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Osszefoglalas

Vizsgalataink soran a szdéjan (Glycine max) eléforduld Phoma-szer
gombak molekularis taxonomiai vizsgalatat végeztiik el genetikai markerek
szekvencidinak elemezésével. A szdjan eloforduld, szimptomatoldgiai €s
morfoldgiai hasonlosaguk miatt egymastol alig megkiilonboztethetd Phoma-
szerl fajok (Phoma pinodella, Phoma sojicola, Phyllosticta sojicola, Phoma
exigua var. exigua) taxondmiaja terén a mai napig nagy a bizonytalansag.

Vizsgalatainkhoz olyan filogenetikai markert kerestiink, amely mar
megbizhatonak bizonyult mind a fajok kozotti, mind a fajon beliili
csoportok elkiilonitésére mas gombataxonoknal. Ezek koziil valasztdsunk az
¢lovilagban erdsen konzervativ, transzlacios elongacios faktort kodolo génre
(tefl) esett, melynek intron régidja, az rDNS-ben taldlhaté (Internal
Transcribed Spacer=ITS) szekvencidk mellett az egyik leggyakrabban
alkalmazott alternativ filogenetikai marker.

Vizsgalatainkban a Debreceni Egyetem Novényvédelmi Tanszékén

talalhat6 torzsgyljteménybdl 11 Phoma faj 24 izolatumat, koztiik a szdjan
eléforduld harom faj hét 1zolatumat vizsgaltuk. Eldszor minden egyes fajt
morfologiai és élettani jellegzetességeik alapjan azonositottunk, majd
elvégeztiik a molekularis vizsgalatokat.
Mind az ITS, mind fefl régiok parsimony tipust filogenetikai elemzése
soran azt az eredményt kaptuk, hogy az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként
deponalt izolatum a Phoma exigua var. exigua csoportba, a Phoma sojicola
pedig a Phoma pinodella csoportba rendez0dott.

Bevezetés

A Coelomycetes osztalyba tartozd6 Phoma genus vilagszerte elterjedt,
tobbségében fitopatogén, opportunista parazita vagy szaprofiton életmodot
folytatd fajokat foglal magédba. Napjainkig mintegy 2000 Phoma fajt
azonositottak vilagszerte (Boerema ¢&s mtsai, 2004).

Napjainkig a Phoma fajok rendszerezése a tobbi gombacsoporthoz
hasonldéan nagyrészt morfoldgiai, fenotipusos €s fizioldgai vizsgélatokon
alapult. Ennek a munkanak az 6sszefoglalasaként a kdzelmultban jelent meg
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egy monografia Phoma ldentification Manual cimmel (Boerema és mtsai,
2004), amelyben a szerzOk Osszegzik a Phoma fajok morfologiai
szempontok alapjan, t6bb mint 40 év kutatasi eredményei nyoman tisztazott
rendszerét.

Boerema ¢s munkatarsai (Boerema és mtsai, 1965, 1968, 1971, 1973,
1977, 1981) melldzte az addig hasznalt gazdandvény vagy szubsztratum
specificitast, mint a Phoma fajok elsddleges rendszertani kritériumat és
megprobaltak, mind in vivo ¢és in vitro koriilmények kozott stabil
rendszertani bélyegek alapjan rendszerezni a Phoma fajokat, amelyeket
standardizalt koriilmények kozott vizsgalt telepjellemzokkel egészitettek ki.
Fontosnak taldltak a piknidium faldnak szerkezetét, valamint azt, hogy a
piknidium rendelkezik-e sertével (setae). A genus fajainal a piknidium
morfoldgidja bizonyult a legfontosabb hasznosithatdé bélyegnek az egyes
szekciok elkiilonitésénél. A piknidiumok rendszerint csupaszok, de
esetenként a serték (setae) jelenléte és a pikindiumfal morfologidja szintén
taxondmiai jelleggel bir. Ugyancsak taxonomiai jelentdseget tulajdonitanak
a dictyoclamidospora meglétének is. Tekintettel arra, hogy a piknidiumok és
a konidiumok nagysaga és alakja valtozo a tenyésztési jellemzOk
nélkiilozhetetlennel bizonyultak a fajok vagy fajon beliili taxonok
elkiilonitésében. Néhany masodlagos anyagcseretermék szintén specifikus
tulajdonsag lehet egy fajra nézve. Jellegzetes mintdzata kristalyképzodés
vagy kémiai reakcidval (NaOH teszt) kimutathaté pigmentképzés (,,E”
metabolit) segitik a gyors azonositdst (van der Aa ¢és mtsai, 1990;
Noordeloos és mtsai, 1993). A jelenséghez sziikséges mutacios torténések
minimum szamat minden egyes lehetséges torzsfara megadja és azok koziil
kivalasztja azokat, amely a legkevesebb mutacios valtozast tartalmazzak.
Ezek a fak lesznek a legoptimalisabbak

A ’90-es évek kozepén a molekularis biologia és a biokémia fejlodésének
koszonhetden izoenzimeket (fehérje polimorfizmus) probaltak meg
molekuldris markerként hasznalni a Phoma genusban, hogy elkiilonitsék a
morfoldgiailag azonos megjelenésii, de feltételezheten eltérd fajhoz tartozo
izolatumokat (Monte €s mtsai, 1990, 1991; Ko6vics és de Gruyter, 1995;
Saniewska ¢€s Prus-Glowacki, 1998; Kovics, 2004).

Mas gombacsoportoknal mar hasznalt, és tobbé-kevésbé megbizhatdnak
bizonyult molekularis markerek szekvencia analizise a Phoma fajoknal
mindezidaig alig keriilt alkalmazasra.

Napjainkban a filogenetikai torzsfa készitésben az egyik leggyakrabban
hasznalt molekularis bioldgiai modszer kivalasztott DNS szakaszok
nukleinsav sorrendjének meghatarozasa, és ezeknek az Osszehasonlito
elemzése.

A filogenetikai céli szekvencia Gsszehasonlitds nagyrészt olyan genom
szakaszok vizsgalatan alapul, amelyek minden élolényben elofordulnak, és
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meglehetosen konzervativak maradnak az evolicid sordn, mint pl. a
riboszomalis géneket kodold szekvenciak. Ezek kozill nagyon sok
tudoméanyos munka alapszik az tugynevezett ITS (Internal Transcribed
Spacer) régio vizsgalatan, annak kdszonhetden, hogy ennek a régionak a
nukleinsav sorrendje nagy variabilitdst mutat mas régidkhoz képest, igy
alkalmas mind a fajon beliili, mind a fajok kozotti filogenetikai kapcsolatok
felderitésére. Lutzoni €s mtsai (2004) szerint a gombak korében végzett
filogenetikai vizsgalatok 83,9%-a a riboszomalis géneket kodold tandem
szekvencidk vizsgalatan alapult. A molekularis biologiaban jabb &s ijabb
géneket (markereket) irnak le, amelyek tulajdonsagaikb6l adodoan
alkalmasak lehetnek filogenetikai kapcsolatok elemzésére.

Az alabbiakban a szdjan (Glycine max) elofordulo Phoma-szerii fajok
molekuldris taxonomigjat kivanjuk targyalni nukleinsav szekvenciak
alapjan, mivel a szojan eloforduld, szimptomatologiai ¢€s morfologiai
hasonlosaguk miatt egymastdl alig megkiilonboztethetd Phoma-szerl fajok
taxondmidja terén meglehetdsen nagy a bizonytalansag. Vizsgalatunk soran
a kovetkez6 szojan eléfordul fajokat vizsgaltuk morfoldgiai tulajdonsagok
¢s molekularis modszerek segitségével.

Phoma pinodella

A gombat eldszor L.K.Jones irta le 1927-ben Ascochyta pinodella néven.
A faj taxonomiai korrekcidjara Morgan Jones €s Burch (1987) vallalkoztak.
Szinonimjai kozott taldlhaté a ma is eldforduld Phoma medicaginis var.
pinodella (L.K. Jones) Boerema (Boerema és mtsai, 1965) név. A
feltehetden kozmopolita faj a Pisum sativum, Trifolium pratense €s mas
pillangos viragiiakon karosit, a voroshere szarfeketedésének, valamint borséd
szartOrothadas ¢és levélfoltossag betegségének az eldidézdje. Gyakran
izolalhato mas csaladokba tartoz6 novényekrdl is (Noordeloos és mitsai,
1993).

Noll (1939) Németorszagban a Fabaceae fajok szartOrothadds ¢&s
hervadas betegségét vizsgalva harom Ascochyta pinodella (= Phoma
pinodella) izolatumot nyert borsd, lobab és szoja novényekrdl, melyek
mindharom névényre egyarant patogének voltak.

A Phoma pinodella sz6jan vald hazai kérositasarol egy magkortani
vizsgalat alkalmaval regisztralt kismérvili el6fordulasatol eltekintve (Simay,
1992) nincsenek megbizhato adatok.

Phoma sojicola

A szdjan eldfordulo, altalaban vetOmaggal terjedd, levél- és
hiivelyfoltossagot, valamint szartorothadast ¢&s hervadas betegségét
vizsgalva Kovics ¢€s mtsai (1999) irta le a fajt eloszér a Mycological
Research-ben. Patogenitasi tesztekben, a szojan el6forduld kiilonbozo
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Phoma (P. exigua var. exigua, P. pinodella, Phyllosticta sojicola) fajok altal
okozott tiinetek nagyban hasonloak a Phoma sojicola szdjan eloidézett
tiinetethez (Kdvics és mtsai, 1999). A morfoldgiai jegyei alapjan a fajt a
Phoma genuson beliil a Phoma section Phyllostictoides csoportba lehet
elhelyezni. A faj morfologiai tulajdonsagai alapjan erdsen hasonlit a Phoma
pinodella fajhoz, bar az utobbi tobb piknidiumot képez, illetve egyes
1zolatumoknal kristalyképzodés is megfigyelhetdé (Noordeloos és mitsai,
1993). Azonban a Phoma pinodella szojan valo el6fordulasarol a
szakirodalom csak kevés adattal rendelkezik. Noll (1939) 3 olyan Phoma
pinodella fajt izolalt, borsordl, diszndbabrol (Faba vulgaris) és sz0jarol,
amelyek a szojara patogénnek bizonyultak. A Phoma sojicola fajt a Phoma
exigua var. exigua fajtol a kovetkezok alapjan lehet elkiiloniteni: a Phoma
soijcola klamidosporakat képez, a telep ndvekedése szabdlyos, illetve a
NaOH teszt negativ. A Kdovics €és mtsai (1995) altal végzett a-Eszteraz
1zoenzim vizsgalatok szintén alatamasztjak a Phoma sojicola, Phoma exigua
var. exigua, Phoma pinodella morfoldgiai alapon meglévo elkiiloniilésiiket.

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

A fillosztiktas rak és levéltofoltossag elso leirdja Phyllosticta sojaecola-
ként Massalongo (1900) volt. A Phyllosticta glycinea (mint a ,.P.
glycineum”) Tehon-Daniels (1927) gomba a P. sojicola szinonimjanak
tekinthetd (Farr és mtsai, 1989; Sinclair €s Backman, 1989). Hara (1930) a
Phyllosticta sojicola (,sojaecola’) Massal.-teleomorfjanak tekinti a
Pleosphaerulina sojicola (,,sojaecola”) (Massal.) Miura (1921)-t. Kurata
(1960) vizsgalatai szerint azonban nem volt egészen nyilvanvalo, hogy ez a
gomba a Pleosphaerulina sojicola anamorfja. A Pleosphaerulina sojicola
elso auktora, valamint helyes névhasznalata sem teljesen tisztazott, ugyanis
Hara (1930) a ,,Pleosphaerulina sojaecola” (Massal.) ,,Miura” format,
Kurata (1960) pedig a ,,Pleosphaerulina sojaecola ,,Miura”-t hasznalja.
Minthogy az eredeti leiras szamunkra nem volt hozzaférhetd, ezért jelen
munkankban a szerzoi prioritds kérdése nem valaszolhato meg. A
szakirodalom az auktor névhasznalat tekintetében is megosztott: az elobbi
format hasznaljdk pl. Sinclair és Shurtleff (1975); Sinclair és Backman
(1989), az utobbit Farr és mtsai (1989). A van der Aa (1973) szerinti
Phyllosticta genus koncepcidban a Phyllosticta anamorf genus tagjai
(amennyiben van teleomorfjuk) a Guignardia Viala & Ravaz (1982),
tomldsgomba genusba tartoznak, amennyiben az életciklusuk spermaciumos
(mikrokonidiumos) forméat is magaba foglal, ugy azok a Leptodothiorella
Hohnel sensu Sydow ex van der Aa nemzetség tagjai. Von Arx ¢s Miiller
(1975) a kettosfala (bitunicatus) Ascomycetes revizidjat szolgald
monografidjukban a Pleosphaerulina Pass. (1981) genus névvel szemben a
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Pringsheimia Schulzer (1866) prioritasat ismerik el (a Phyllosticta sojicola
névhasznilata tekintetében még a Pleosphaerulina tekinthetd széleskorben
alkalmazottnak. Kovis €s mtsai (1999) szerint a szdja levelén eléfordulo és
azt megbetegitd Phyllosticta sojicola (Massalongo, 1900) morfologiai,
patogenitasi, illetve izoenzim vizsgalatok alapjan megegyezik a Phoma
genuson belill talalhaté tobb névényen is elfordulé Phoma exigua var.
exigua.

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

Az Ascochyta phaseolorum Saccardo (= Phoma exigua var. exigua)
eléfordulasat a szojan Tanganyikaban (Wallace és Wallace, 1947, 1949;
Riley, 1960), Japanban (Sawada, 1958), Taiwan-on (Sawada, 1959) és
Zambiaban (Javid és Ashraf, 1978) észlelték. Az Ascochyta phaseolorum-ot
a Phaseolus lunatus L.-on az USA-ba eloszor 1929-ben Sprague talélta
meg. Késobb Crossan (1953, 1958) kimutatta, hogy azok az izolatumok,
melyek a babrdl szarmaztak morfoldgiailag, fizioldgiailag és patoldgiailag
hasonléak azokhoz az izolatumokhoz, melyeket egyéb novényekrdl, pl.
szojarol  (Glycine  max), tehénborsorol  (Gossypium  hirsutum),
malyvarozsardl (Malva sp.), dohanyrdl (Nicotina tabacum), paradicsomrol
(Lycopersicum esculentum) és padlizsanrol (Solanum melongena) izolaltak.
Alcorn (1968) Ausztraliabdl beszamolt arr6l, hogy az Ascochyta
phaseolorum széles gazdandvény-korben karosit: 14 csalad 48 ndvényfajan;
tovabba 12 fa mesterséges inokulacid soran bizonyult fogékonynak. A
Phoma exigua var. exigua olyan gyljtotaxon, amely haromszazat joval
meghaladd ndvénykorokozo fajt foglal magaban és korabban onalloként
irtak le (Boerema és Howeler, 1967, Boerema 1972, Boerema ¢&s
Dorenbosch, 1973, Boerema €s mtsai, 1993).

Molekularis taxondmiai vizsgalatainkba az ITS régié mellet a mas
¢lélény csoportok mellett a gombaknal 1s eredményesen hasznalt
transzlacids elongacids faktort kddolo gén (refl) nagy intronjat tartalmazo
szakaszat haszndltuk a szdjan eloforduld Phoma-szerii fajok kozotti
filogenetikai kapcsolatok vizsgélatara.

Filogenetikai kapcsolatok feltardsara a riboszomalis géneket kodolo
szekvenciak (rDNS) az egyik leggyakrabban hasznalt molekularis markerek
(Avise, 2004). Ezek koziil 1s kiillonosen azok, amelyek gyakorlatilag azonos
szekvenciaji tandem masolatként vannak jelen a genomban. Minden egyes
masolat rendelkezik kddolo €s nem kodolo régiokkal. A kodold régidkhoz
tartozik a 18S, 5.8S, és 28S alegységeket kodold gének (Gerbi, 1985),
amelyek sokkal kevésbé valtozékonyak mint a nem kodold szakaszok. Ez
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utobbiak lehetnek atirédoak, mint az Internal Transcribed Spacer 1 és 2,
valamint olyan régiok, amelyek nem irédnak 4t (Intergenic Spacer vagy Non
Transcribed Spacer 1 és 2). Mivel a kodolo régidk evolucidsan erdsen
konzervaltak, az évmilliok alatt alig valtozd szakaszok, ezért fOleg
magasabb taxonok rokonsagi viszonyainak megallapitasara hasznaljak
(Hills és Dixon, 1990). A két ITS régiot, evolucios mércével mérve
viszonylag gyorsan valtozd tulajdonsdgaibol addddan, tobbségében
alacsonyabb szintli rendszertani kapcsolatok vizsgalatanal hasznaljak mint
példaul kozel rokon fajok vagy populaciok egymastol valo elkiilonitésére
gombaknal, novényeknél és allatoknal egyarant (Baldwin, 1992; Schlétterer
¢s mtsai, 1994; Mai ¢és Coleman, 1997; Weekers és mtsai, 2001; Oliverio ¢és
mtsai, 2002; Chen és mtsai, 2000, 2002).

Vizsgalatunkhoz az rDNS régio egy olyan szakaszat valasztottuk, amely
tartalmazza a ITS 1 és 2, valamint az 5,8 rDNS egy részét (1. abra).

SSU tDNA 5.85 tDNA LSU rDNA
SR6R LRI
_} Q—
Exon Exon
1744 [TSI 12 7

1. dbra: az ITS régié sematikus vazlata, valamint a PCR reakciéban
hasznalt primerek helyzete (White és mtsai nyoman, 1990)

A ,translation elongation factor 1 subunit alpha” (EF-1a) fehérje a sejten
beliil a citoszolban taldlhatd. Eukaridtiknal és Archaea baktériumoknal a
fehérjeszintézis folyamataban elsddleges funkcioja, hogy katalizalja a GTP
fiiggd aminoacil-tRNS komplex felbomlasat (Moldave, 1985). Az EF-la
fehérje, ¢s igy a fehérjét kodolo gén is erdsen konzervalt az éldvilagban, ami
alkalmassa teszi a filogenetikai vizsgalatokra (Roger €s mtsai, 1999). A
fehérjét kodolo fefl gén minden €10 szervezetben megtalalhato és az ITS
szekvencidkkal szemben nagy elonye, 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
Druzhinina és Kubicek (2005) is bizonyitottdk Trichoderma fajoknal, illetve
Roger és mtsai (1999) egyéb fajoknal (pl. Mucor racemosus, Podospora
anserina). Egyetlen hatranya, hogy a fehérjét kddolo refl gén rovidebb, mint
mas filogenetikai markerként hasznalt gének. Mintegy 2 kb hossztsagu,
intront €s exont egyardnt tartalmazo szakasz. Filogenetikai vizsgalatunkhoz
a tefl gén nagy intronjat tartalmazé fragmentjét valasztottuk (2. abra).
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Vizsgalatainkban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az ITS régio
valamint a EF-la fehérjét kodolo fefl gén alkalmas-e rendszertani
vizsgalatokra a Phoma genusban?

EF1- EF1-
T28F 086R
:I]]Qjm@ [
116 387 449 728 866 029

€xon

<2037

2. abra: tefl gén sematikus viazlata, valamint a PCR reakciéban
hasznalt primerek helyzete (Druzhinina és Kubicek, 2005
nyoman)

Anyag és modszer

Vizsgalatainkban a Debreceni Egyetem Novényvédelmi Tanszékén
talalhato torzsgyljteménybdl 25 Phoma faj, koztiik a szojan eloforduld 7 faj
1zolatumat vizsgaltuk (1. tablazat). Minden egyes fajt morfologiai €s élettani
jellegzetességeik alapjan azonositottunk a Boerema és mtsai (2004) altal
kozreadott Phoma monografia alapjan.

Morfologiai vizsgalatok

A Phoma fajok taxondmiajanak elfogadott koncepcidja in vivo €s in vitro
stabil morfoldgiai és tenyésztési paraméterek standardizalt feltételek kozotti
jellemzésen alapul (van der Aa ¢és mtsai, 1990). Morfoldgiai
vizsgalatainkhoz 5 mm atmérdjii micélium korongokat vagtunk ki a telepek
aktiv novekedésli széleibdl és Petri csészékben 1évo taptala; kozepére
helyeztiik. A vizsgalt taptalajok a kovetkezOk voltak: Malata kivonat agar
(malt extract agar, MA), amely 40 g malt exract és 20 g agart tartalmaz egy
liter desztillalt vizben. Zabliszt agar (Oatmeal agar, OA), amely 20 g
zabpehely 0,5 1 desztilldlt vizben valo felfézésével, sajtkendén valo
atszlréssel, 1 1-re torténd deszt. viz feltoltéssel és 20 g agar hozzaadasaval
késziil. Egy hétig sotétben, 20°C homérsékleten torténd inkubalas utan
megmértiik a telep atméroket. Rayner (1970) szinskaldjanak megfeleloen a
micélium szovedék szinét, valamint a tenyészet fondki részének a szinét
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feljegyeztiik. Tovabba egyéb morfologiai jellemzoket is (a telep alakja,
szektorképzés, 1égmicélium jellege) feljegyeztiink. Ezt kovetden a Petri
csészeket a piknidium képzodését elosegitd 13 oras NUV (black light
fluorescent lamp) megvilagitasu, 11 oOras sotét periodusa ciklikus
inkubaldsnak tettiik ki. Két hét elteltével a telepek jellemzdit ismét
feljegyeztiik és harom hét utan tanulmanyoztuk a piknidiumok, konidiumok
méréseket végeztiink.

Molekularis vizsgalatok

Az izolatumokat 50 ml folyékony malata tapoldatban tenyésztettiik 48
oran keresztiil, 100 ml-es Erlenmayer lombikban, sotétben, rdzatva (125
rpm). A sejteket dorzsmozsar segitségével, folyékony nitrogén jelenlétében
tartuk fel, majd genomi DNS-t izolaltunk E.Z.N.A.® Fungal DNA Isolation
Kit (Omega Bio-tek Inc., USA) alkalmazasaval, a gyarto utasitasai szerint.
A ITS fragment felszaporitdsahoz az SR6R ¢és LR1 primerpart (White €s
mtsai, 1990), mig a fefl fragment amplifikdlasahoz az EF1-728F és EF1-
986R primerpart hasznaltuk (Druzhinina és Kubicek, 2005). A tisztitott PCR
termékek szekvendlasat az MWG Biotech, Germany végezte. A szekvencidk
deponalasi folyamatban vannak.

A szekvencidkat a ClustalX (Thompson és mtsai, 1997) program
felhasznalasaval rendeztiikk Ossze, majd a GeneDoc (Nicholas és mitsai,
1997) program segitségével manudlisan finomitottuk az illesztést, ahol
sziikséges volt. Ezt kovetden a filogenetikai analizist a PAUP*4.0b
(Swofford, 2002) program segitségével végeztiik, parsimony-tipust analizist
végezve (Kluge ¢és Farris, 1969; Farris, 1970; Fitch, 197), heurisztikus
keresést alkalmazva, ami a felrajzolhato torzsfak ko6ziil megkeresi a
legkevesebb bazisvaltozast tikrozot. A torzsfak készitésében kiilsd
csoportként tovabbi fajok refl (2. tablazat) és ITS (3. tablazat) szekvenciait
i1s bevontuk. A torzsfa készitéséhez a TreeView (Page, 1966) programot
hasznaltuk. A felrajzolt torzsfat bootstrap analizissel (1000 ismétlés)
ellendriztiik.

A filogenetikai analizisekbe kiils6 szekvencidkat is bevontunk, hogy
teljesebbé tegylik a torzsfakat. A szekvenciakat a
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ honlaprol toltéttiik le. Az ITS szekvenciak
elérhetdségeit az 1. tablazatban, a fefl szekvencidk elérhetdségei a 2.
tablazatban foglaltuk ossze.
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1. tdblazat: kisérletbe bevont Phoma fajok listaja

Izolatum kod

Fajnév Sajat Eredeti Gazdanovény

Phoma pinodella D/035 ? Glycine max
Phoma pinodella D/082 ? Pisum sativum
Phoma pinodella D/0822 ? Pisum sativum
Phoma pinodella D/045 PD82/550 | Hordeum vulgare
Phoma pinodella D/046 PD77/165 | Pisum sativum
Phoma pinodella D/159 CBS 318.90 | Pisum sativum
Phoma sojicola D/056 PD97/2160 | Glycine max
Phoma sojicola D/054 ? Glycine max
Phyllosticta
sojicola (=Phoma D/050 CBS 301.39 | Glycine max
exigua var. exigua
?)
Phoma exigua var. .

: D/059 ? Glycine max
exigua
Phloma exigua var. D/075 ? Glycine max
exigua
Phloma exigua var. D/077 ? Glycine max
exigua
Pﬁoma exigua var. D/063 Ph58 Pe'troselmum
eigua crispum
Phoma exigua var. D/158 ICMP 15330 | Agapanthus sp.
exigua
Phoma exigua D/157 ICMP 13336 | Cucurbita maxima
P.h.oma exigua var. D/071 PD 86/73 | Linum usitatissimum
linicola
Phoma plurivora D/155 ICMP 6875 Penmsetgm

clandestinum
Phoma plurivora D/072 PD 75/907 | Medicago sativa
Phoma glomerata D/156 ICMP 15788 | Yucca sp.
Phoma glomerata D/034 ? Glycine max
Phoma eupyrena D/058 CBS 375.91 | Phaseolus vulgaris
Phoma destructiva D/033 ? Lycopersicon
esculentum

Phoma foveata D/048 PD 76/1021 | Chenopodium quinoa
Phoma D/044 PD 77/508 | Phylodendron sp.
multirostrata
Ascochyta rabiei D/144 ? Cicer arietinum
Didymella rabiei D/160 CBS 581.83A | Cicer arietinum
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2. tablazat: Az ITS fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfakészitésbe bevont
fajok listaja, valamint az I'TS szekvenciajuknak hozzaférési szama

Fajnév (1) I,zolzitum H(')zzziférési
kad (2) szam (3)

Phoma pinodella VPRI 32177 DQO087402.1
Phoma pinodella VPRI 32171 DQO087400.1
Phoma pinodella WAC 7978 AY831556.1
Phoma pinodella CBS 318.90 AY831562.1
Phoma glomerata ? AF126816.1
Phoma exigua ? AY927784.1

; : CBS
Phoma exigua var. populi 100167 AF268189.1

. CSL
Phoma exigua 20316964 AY550992.1
Phoma exigua var. 9 AY899262.1
heteromorpha

ATCC

Phoma herbarum 12569 AY?293803.1
Phoma herbarum ? DQ132841.1
Leptosphaerulina trifolii WAC 6693 AY831558.1
Ascochyta sp. Georgiab D(Q383955.1
Ascochyta pisi APl DQ383954.1
Ascochyta lentis MU ALI1 AY131201.1
Didymella lentis ALl DQ383953.1
Didymella fabae AF1 DQ383952.1

hozzaférési szama

3. tablazat: tefl fragmentek alapjan késziilt filogenetikai torzsfakészitésbe Kkiilsé
csoportként bevont fajok listaja, valamint a zefl szekvencidjuknak

Fajnév (1) I'zolzitum , Hozzaférési

kad (2) szam (3)

Ascochyta pisi AP2 DQ386494.1

teleomort: Didymella lentis

anamorf: Ascochyta lentis SAT AL AY831546.1

(Kaiser és mtsai, 1997)

Ascochyta fabae . sp. viciae

(= Ascochyta fabac) AV11 DQ386498.1

teleomorf: Didymella lentis

anamorf: Ascochyta lentis AL DQ386493.1

teleomorf: Didymella fabae

anamorf: Ascochyta fabae AF1 DQ386492.1

(Kaiser és mtsai, 1997)

Phoma pinodella CBS AY831542.1
318.90

. WAC
Phoma pinodella 7978 AY831545.1




Eredmények

Morfologiai vizsgalatok

A szdjan eloforduld Phoma fajok kozil a kovetkezd fajokat ¢Es
1zolatumokat vizsgaltuk: Phoma pinodella (D/035), Phoma sojicola (D/047,
D/054), Phyllosticta sojicola (D/050), Phoma exigua var. exigua (D/059,
D/075, D/077). Az elvégzett morfoldgiai vizsgalatok alapjan a Phoma
sojicola és Phoma pinodella viszonlyag j6l elkiiloniil a Phoma exigua var.
exigua és Phyllosticta sojicola fajtol azonban a Phoma sojicola és Phoma
pinodella, valamint a Phyllosticta sojicola és Phoma exigua var. exigua
kozott csekély morfologia kiillonbség mutatkozik.

Phoma pinodella

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 50-65 mm; a telep szabalyos,
egyenletes korvonallal rendelkezik; zoldes oliva, sargas oliva vagy oliva
szinll, a szegélynél halvanyabb; sugarirdnyban hatarozottan sugaras; kevés
légmicélummal rendelkezik; a telep fondka rendszerint sotétebb oliva
sziirke. Malata agaron (MA): a novekedési rata: 52-55 mm; a telep kézepén
oliva vagy oliva sziirke, a szegély halvanyabb; a sugariranyti fonalassag
erosen kifejezett; a légmicélium vékony, sziirkés, barsonyos; a telepfonak
oliva sziirke vagy fekete. Klamidospordk bdségesen képzodnek,
interkalarisak vagy terminalisak, maganyosan, vagy lancokban keletkeznek,
gdombolydedek vagy hengeres alakuak, méretiik: 8-20 x 8-15 pm.
Piknidiumok 1s bdségesen keletkeznek altalaban koncentrikus gytriikben,
de a légmicéliumban és az agarban is szortan elhelyezkedhetnek; fekete
szinliek, csupaszok, maganyosan vagy csoportban fordulnak eld;
gdmbolyliek vagy szabalytalanok; ostiolummal rendelkeznek; 100-310 pum
nagysaguak; a piknidiumok fala 4-6 rétegli pseudoparenchymatikus,
szogletes sejtekbol tevodik Ossze. A bdségen keletkezd konidiumok
egysejtiiek, ritkan egy valaszfalaak, hyalinok vagy fehéres szintiek,
kerekded-ellipszoid alakuak; méretiik nagyon variabilis: atlagosan 2,5-3 x 5-
6 um.

Phoma sojicola

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 50-65 mm; a telep szabalyos,
fehéres vagy halvany oliva sziirke, gyakran erds sziirke oliva szegéllyel; a
Iégmicélium gyengén fejlett, barsonyos sziirke; telepfondk hasonlo. Malata
agaron (MA): a ndvekedési rata: 55-62 mm,; a telep szabalyos, sziirkés oliva,
z6ldes oliva szinli; a légmicélium halvany oliva sziirke; a telep fondka
Olomsziirke, acélsziirke, zoldes oliva szegéllyel. A klamidosporak
maganyosan vagy lancokban keletkeznek, interkalarisak vagy terminalisak,
vékony faluak, zoldes vagy sziirke oliva szinliek; gombolydedek vagy
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hengeresek; nagysaguk 7-8 x 8-16 um. A piknidiumok elsOsorban a telep
széle mentén keletkeznek az agar felszinén vagy az agarba siippedve;
sotétbarna vagy fekete szinliek; vékonyfaluak; maganyosak vagy
komplexek; gombolyll vagy szabalytalan alakuak. egy vagy tobb
ostiolummal rendelkeznek; nagysadguk 80-250 um. A konidiumok in vitro
tenyészetben: elsdsorban egysejtliiek ritkan egy valaszfallal rendelkeznek,
hyalinok, vékony sejtfallal rendelkeznek, méretiik nagyon valtozoé: 2,5-3,5 x
5,6-7,4 um.

Phyllosticta sojicola

Zabliszt agaron (OA): a novekedési rata: 63-67 mm; a telep szabalyos,
széle alig lathatd, hyalin vagy halvany okkersarga szinili, fondka hasonlo;
légmicéliuma nincs. Maldta agaron (MA): a novekedési rata: 58-62 mm; a
telep szabdlytalan alakd; barnassarga vagy okkersarga szind, hyalin vagy
fehér szegéllyel, a fondk hasonlo; Iégmicélium hyalin vagy fehéres szini;

Piknidiumok az agarban elszdértan bdségesen keletkeznek; gombolyliek
¢s altalaban sorétbarna vagy fekete szinliek; vékonyfaluak, néha papillaltak,
ostiolummal rendelkeznek; méretiik atlagosan: 110-140 um. A konidiumok
hyalinok, mindkét végiikon lekerekitettek, kozépen beflizodOk, gyakran
szemcsék figyelhetok meg benniik; méretiikk atlagosan: 5,5 x 2,5 pm.
Klamidosporak nem képzodnek. A NaOH proba negativ és kristalyképzodés
sem figyelhetd meg.

Phoma exigua var. exigua

Zabliszt agaron (OA): a névekedési rata: 55-75 mm, nagyon variabilis; a
telep szabalytalan alakd, lapos és tomott; oliva sziirke, oliva barna, a
szegélynél fehér szinli vagy hyalin; a telepek kozepén taldlhato a boségesen
képz6dd 1égmicélium, ami fehér vagy oliva sziirke szindi, finomon pelyhes;
a telep fonak része hasonld. Malata agaron (MA): a névekedési rata: 25-60
mm, nagyon valtozd; a telep szabdlytalan alaku, jellegzetesen csipkézett
vagy lebenyes; fehérestol oliva sziirkéig - oliva barndig, barnas sarga
szegéllyel; a légmicélium fehéres, oliva sziirke, gyapjas; a telep fonak része
oliva sziirke, oliva fekete. A piknidiumok ritkdk, szort elhelyezkedéstiek,
részben az agarba siippedtek; oliva vagy oliva fekete sziniiek, altalaban
gdmbolyliek, csupaszok; maganyosak vagy komplexek; ostiolummal
rendelkeznek; nagysdguk ¢és alakjuk valtozatos. A konidiumok hyalinok;
ovalis ellipszoid alaktiak; méretitk nagyon valtozo, altalaban 2,5-3 x 5-6,5
um atmérdjlick. Mivel a Phoma exigua var. exigua fajnal a névényen (in
vivo) az egysejti konidiumok mellett kétsejtiiek 1s keletkeznek, ez
hozzajarulhat a hagyomanyosan értelmezett Ascochyta és Phoma fajok
Osszetévesztéseéhez. Klamidosporak nem képzodnek; a NaOH proba pozitiv:
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egy csepp NaOH felcseppentése utana az agar kékes-zold elszinezddése
fokozatosan barnas vorodssé valik. Kristalyképzodés nem figyelhetd meg.

Molekularis vizsgalatok

ITS fragment

A PCR reakciot kdvetden egy 0,6 kb nagysagu fragmentum szaporodott
fel mindenegyes mintiban, amely tartalmazta az ITS1, ITS2, valamint az
5,8S régiokat.

A PCR reakcid utan a felszaporodott fragmentek szekvenalasi
eredményei alapjan az elemzést parsimony-tipust analizissel, a PAUP*4.0b
program (bootstrap=1000) alkalmazasaval végeztiik el.

Az ITS szekvencidk alapjan kapott térzsfan (3. dbra) a Phoma pinodella
¢s a Phoma exigua fajhoz tartozé izolatumok egymastol jol elhatarolodo
csoportokat alkotnak.

e Leptosphaerulina trifolii (WAC 6693)

Phyliostictoides

Phoma exigua (AY927784.1)
Phoma exigua (CBS 100167)

exigua (D/063)
51 Phoma pinodella (D/159) -
pinodella

®/035)
Phoma pinodella (CBS 318.90)
94 | Phoma pinodella (WAC 7978)
Phoma pinodella (VPRI 32177) . N
Phoma pinodella (VPRI 32171) Phyllostictoides

79 1 Phome glomernts &"33 Peyronellaea

| 86, Phoma plurivora )
Phoma plurivora (D/155) I Phoma

Didymella fabae (DQ383
5 Ammm%(&ﬁ)mzm
_|Amebyu rabiei (D/144)

1 Béziscsere
3. abra: Az ITS szekvencidk parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai
torzsfa. A vonalakra irt szdamok az eldgazas valdszintségét jelolik, szdzalékban, amelyet
1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis alapjan kaptunk. Jobb oldali oszlopok: a
morfoldgiai, fenotipusos tenyészbélyegeken alapuld faji besorolds Phoma genuson beliili

szekcioit jelzik (Boerema és mtsai, 2004).
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A kozeli rokon Ascochyta nemzetségbe tartozo fajok elkiiloniilnek a vizsgalt
Phoma fajoktol.

Az elemzés soran a kiilonbég csekélynek bizonyult az egyes fajok kozott,
mivel minddssze csak 23 bazishelyet tekintett informativnak a.

Az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum (CBS 301.39)
az I'TS szekvencia alapjan a Phoma exigua var. exigua csoportba keriilt, ami
alatamasztja Kovics €s mtsai (1999) feltételezését, miszerint a Phyllosticta
sojicola megegyezik a Phoma exigua var. exigua fajjal. A Phoma sojicola
pedig a Phoma pinodella csoportba keriilt az elemzés soran, mivel az ITS
szekvencidjuk gyakorlatilag teljesen azonos. Ez megerOsiti azt a
feltételezést, hogy a Phoma sojicola a Phoma pinodella egy a sz0jan
eléforduld patovarietasa.

Transzlacios elongacios faktor

A genomi DNS izoladcidjat kovetden a PCR reakcidban a felhasznalt
primerekkel (EF1-728F és EF1-986R) egy 280-290 bp nagysagu, a tefl gén
nagy intronjat tartalmazd szakasz amplifikalodott mindenegyik izolatum
esetétben. A PCR reakcioban melléktermék nem képz0odott, amely a
primerek nagyfoku specifikussdgat bizonyitja. A PCR reakcido utdn a
felszaporodott fragmentumok szekvenaldsi eredményei alapjan az elemzést
parsimony-tipusu analizissel, a PAUP*4.0b program (bootstrap=1000)
alkalmazasaval végeztiik el.

A tefl szekvencia elemzésével kapott térzsfa alapjan (4. dbra) a vizsgalt
Phoma fajok egyértelmtien elkiiloniiltek a kozel rokon Ascochyta nemzetség
fajaitol. Mivel a Phoma és Ascochyta fajok elkiilonitése morfologiai alapon
gyakran nem konnyl feladat az in vivo kiilonbozo sejtszamu konidiummal
rendelkezd Phoma (pseudo-Ascochyta) fajok esetében, ez a molekularis
bélyeg tovabbi segitséget nyujthat a hovatartozas egyértelmi
megallapitasahoz.

A Phoma pinodella és a Phoma exigua fajhoz tartozd izoldtumok
egymastdl jol elhatarolodd csoportokat alkotnak a zefl szekvencia alapjan is.

Phyllosticta sojicola-ként deponalt izolatum a tef] szekvencia alapjan is a
Phoma exigua var. exigua csoportba keriilt. A Phoma sojicola pedig az ITS
szekvenciahoz hasonldan itt is a Phoma pinodella csoportba rendez0dott.

Megyvitatas
A vizsgalt izolatumok morfologiai sajatossagai, bizonyos esetekben

rendkiviili hasonlésaga (a Phoma pinodella és Phoma sojicola kozott)
megkérdojelezheti a Phoma sojicola faji identitdsanak fenntartasat vagy

crers
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A DNS szekvencia analizise a Phoma-k esetében eddig csak kisebb
csoportok elkiilonitd vizsgalatdra korlatozodott. Az ITS szekvencidkat
hasznaltdk fel a Phoma lingam teleomorf alakjanak (Leptosphaeria
maculans-Leptosphaeria biglobosa fajkomplexének) vizsgalatara (Mendes
¢s mtsai, 2003), illetve a Phoma tracheiphila izolatumok elkiilonitésére
(Balmas ¢s mtsai, 2005).

Az ITS szekvencia alkalmasnak bizonyult a Phoma fajok elkiilonitésére a
kozeli rokon Ascochyta nemzetség fajaitol.

Az egy fajhoz tartozé izolatumok (Phoma exigua var. exigua és Phoma
pinodella) egymastdl joOl elkiloniilt csoportokat alkotnak az ITS
szekvencidk alapjan.

Vizsgalataink alapjan a transzkripcios elongacios faktor 1 kodold gén
(tefl) nagy intron régiojat tartalmazd DNS szakasza megfelelden
hasznalhat6 a Phoma fajok elkiilonitésére a kdzeli rokon Ascochyta fajoktol.

A tefl szekvencia, a tobbi fonalas gombahoz (Druzhinina ¢és Kubicek,
2005) hasonldéan alkalmasnak latszik a Phoma fajok filogenetikai
elemzésére.

A tefl szekvencidk elemzésekor hasonlo filogenetikai térzsfat kapunk,
mint az ITS szekvencianal. A Phoma pinodella és Phoma exigua fajok
1zolatumai itt is egymastol jOl elkiiloniild csoportokat képeznek.

Az ITS és tefl szekvencia alapjan a Phyllosticta sojicola a Phoma exigua
csoportba, a Phoma sojicola pedig a Phoma pinodella csoportba kertilt,
mivel az ITS és a tef] szekvenciajuk is gyakorlatilag teljesen megegyezik.

Mind az ITS, mind fef] regidk parsimony tipusu filogenetikai elemzése
soran azt tapasztaltuk, hogy az eredetileg Phyllosticta sojicola-ként deponalt
1zolatum a Phoma exigua var. exigua csoportba, a Phoma sojicola pedig a
Phoma pinodella csoportba rendezése indokolt, ami sziikségessé teheti a
nevezett taxonok helyzetének tjragondolasat.
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4. abra: a tefl szekvenciak parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa.

A vonalakra irt szamok az eldgazas valoszinliségét jelolik, szazalékban, amelyet
1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis alapjan kaptunk. Jobb oldali
oszlopok: a morfoldgiai, fenotipusos tenyészbélyegeken alapuld faji besorolds

Phoma genuson beliili szekcidit jelzik (Boerema és mtsai, 2004).
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PHYLOGENETIC STUDIES ON PHOMA-LIKE FUNGI
OCCURRING ON SOYBEAN

L. Irinyi — G. J. Kévics — E. Sandor

University of Debrecen, Centre for Agricultural Sciences and Engineering , Department of
Plant Protection, Debrecen, Hungary

Summary

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

We employed a part of the gene responsible for the synthesis of translation elongation
factor 1 subunit alpha protein (fefl) containing both introns and exons and ITS region
containing the internal transcribed spacer regions 1 and 2 and the 5.8S rDNA, as potential
genetic markers to infer phylogenetic relationships among different Phoma taxa. Twenty-
five different Phoma species were firstly characterised by morphologically, and then their
ITS and fef1 sequences were sequenced and analysed by parsimony method.

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