonyitia, hogy-a tefl . szekvencia. a Phoma
fajokndl is alkalmas molekuldris alapon. térténd. filogenetikai
rendszerezésre. Az elemzés sordn kapott filogenetikai  térzsfa
azonban nem minden esetben mutatott egyezést a:morfologia
bélyegeken alapulo Phoma taxonokkal. A tefl szekvencia alapjdn a

. szekvencidk .- parsimony-tipusi -

Phoma fajok egyértelmiien elkiiloniilnek a kiozeli rokon Ascochyta |

Jfajoktdl is.

Kulcsszavak: Phoma, ITS régid, transzldcids elongdcids

Jaktor, filogenetika
SUMMARY

The cosmopolitan Phoma genus contains  mainly
phytopathogenic, opportunistic parasites, and saprophyte fungal
species. Up to now, the characterization of Phoma species and
other taxa of Phoma has been determined on the basis of
morphology on standardized media, and gene sequence analysis
was only used as a confirmative or distinctive complement.

In this study, we tried to find molecular markers which can be
used as phylogenetics markers | the molecular based
classification in the Phoma genus.

We employed a part of the translation elongation factor 1

subunit alpha (EF-1a=tefl) containing both introns and exons and
ITS region containing the internal transcribed spacer regions I

in

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

Further investigations wauld be necessary to clarzﬁz whether
the tefl and ITS sequences as phylogenenc molecular markers are
well suited for the classiﬁcaﬁon of Phoma species.

Keywords Phoma, ITS sequences, translatzan elangatzon
factor phylogenencs :

BE VEZE T ES

A Coelomycetes osztélyba tartozé6 Phoma genus
vilagszerte elterjedt, :-t6bbségében .. fitopatogen,
opportunista . parazita vagy--szaprofiton . életmédot
folytatd fajokat foglal magéba. Napjainkig mintegy
2000. Phoma faJt azonositottak: v11agszerte (Boerema
et al.; 2004).. .

A tradlcxonahs és a molekuléns mlkolégléban
tobb - 1t ..is lehetséges .az egyes . gombafajok
identifikaldsara, kezdve a-morfologiai bélyegekkel,
az élettani.és biokémiai- funkci6kon .4t .egészen a
legmodernebbnek - tekintett nukleinsav szekvenciak
bsszehasonlitd elemzéséig.

A gombataxonémidban jelenleg 3 elfogadott faJ
fogalom van elterjedve: a morfolégiai, a bioldgiai, €s
a filogenetikai. A morfologiai faj fogalom az egyes
gombafajok morfologiai megjelenését, bélyegeit
veszi alapul, és ennek alapjdn rendszerezi &ket. A
bioldgiai faj fogalom szerint azon populaciok
tartoznak egy fajba, amelyek egymassal szexualis
uton szaporodési k6z6sséget alkotnak (Mayr, 1940).
A biolégia faj fogalom azonban csak korlatozva
hasznalhat6 a gombék taxonjaira, mivel a gombék
mintegy 20%-a nem rendelkezik meiosporaval, azaz
szexualis titon szaporodni nem képesek (Reynolds €s
Taylor, 1993). Ennek ellenére nagyon sok
aszexudilisan szaporodé gombafaj, beleértve a Phoma
genus tagjait is, meglepben mnagy genetikai
variabilitissal rendelkezik (Khon 1995; Talhinhas
et al., 2002).

100



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2007/26. KULONSZAM

A legnjabb, filogenetikai faj fogalom bizonyos - fenotipusat; -igy - azok hosszabb tavon kepesek
nukleinsav szekvencidk valtozatossagit (DNS fennmaradni a genomban.
polimorfizmus) alapul véve probalja meghatarozm a Napjainkban a filogenetikai térzsfa készitésben az
killsnbségeket vagy azonossagokat az izolatumok egyik leggyakrabban hasznalt molekularis biologiai
kozott. Harrington é€s  Rizzo (1999)  szerint médszer kivalasztott DNS szakaszok nukleinsav
filogenetikai szempontbol: azonos%,fajnak tekmtend sorrendjének meghatirozdsa, €s ezeknek az
populdci6  azon ie’g sebb egysége,” y dsszehasonlitd elemzése.

bizonyithatéan egy kozos Ost6]l szarmazik, €s - A filogenetikai céla szekvencia Osszehasonlitas
valamilyen egyedi, jo! diagnosztizalhaté fenotipusos nagyrészt olyan genom szakaszok vizsgalatan alapul
jelleggel rendelkezik. | amelyek minden él6lényben elofordulna.k, €s

A gombafajok tbbbségének rendszerezése meglehetsen konzervativak maradnak az evoltcid

egészen napjainkig a _régebbi, . tradiciondlisnak sordn, .mint . pl. . a - riboszémalis . géneket . kédolo
tekintett morfolégiai alapon, esetenként a bioldgiai szekvencidk. Ezek k6ziil nagyon sok tudoményos
faj kategéria-alapjan tortént. A morfolégiai alapi.faj munka ;:alapszik ;..az, ugynevezett ITS 1 (Internal
meghatArozasnak- -azonban;gyakori: gyengesége ;. hogy Transcnbed :Spacer), iirégio: wlzsgélatan ..annak
a morfoldgiai. alapon egy.fajba sorolt izol4turnokrél.a koszonhetoen -hogy ennek: a:régionak:a; nuklemsav
genetikai vizsgélatok alapjén. beblzonyosodJk, hogy sorrendJen amely ‘nagy . variabilitdst:.mutat . mas
valéjdban nem:egy fajba tartoznak.. Mivel a-Phoma régidkhoz, kepest Agyii alkalthas mind;a:fajon beluh
fajok ; tobbsege nem zaporodlk jvaros:itom;, | esak mmd a; fajok kozott1 «ﬁlogenet]ka,; kapcsolatok
1varta1anul ezert bzologzaz fa] fogalom nem B "'004) szerint.a gomibak
| j:sgélatok 83, 9%—a a

ad mmdlé mégblzhaté._ eredﬁﬁényt 74
A molekularis b1010g18,< rohamo, ',7

. 2 TTS 11égio; 1
hamarosan szeles kérben elter_]edtte és népszerﬁve éloleny csoportok " mellett a gombéknél s
valnak a gombataxonémléval w5 mifoplalkozd ¢ eredményesen ’hasznélt Jtra;nszIacms “elongécids
mlkolégusok koreben mivél egyarant a]kalmazhato faktort kédolo gen (teﬂ ) nagy. mtronjét tartalmaz6
1varosan és 1varta1anu1 szaporodo faJokIa 1s - ‘ 128 " a Phoma faJok kozotti
| ’ﬁlogenet1ka1 kapcsolatok wzsgalatéra |
eltArasara 4z egyik
, gy 3 “wmarkerek a
Ermek a+ munkanak az bsszefoglalésakent a nboszoméhs géneketfskodolo szekvenc1ék (rDNS)
 kbzelmiltban Jelent meg egy monograﬁa Phoma (Av1se 2004) ‘Ezek kozil  is kiilénésen azok,
Identlﬁcatlon Manual cimmel (Boerema et.al., 2004) ‘amelyek- gyakorlatﬂag azonos szekvenc1aju tandem
amelyben a. “szerz6k bsszegmk a Phoma fajok -~ -maésolatként vannak jelen a genomban Minden egyes
~morfoldgiai.. szempontok alapJé.n t6bb. mint 40 év mésolat rendelkezik: kodold és nem kédolo réglékkal

kutatasi eredményei nyomén tisztdzott rendszerét. A kédold reglokhoz tartoznak a 188, 5. 8S, és 28S
A '90-es évek kézepén a ‘molekuléris biolégia és alegységeket kodold gének (Gerb1 1985) -amelyek
a b1okém1a fejlodésenek koszonhetden izoenzimeket sokkal kevésbé véltozékonyak, mint a nem kodolo

(fehérje pol1m0rﬁzmus) probaltak meg molekuldris - szakaszok.*Ez - utébbiak -lehetnek - étlrtak ‘mint az
‘markerként hasznalni -4 Phoma genusban, hogy Internal Transcnbed Spacer 1 és 2, valamint olyan
'elkulomtsék a morf016g1a11ag azonos meg]elenesu, de reg16k arnelyek nem uédnak at (Intergemc Spacer
feltételezhetoen eltero “fajhoz ° fartozé 1201 okat 1 és 2). Mivel a kédold rég16k evolucmsan érbsen
K6¥1E; "s Gruyter 1995) “‘( it R konzervaltak, az - évmillidk alatt alig ‘valtozott
s7akaszok, ezért’ foleg nagyobb taxoric k- ‘fokonsgi
pohmorﬁzmus proﬁ‘ , vis y‘amak megallapltésara hasznaljak * (Hillis ' és
félvaltottdk " 4" DNS polﬁmorflzm s'”wzsgélatok a D1Xon '1991). A‘két'ITS’ réglét evolicios mércével
ﬁlogeneﬁkal cellal t6108" elemzéSek ‘soran.” mérve Vlszonylag ‘gyorsan’ valtozo tulaJdonségaubol
“'A'DNS pohmorﬁzrriuShak, amely ‘egy adott gén 4dédoan, " ~tébbségében “’aldcsoryabb ' “szintii
(marker) nuklemsav sofrendjéhek Véltozatosségan fendszertani kapcsolatok vmsgalatanél ‘hasziialjak,
alapszik, " ‘harom” nagy elonye van'* 4" feher_]e mint példaul kozel rokon ‘fajok Vagy }Sopulacusk
pohmorﬁzniﬁssal ‘dzemben.”’ Az elsb, hogy a egymastol Va6 elkulomtesére gor_nbaknal
szekvencia Valtozds 'misr az “éls6 szinten, "4 DNS novényeknél és 4llatoknal eg‘yarént (Baldwin, 1992;
szmtjen ‘kimiitathato. 'A- méasodik ‘elény; hogy DNS Schistterer ‘et al., 1994 ‘Mai és Coleman, 1997;
sziriten” “Sokkal” nagyobb \’Ialészmﬂséggel ‘torténnek Weekers'¢t al.. 2001 Ohveno ét al 2002 Chen et
eoltciss valtdzdsok, (amelyek * riém *biztos,” “hogy al ‘2000, 2002) AR

fehérje 'szinten is’ megmutatkoznak) és gl ehhez Vlzsgélatunkhoz‘ az tDNS réglo ‘egy olyan
kapcsolod1k 4 “Harmadik © elony 18, hogy ‘ezen s_zakaszat valasztottuk, amely tartalmazza a ITS 1és
Valtozasok ‘hincsefiék “szelekéios’ nyomasnak kitéve, 2, valam}pt az 5 8 rDNS s egy reszet

hdcsak ‘mem befolyésol_]a Jelentosen az nged (1 abra)
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1. dbra: az ITS régié sematikus véazlata, valamint a PCR reakciéban hasznait primerek helyzete

~

SSU rDNA 5.8S IDNA LSU rDNA

SR6R LRI
—— <+
1744 ITS] ITS2 73

Forrés: White et al.; 1990

Figure 1: Schematic structure of ITS region in Phoma spp. and location of primers for phylogenetic analysis

A ,translation elongation factor 1 subunit alpha” felderitésére egyarant alkalmas, mint azt Druzhinina
(EF-1la) fehérje a sejten beliil a citoszélban talalhato. €s Kubicek (2005) is bizonyitottdk Trichoderma
Eukari6tdkndl és Archaea baktériumoknil a fajokndl, illetve Roger et al. (1999) egyéb fajoknal
fehérjeszintézis folyamatdban elsédleges funkcidja, (pl.  Mucor racemosus, Podospora anserina).
hogy katalizdlja a GTP fiigg aminoacil-tRNS Egyetlen hétranya, hogy a fehérjét kddold fefl gén
komplex felbomlasit (Moldave, 1985). Az EF-la rovidebb, mint mas filogenetikai markerként hasznalt
fehérje, és igy a fehérjét kodold gén is- erbsen gének. Mintegy 2 kb hosszisigu, intront és exont
konzervalt az él6vilagban, ami alkalmassi teszi a egyardnt  tartalmazé  szakasz.  Filogenetikai
filogenetikai vizsgilatokra (Roger et al., 1999). A vizsgélatunkhoz a tef] gén nagy intronjat tartalmazé
fehérjét k6dolod tefl gén minden €16 szervezetben fragmentjét vélasztottuk (2. dbra). =
megtalalhat6 €s az ITS szekvencidkkal szemben nagy .. Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a
‘eldnye, hogy a gén csak egy képidban van jelen a valaszt,-hogy. az ITS régi6 valamint a EF-1a fehérjét
genomban (Baldauf és Doolittle, 1997). A fajok ko6dol6 tefl gén alkalmas-e rendszertani vizsgélatokra
kozbtti és fajon belilli rendszertani- kapcsolatok a Phoma genusban? S

2. dbra: tefl gén sematikus_ yizlata, valamint a PCR reakci6ba_n hasznalt prinierek helyzete

EFl- | EF1-
JJ28F o 986R

intron -:

116 387 440 728 866 < 929

eXon

<2037
Forras: Druzhinina és Kubicek, 2005

Figi:re 2: Schematic structure of tefl gene in Phoma spp. and location of primers for phylogenetic analyses (Druzhinina and Kubicek,
2005) '

ANYAG ES MODSZER  amplifikildsdhoz. az EF1-728F és EF1-986R
o | - | primerpart haszndltuk (Druzhinina és Kubicek,
Vizsgélatainkban a  Debreceni  Egyetem 2005). A tisztitott PCR termékek szekvenalasat az
No6vényvédelmi Tanszékén taldlhat6 MWG Biotech, Germany végezte.
térzsgyljteménybél 11 Phoma faj 12 izoldtumat A szekvencidkat a ClustalX (Thompson et al.,
vizsgaltunk (. tdbldzaf). Minden egyes fajt 1997) program felhasznaldsdval rendeztikk 6ssze,
morfolégiai és é€lettani jellegzetességeik alapjan majd a GeneDoc (Nicholas et al., 1997) program
azonositottunk a Boerema et al. (2004) Altal segitségével manudlisan finomitottuk az illesztést,
kozreadott Phoma monografia alapjan. ahol sziikséges volt. Ezt kévetben a filogenetikai
Az izoldtumokat 50 ml folyékony = malata analizist a PAUP*4.0b (Swofford, 2002) program
tapoldatban tenyésztettik 48 6ran keresztiil, 100 segitségével végeztitkk, parsimony-tipusi analizist
ml-es Erlenmayer lombikban, sotétben, rdzatva végezve, heurisztikus keresést alkalmazva, ami a
(125 rpm). A sejteket dorzsmozsar segitségével, felrajzolhatd torzsfak koziil megkeresi a legkevesebb
folyékony nitrogén jelenlétében tartuk fel, majd bazisvaltozast titkr6z6t. A torzsfak készitésében
genomi DNS-t izoldltunk E.Z.N.A.® Fungal DNA kiilsé csoportként tovabbi fajok tefl (2. tdbldzat) és
Isolation Kit (Omega Bio-tek Inc., USA) ITS (3. tdbldzat) szekvenciait is bevontuk. A térzsfa
alkalmazéasaval, a gyartd utasitisai szerint. A ITS készitéséhez a TreeView programot haszniltuk. A
fragment felszaporitisdhoz az SR6R és LRI felrajzolt torzsfat bootstrap analizissel
primerpart (White et al., 1990), mig a tefl fragment (1000 ismétlés) ellendriztiik..
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1. tablazat
A kisérletbe bevont Phoma fajok listdja
Fajnév(l) __Lzolitum k6d(@2) Gazdanovény(5)
Sajat(3) Eredeti(4)

Phoma eupyrena D/058 CBS 375.91 Phaseolus vulgaris
Phoma destructiva D/033 -7 Lycopersicon esculentum
Phoma pinodella D/035 D/035 Glycine max
Phoma foveata D/048 PD 76/1021 CHenopodium quinoa
Phoma herbarum D/143 MTCC 2319 ?
Phoma exigua var. exigua D/075 D/075 Glycine max
Phoma exigua var. exigua D/077 D/077 Glycine max
Phoma exigua var. linicola D/071 PD 86/73 Linum usitatissimum
Phoma glomerata D/034 D/034 Glycine max
Phoma multirostrata D/044 ~ PD 77/508 Phylodendron sp.
Phoma plurivora D/072 PD 75/907 Medicago sativa
Phyllosticta sojicola (=Phoma exigua var. exigua ?) D/050 ~ CBS 301.39 Glycine max

Table 1: Isolates of Phoma species

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

EREDMENYEK

Els6 1épésként a Phoma fajok morfolégiai
azonositasit végeztik el Boerema et al. (2004)
monografidja  alapjdn. A  mikroszképi-  és
telepjellemz6k alapjan kapott eredmények azt
mutattdk, hogy a térzsgyiljteménylinkben szerepld
fajok valoban megegyeznek az 1. tablazatban
szerepl6 fajokkal. |

Transzlaciés elongiciés faktor

A genomi DNS izolacidjat kovetéen a PCR
reakcioban a felhasznélt primerekkel (EF1-728F és
EF1-986R) egy 280-290 bp nagysagl, a tefl gén
nagy intronjat tartalmazé szakasz amplifikélodott
mind a 12 izoldtum esetében. A PCR reakciéban
melléktermék nem képz6dott, amely a primerek
nagyfoki specifikussagat bizonyitja. A PCR reakcio
utin az felszaporodott fragmentek szekvenalasi
eredményei alapjan az elemzést parsimony-tipusu
analizissel, a PAUP*4.0b program (bootstrap=1000)
alkalmazasaval végeztik el. A filogenetikai torzsfa
készitésében tovabbi Ascochyta és Phoma fajok tefl
szekvenciait is bevontuk (2. tdbldzat), valamint kiilsé

csoportként a Phoma fajoktdl két tavolabbi
Ascomycota faj, a Claviceps sorghi és a
Leptosphaerulina  trifolii  tefl szekvencidit
hasznéltuk. .

A tefl szekvencia elemzésével kapott torzsfa
alapjan (3. dbra) a 'vizsgilt Phoma fajok
egyértelmien elkiiloniiltek a k6zel rokon Ascochyta
nemzetség fajaitdl. Mivel a Phoma és Ascochyta
fajok elkiilonitése morfoldgiai alapon gyakran nem
kénnyll feladat az in vivo kiilénb6z0 sejtszami
konidiummal rendelkez6 Phoma (pseudo-Ascochyta)
fajok esetében, ez a molekuléris bélyeg tovabbi
segitséget nylijthat a hovatartozds egyértelmii
megallapitasahoz. -

2. tabladzat
A tefl fragmentek alapjdn késziilt filogenetikai
torzsfakészitésbe kiilsé csoportként bevont fajok listdja,
- valamint a tef] szekVenciéjuknak hozzaférési szama

] Izoldtum Hozzaférési
Fajnév(l) k6d(2) sz4m(3)
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831543.1
Ascochyta pisi AP2 DQ386494.1
teleomorf: Didymella lentis
anamorf: Ascochptatentis - | SAT AY831546.1
 (Kaiser et al., 1997) ] —
- Ascochyta fabae f. sp. viciae »
(= As Ebéhjit'd fabae) AV1l DQ386498.1
‘teleomorf: Didymella lentis
anamorf: Ascochyta lentis ALl DQ386493.1
teleomorf: Didymella fabae . |
anamorf: Ascochyta fabae AF1 DQ386452.1
(Kaiser és mtsai, 1997)
Claviceps sorghi ? AY960837.1
| Claviceps sorghi ? AY960836.1
Phoma pinodella CBS 31890 | AY831542.1
Phoma pinodella WAC 7978 | AYB31545.1

Forrés: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

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

A Phoma fajok egy része (P. plurivora, P.
herbarum, P. desrtuctiva, P. glomerata)
egyértelmiien elkiilonitheték a tefl szekvencia
segitségével a tobbi vizsgilt Phoma fajtél. Mas
résziik fajcsoportot alkot a fef] szekvencidk alapjan.
Nem kiilonithetéek el egymastol a Phoma foveta és
Phoma multirostrata, valamint a Phoma pinodella és
Phoma eupyrena fajok sem. A t6bb izolatummal is
képviselt fajok mind egy csoportba keriiltek az
elemzés sordn, ami megerdsiti a tefl szekvencia
alkalmassagat a Phoma fajok elkiilonitésére.
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Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt miszerint a Phyllosticta sojicola megegyezik a
izolatum (CBS 301.39) a refl szekvencia alapjan a Phoma exigua var. exigua fajjal.
Phoma exigua var. exigua csoportba keriilt, ami Az egyes csoportok nem mutatnak egyezést a

alatdmasztja Kovics et al. (1999) feltételezését, morfolégia bélyegeken alapulé Phoma taxonokkal
a " (Boerema et al., 2004) (3. dbra).

3. dbra: A teﬂ szekvencidk parsimony elemzése alapjin készitett filogenetikai torzsfa

Leptosphaerulina trifolii ,
Phoma plurivora (D/072)
Phoma herbarum (D/143) Phoma
9 Phoma destructiva (D/033)
| —L Phoma exigy var. linicola (D/071) |
100 | -
51 ‘ o Phoma exigua var. exigua (D/077) Phylostictoides
. Phoma exigua var. exigua (D/075) ('
Phyllosticta sojicola (D/050) -
100 Phoma foveata (DI043) | Phyilostctoides
o | lPhoma multirostrata (D/044) E Phoma
| Phoma glomerata (D/O34) § Peyronellaea
81 Phoma pinodella (CBS 318. 90)
100 | Phoma pinodella (D/035) | Phyllostictoides
o b Phoma pinodella (WAC 7978)
| Phoma eupyrena (D1058) K Phoma
Aschochyta pisi
97 10 Didymelia lentis
5“ Ascochyta lentis
| Didymella fabge
Ascochyta fabae £. sp. viciae
100 ' I- Claviceps sorghi
I- Ciaviceps sorghz‘

- 10 baziscsere/hely

Megjegyzés: A vonalakra irt szdmok az elagazas val6sziniiségét jelslik, szazalékban, amelyet 1000 ismétiésben elvégzett bootstrap analizis
alapjan kaptunk. Az 50%-nal kisebb val6sziniiségii elagazdsok értékeit nem tiintettiik fel. Jobb oldali oszlopok: a morfolégiai
tenyészbélyegeken alapulé faji besorolas Phoma genuson belitli szekcioit jelzik.(1)

Figure 3: Phylogenetic relationships of Phoma strains inferred by the parsimony analysis of ITS sequences.

The numbers above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000) values. The columns on the right side represent the Phoma section
based on morphological characterization.(1)
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A DNS szekvencia analizise a Phoma-k esetében
eddig csak kisebb csoportok elkiilonitd vizsgéalatara
korlatozodott. Az ITS szekvencidkat hasznéltak fel a
Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria
maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének)
vizsgélatdra (Mendes et al., 2003), illetve a Phoma
tracheiphila izolatumok elkulomtesere (Balmas et al.,
2005). Vizsgalataink alapjdn a transzkripcids
elongiciés faktor 1 (fefl) nagy intron régidjat
tartalmaz6 DNS szakasz megfelelden hasznalhaté a

Phoma fajok elkulomtesére 2 kozeh rokon Ascochyta

fajoktol.
A tefl szekvencia v1zsga1ata alapjan az 0sszes
Phoma egyetlen, a kozeli- rokon Ascochiyta - genus

megvizsgalt fajaité] elkiloniilé csoportot dlkot. Eza = |-

Phoma genus monofiletikus eredetet bizonyitja.

A tefl szekvencia az analizalt ‘11 ‘Phoma’ faj 14

izoldtuménak  &sszehasonlitd elemzese |
alkalmasnak latszik a Phoma' fajok ‘egy ‘részének
egymastdl vald elkiilonitésére. A tefl szekvencidk
alapjan egymdst6l el nem kiilonithet6 fajok esetében

(Phoma pinodella és Phoma eupyrena) tovabb1 o

variabilis szekvenmak vizsgalata sziikséges.
ITS fragment

A PCR reakciét kovetoen egy 0,6kb nagysigu
fragment szaporodott fel mindenegyes mintban,
amely tartalmazta az ITSI, ITS2 valamint az 5,8S
régidkat. |

Az ITS fragment filogenetikai analiziséhez
tovabbi Phoma, Ascochyta, Leptosphaeria ¢és

Didymella fajokat is bevontunk, amelyeknek az ITS
szekvenci4it a NCBI 4ltal lizemeltettet GenBank-b6l
toltottik le (3. tdbldzat).
Az ITS szekvencidk alapjan keszult filogenetikai
torzsfa a 4.*dbrdn 1athato.

A kiilénbség Phoma és Ascochyta, Leptosphaeria
és Didymella fajok kozott nem volt jelentds,
mindossze  csak 23 baz1shelyet tekintett
informativnak a program a parsimony elemzés soran.
Valamint bootstrap elemzést kovetéen csak 3
klaszternek volt 80%-nal nagyobb a valdsziniisége.

Az ITS szekvencia parsimony elemzése alapjan is

a Phyllosticta sojicola a Phoma exigua csoportba
keriilt csakigy, mint a tef/ szekvencia alapjan. A
Phoma foveta €s Phoma multirostrata a tefl
szekvencidhoz hasonlon az ITS szekvencia alapjan is
egy csoportba keriilt.
A tovabbiakban az ITS szekvenciat egyéb mddszerrel
szilkséges elemezni, mint példaul a MEGA vagy
maximum likelihood modszer, amely a parsimony
analizisnél megbizhatobb torzsfat eredményezhet.

“alapjan - [T

3. tablazat
Az ITS fragmentek alapjén késziilt filogenetikai
torzsfakészitésbe bevont fajok listdja, valamint az ITS
- szekvencidjuknak hozz4férési szdma

Izoldtum ‘Hozzéférési
Fajnév(l) k6d(2) szAm(3)

Phoma exiguavar. | .- 4 AY899262.1
heteromorpha 3

Phoma exigua CSL 20316964 | AYS550992.1

Phoma exigua var. populi CBS 100167 AF268189.1

Phoma exigua var. CBS 11328 | AF268187.1

linicola

Phoma exigua ? AY927784.1

~ Phoma herbarum ? DQ132841.1

.. " Phoma herbarum ATCC 12569 AY293803.1

- Phoma pinodella VPRI 32177 DQ087402.1

~ Phoma pinodella VPRI 32171 DQ087400.1

. Phoma pinodella CBS 318.90 AY831562.1

~ Phoma pinodella WAC 7978 AY831556.1

Phoma glomerata ? AF126816.1

Phoma glomerata - - S ? AY618248.1

.-~ Phomaglomerata = | - 7 AY183371.1

- 'Phoma eupyrena ~Gr6l -AJ890436.1

Leptosphaerulina trifolii |~ WAC 6693 AY831558.1

Ascochyta sp. . Georgiab DQ383955.1

Ascochyta pisi . API DQ383954.1

Ascochytalentis =~ | ~ MUALL AY131201.1

Didymellalentis """ | =7 ALl DQ383953.1

Didymella fabae AF1 DQ383952.1

Forras: http: //www ncb1 nlm mh gov/ '

Table 3 Speczes mvolved in the phylogenetzc analyses and the
accesszon number of thezr ITs ﬁagments '
spec1es(1), 1solat10n number(2) accessmn number(3)

OSSZE GZES

A tefl szekvenc1a a tbbbl fonalas 'gombéhoz
(Druzhinina és  Kubicek, 2005) hasonléan
alkalmasnak latszik a Phoma fajok filogenetikai
elemzésére. Az ITS szekvencidk parsimony
moédszerrel torténd filogenetikai elemzése nem ad
megbizhat6é eredményt, amelynek egyik oka az lehet,
hogy a szekvencia kevés varidbilis bazishelyet
tartalmaz. Ez egyben azt is jelentheti, hogy az
evoluciés tavolsadg az ITS szekvencia alapjan az
egyes Phoma fajok kozott tal kicsi ahhoz, hogy
rokonsigi kapcsolatokat allapitsunk meg a Phoma
nemzetségben. Maés nemzetségekhez hasonl6an
tovabbi szekvenciédk bevonasa sziikséges, mint pl. az
actin vagy tubulin a filogenetikai elemzésekbe
Mindkét szekvencia elemzés megerOsitette azt a
korabbi feltételezést (Kovics et al.,, 1999), hogy a
Phyllosticta sojicola azonos a Phoma exigua var.
exigua fajjal.
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4. dbra: Az ITS szekvencidk parsimony elemzése alapjin készitett filogenetikai tdrzsfa

homa glomerata (AY‘?(’B%(?AC o3
P 1
Phoma glomerata (AY183371) ”W‘”‘W
j_' Jfoveata (D/048) [] Phylostictoldes
Phoma multirostrata (D/044) ! Phoma
b1 ¢— Phoma herbarum (D/143) ,
. Phoma exigua var. exigua (CSL 20316964)
‘ Phoma exigua var, populi (CBS 100167)
9 Phoma exigua var. linicola (CBS 113.28)
— . |Phoma exigua var. exigua (AY927784) Phyllostictoldes
Phoma exigua var, exigua (D/075)
Phoma exigua var. exigua (D/077)
Phyllosticta sojicola (D/050)
| . Phomaadguamlﬁioola(D/O?l) |
(—— Phoma plurivora (D/072)
‘——Phomactaqmm((Ml) | E
92— Phoma herbarum (DQ132841) | Phoma
Phoma
79 | Phoma pinodell (CBS 318.90)
I e Phoma plnadella (WAC7978)
| Phoma pinodella (D/035) Phyllostictoides
L_IPhama pinodella 32177) |
Phoma 32171) L
@_'Phom glomeraia (AF126816) "
Phona glomerai D134 Peyronellzea
— 1 changes
Megjegyz€s: A vonalakra irt szimok az clégazas valosziniiségét jelolik, szdzalékban, amelyet 1000 1smetlesben elvégzett bootstrap analizis

alapjdn kaptunk. Az 50%-nal kisebb valoszmuségu elagazasok értékeit nem tiintettiik fel. Jobb oldali oszlopok: a morfoldgiai
tenyeszbclyegeken alapulé faji besorolds Phoma genuson beliili szekcibit jelzik.(1) ,

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

based on morphological characterization.(1)

IRODALOM

Avise, J.C. (2004): Molecular markers, natural history, and
evolution. 2nd ed. Underland, MA: Sinauer Associates

Baldauf, S.L.-Doolittle, W.F. (1997): Origin and evolution of
slime molds (Mycetozoa). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94.
12007-12012.

Baldwin, B.G. (1992): Phylogenetic utility of the internal
transcribed spacers of nuclear ribosomal DNA in plants: an
example from the Composite. Mol. Phylogenet. Evol. 1. 3-16.

Balmas, V.-Scherm, B.-Ghignone, S.-Salem, A.O0.M.-Cacciola,
S.0.-Migheli, Q. (2005): Characterisation of Phoma
tracheiphila by RAPD-PCR, microsatellite-primed PCR and
ITS rDNA sequencing and development of species primers for
in planta PCR detection. European Journal of Plant Pathology
111.235-247.

Boerema, G.H.-Gruyter, J. de-Noordeloos, M.E.-Hamers, M.E.C.
(2004): Phoma identification manual. CABI Publishing. CAB
International Wallingford, Oxfordshire, UK

Chen, C.A.-Wallace, C.C.-Wolstenholme, J. (2002): Analysis of
mitochondrial 12S RNA gene supports a two-clade hypothesis

of the evolutionary history of scleractinian corals. Mol.
Phylogenet. Evol. 23. 137-149.
Chen, C.A.-Yu, JK.-Wei, N.W. (2000): Strategies for

amplification by polymerase chain reaction of the complete
sequence of nuclear large subunit ribosomal RNA-encoding
gene in corals. Mar. Biotechnol. 6. 558-570.

Druzhinina, I.-Kubicek, C.P. (2005): Species concepts and
biodiversity in Trichoderma and Hypocrea: from aggregate
species to species cluster? J. Zhejiang Univ. Sci. 6B (2). 100-
112

106



AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2007/26. KULONSZAM

Gerbi, S.A. (1985): Evolution of ribosomal DNA. pp. 419-517. In:
Molecular evolutionary genetics. Macintyre, R.L. (Ed.)
Plenum, New York

Harrington, T.C.-Rizzo, D.M. (1999): Defining species in the
fungi. pp. 43-70. In: Structure and Dynamics of Fungal
Populations. Worral, J.J. (Ed.) Kluwer Academic, Dordrecht

Hillis, D.M.-Dixon, M.T. (1991): Ribosomal DNA: molecular
evolution and phylogenetic inference. Q. Rev. Biol. 66. 411-
453.

Kaiser, W.J.-Wang, B.C.-Rogers, J.D. (1997): Ascochyta fabae
and A. lentis: Host specificity, teleomorphs (Didymella),
Hybrid analysis, and taxonomic status. Plant Dis. 81. 809-816.

Khon, L.M. (1995): The clonal dynamic in wild and agricultural
plant-pathogen populations. Canadian Journal of Botany 73.
(Suppl. 1): S 1231-1240.

Kévics, G.J.-Gruyter, J. de (1995): Comparable esterase isozyme
analysis of some Phoma species occur on soybean. (A sz6jan
eléfordulé néhany Phoma faj észteraz izoenzim mintazatainak
Osszehasonlitd  vizsgalata.) Proceedings ~ of Debrecen
Agricultural University (DATE Tudomanyos szleményel)
31.191-207.

Kbévics, G.J.-Gruyter, J. de-Aa, H.A. van der (1999): Phoma
sojicola comb. nov. and other hyaline-spored coelomycetes
pathogenic on soybeén. Mycol. Res. 103. 8. 1065-1070.

Lutzoni, F.-Kauff, F.-Cox, -C.J.-McLaughlin, D.-Celio, G.-
Dentinger, B.-Padamsee, M.-Hibbett, D.-James, T.Y.-Baloch,
E.-Grube, M.-Reeb, V.-Hofstetter, V.-Schoch, C.-Amold,
A .E.-Miadlikowska, J.-Spatafora, J.-Johnson, D.-Hambleton,
S.-Crockett, M.-Shoemaker, R.-Sung, G.H.-Lucking,' R.-
Lumbsch, T.-O’Donnell, X.-Binder, M.-Diederich, P.-Ertz,
D.-Gueidan, C.-Hansen, K.-Harris, R.C.-Hosaka, K.-Lim,
Y.W.-Matheny, B.-Nishida, H.-Pfister, D.-Rogers, J.-
Rossman, A.-Schmitt, 1.-Sipman, H.-Stone, J.-Sugiyama, J.-
Yahr, R.-Vilgalys, R. (2004): Assembling the fungal tree of
life: progress classi.cation and evolution of subcellular traits.
Am. J. Bot. 91. 1446-1480.

Max, J.C.-Coleman, A.W. (1997): The internal transcribed spacer 2
exhibits a common secondary structure in green algae and
flowering plants. J. Mol. Evol. 44. 258-271.

Mayr, E. (1940): Systematics and the origin of species from a
viewpoint of a zoologist. Columbia University Press, New
York .

Mendes-Pereira, E.-Balesdent, M.H.-Brun, H.-Rouxel, T. (2003):
Molecular phylogeny of the Leptosphaeria maculans-L.
biglobosa species complex. Mycol. Res. 107. 11. 1287-1304.

Moldave, K. (1985): Eukaryotic protein synthesis. Annu. Rev.
Biochem. 54. 1109-1149.

Nicholas, K.B.-Nicholas, H.B. Jr.-Deerfield, D.W. II. (1997):
GeneDoc: Analysis and Visualization of Genetic Variation,
Embnew. news 4. 14.

Oliverio, M.-Cervelli, M.-Mariottini, P. (2002): ITS2 rRNA
evolution and its congruence with the phylogeny of muricid
‘neogastropods  (Caenogastropoda,  Muricoidea). Mol
Phylogenet. Evol. 25. 63-69.

Reynolds, D.R.-Taylor, J.W. (1993):,The fungal holomorph: An
overview. pp. 15-25. In: The f‘ungal holomorph: mitotic,
meiotic and pleomorphic speciation in fungal systematics.
Reynolds, D.R.-Taylor, JW. (Eds.) CAB International,
Wallingford, UK

Roger, A.J.-Sandblom, O.-Doolittle, W.F.-Philippe, H. (1999): An
evaluation of elongation factor la as a phylogenetic marker
for eukaryots. Mol. Biol. Evol. 16. 218-233.

Schlstterer, C.-Hauser, M.-Haeseler, A.-von Tautz, D. (1994):
Comparative evolutionary analysis of rDNA ITS regions in
Drosophila. Mol. Biol. Evol. 11. 513-522.

Swofford, D.L. (2002): PAUP: Phylogenetic Analysis . Using
Parsimony (and other methods). Version 4bl0. Sinauer
Associates, Sunderland, MA

- Talhinhas, P.-Sreenivasaprasad, S.-Neves-Martins, J.-Oliveira, H.

(2002): Genetic and morphological characterization of
Colletotrichum acutatum causing anthracnose of lupins.
Phytopathology, 92. 986-996.

Taylor, J.W.-Jacobson, D.J.-Kroken, S.-Kasuga, T.-Geiser, D.M.-
Hibbett, D.S.-Fisher, M.C. (2000): Phylogenetic species
recognition and species concepts in fungi. Fungal Genet. Biol.
31.21-32.

Thompson, J.D.-Gibson, T.J.-Plewniak, F.-Jeanmougin, F.-
Higgins, D.G. (1997): The ClustalX windows interface:
flexible strategies for multiple sequence alignment aided
by quality analysis tools. Nucleic Acids Research, 24.

 4876-4882.

Weekers, P.H.H. -Jonckheere F.J. de-Dumont, H.J. (2001):
Phylogenetic relationships inferred from ribosomal ITS
sequences and biogeographic patterns in representative of the
genus Calopteryx (Insecta: Odonata) of the West
Mediterranean and adjacent west European zone. Mol.
Phylogenet. Evol. 20. 89-99.

White, T.J.-Bruns, T.-Lee, S.-Taylor, J. (1990): Amplification and
direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes for
phylogenetics. pp. 315-322. In: PCR protocols. A guide to
methods and applications. Innis, M.A.-Gelfand, D.H.-Sninsky,
J.J.-White, T.J. (Eds.) Academic Press, New York

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

107



	Image (41)
	Image (42)
	Image (43)
	Image (44)
	Image (45)
	Image (46)
	Image (47)
	Image (48)

