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OSSZEFOGLALAS

A szelidgesztenye (Castanea sativa) egyik legjelentdsebb betegsége a szelidgesztenye kéregrak. A stlyos és rendszerint teljes pusztulassal
végzddd betegség eldidézdje a Cryphonectria parasitica aszkomikéta gomba. A betegség nem kizarolag a szelidgesztenyét tdmadja meg,
észlelték mar tobbek kozott a kocsanyos tolgyon is, de itt a betegség lefolyasa illetve a tiinetei eltérnek a szelidgesztenyén megfigyeltektsl. A
megbetegedett fakon megfigyelhets a kéreg rakos elhalasa, valamit az ebbdl fakadé hervadas. A konidiumok szétszérédasa eldsegiti a
betegség villamgyors terjedését, valamint a kérnyezd fakra torténg atvitelt is. Magyarorszagon eldszor 1969-ben figyelték meg a betegséget,
mara mar minden jelentds szelidgesztenye termdteriileten jelen van. Kutatasaink soran célul tiztik ki, hogy megtalaljuk a leginkabb
alkalmas genetikai markert amellyel jol elkiilonithetjiik a kiillénbdzé Cryphonectria parasitica populaciokat. Munkak sorén két a molekularis
bioldgiai kutatasokban altalanosan elterjedt markert alkalmaztunk. Vizsgalatunk soran 20 kiilénbdzé populacié 70 izolatumat hasznaltunk
fel. A tefl fehérje a sejten beliil a citoszélban talalhat6. Eukaryota-knal a fehérjeszintézis folyamataban elsgdleges funkcidja, hogy
katalizalja a GTP-fliggé aminoacil-tRNS komplex felbomlasat és a riboszéma A helyére iranyitsa azokat. Azért is tefl fehérje a felelds, hogy
a megfelels tRNS a megfelelé mRNS-el kapcsolddjon 0ssze, és ellendrzi az atiras sebességét és hiiségét. Az ITS (Internal Transcribed Spacer)
régiok evollciés mércével mérve viszonylag gyorsan valtoznak, ezért tobbségében alacsonyabb szinti rendszertani kapcsolatok
vizsgalatanal, példaul kozeli rokon fajok vagy populaciok egymastol vald elkiilonitésénél hasznaljak fonalas gombaknal. A vizsgalatok soran
kapott eredményekbdl torzsfakat készitettiink melyek jol szemléltetik a kiilonbdzs populaciobdl szarmazé izolatumok egymashoz viszonyitott
helyzetét. Ebbsl megallapithat6 a kiillonbdzé markerek hasznalhatésaga a populaciok szétvalasztasara.

SUMMARY

Chestnut blight (Cryphonectria parasitica) is one of the most important disease of the European chestnut (Castanea sativa). This
Ascomycete fungal pathogen caused by serious and usually deathly damages in chestnut orchards and in forests. It is important to mention
that the pathogen does not only infect the sweet chestnut but oak also species (Quercus spp.). The susceptibility of oak species to the
pathogen can be lower than the sweet chestnut. Destroyed bark of cankers, and the serious wilting can be observed on infected trees. The
dispersal conidia promotes fast spread of the disease, and further dissemination to the the surrounding trees. In the Carpathian-Basin, the
chestnut is endemic in the Mecsek mountains, in Zala, in Somogy counties but it also can be found in the Danube-bend area. The first
detection about the chestnut blight in Hungary was done in 1969, but today's the disease in generally spread in the whole country. The aim
of our study was to found the perfect genetic marker, which can help to separate the different origins of Cryphonectria parasitica
populations clearly. Two current molecular biology markers were used in our study. We have analyzed 70 Cryphonectria parasitica strains
isolated from 20 different plots of European chestnut orchards, but mainly from the Carpathian-basin. In this study we employed a part of
the translation elongation factor 1 subunit alpha (EF-la=tefl) containing both introns and exons and ITS region containing the internal
transcribed spacer regions 1 and 2 and the 5.8S rDNA. Translation elongation factor 1 subunit alpha (EFla=tefl) is part of the cytosolic
EF1 complex, whose primary function is to promote the binding of aminoacyl-tRNA to the ribosome in a GTP-dependent process. After the
analysis we have created a phylogentic tree based on ITS and tefl sequences. This phylogentic tree shows the genetic differences between
the populations.
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BEVEZETES

A Biikkfafélék (Fagaceae) csaladjaba tartozo eurdpai szelidgesztenye (Castanea sativa) nagyon kedvelt disz-
¢és hé¢jas gylimolesfank, mely elsdsorban a savanyu, jo vizellatottsagt, kaliumban gazdag talajokat kedveli (Sod,
1962). Hazankban Dél-Dunantilon a Mecsekben, az Eszaki-kozéphegységben, Alpokaljan, a Dunakanyarban és
a Zalai dombsag teriiletén fordul eld (Radocz, 2002; Kortvély, 1969). A Cryphonectria parasitica, mely a
szelidgesztenye egyik legfontosabb korokozdja, a gesztenyén kiviil a Bilikkfafélék csaladjaba tartozd egyéb
fajokat is veszélyeztet, igy pl. a tolgyeket és a biikkot is (Anagnostakis, 1987). A gomba Kelet Azsiabol,
valoszintileg Japanbol, lett behurcolva a XIX. sz. végén és a XX. szazad elején az Egyesiilt Allamokon keresztiil
Europaba (Braghi, 1946). Vizsgalatunk soran Magyarorszagrol szarmazo Cryphonectria parasitica izolatumok
diverzitasat vizsgaltuk molekularis markerrel. A ,.translation elongation factor 1 subunit alpha” (EF-1a) fehérje a
sejten beliil a citoszdlban talalhatd (Moldave, 1985). A fehérjét kodold tefl gén minden él6 szervezetben
megtalalhato, és az mas szekvencidkkal szemben nagy elénye, 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 et al. (1999) kiilénb6z6 fajoknal (pl. Mucor racemosus, Podospora anserina),
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illetve Druzhinina és Kubicek (2005) Trichoderma fajoknal bizonyitottak. Filogenetikai vizsgalatunkhoz a tefl
gén nagy intronjat tartalmazo fragmentumat valasztottuk. A filogenetikai vizsgalatokhoz mar hosszu ideje a
legszélesebb korben hasznalt konzervativ régiok a sejtmagban és a mitokondriumban taldlhatd riboszomalis
rRNS szekvenciakat kodold gének (rDNS) (Moncalvo et al., 2002; Avise, 2004). Ezek koziil is kiilondsen azok,
amelyek gyakorlatilag azonos szekvenciaji, tandem masolatként vannak jelen a genomban. Minden egyes
masolat rendelkezik kodold és nem-kodold régidkkal. A kodold régidkhoz tartoznak a 18S-t (vagy kis
alegységet, Small Subunit, SSU), az 5,8S-t, valamint a 28S-t (nagy alegységet, Large Subunit, LSU), tovabba az
5S riboszoma alegységet kddold gének (Gerbi, 1985). Ezek sokkal kevésbé varidbilisak, mint a nem-kodolo
szakaszok, melyek lehetnek atirtak, mint az ITS (Internal Transcribed Spacer) régiok vagy nem atirédé régiok,
mint az IGS (Intergenic Spacer) (Gunderson et al., 1987; Lane et al., 1985).

ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatunk soran 50 Karpat-medencébdl és 20 Eurdpa mas részeirdl (Gorogorszag, Bulgaria, Portugalia,

s

s

elemzésbe. 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 NucleoSpin II (Macherey-Nagel,
740770) alkalmazasaval végeztiik a gyari protokollt kovetve. 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 et al., 1990). A felszaporitott és tisztitott PCR-termékek
szekvenalasat az MWG Biotech, Germany cég végezte téritéses megbizassal. Az altaluk alkalmazott szekvenalas
a Sanger-féle mddszeren alapszik (Sanger et al., 1977), és az ABI cég altal fejlesztett gépekkel végzik. A
Parsimony tipusu filogenetikai elemzést a Paup*4.0b programmal végeztiik. A keresés soran ,,branch swapping”
tipust heurisztikus, Tree Bisection and Reconnection (TBR) stratégiaju ujrarendezést alkalmaztunk. A TBR az
jelenti, hogy a torzsfat két részre bontjak, amelyeket majd ismét parositanak egy ujabb elagazason keresztil. A
folyamat az Osszes lehetséges elagazast szamitasba veszi, majd kivalasztja koziilik a legvalosziniibbet. Az
elemzés soran minden egyes karaktert azonos sullyal vettiink figyelembe, az Osszerendezésben szerepld
kihagyasokat (gap-eket) pedig hianyz6 adatként kezeltiink. A torzsfa stabilitdsat bootstrap analizissel
ellendriztiik 1000 ismétlést alkalmazva. A torzsfak megrajzolasahoz a TreeView (Page, 1996) programot
hasznaltuk. A kiilonb6zo elemzéseket egy Intel Pentium 4 CPU 2,4 GHz teljesitményii és 1 GB RAM memoriaji
szamitogépen végeztik. A szekvencidkat a ClustalX (Thompson et al., 1997) program felhasznalasaval
rendeztik Ossze, majd a GeneDoc (Nicholas et al., 1997) program segitségével manualisan finomitottuk az
illesztést, ahol sziikséges volt. Az evolicioés modellek kivalasztasahoz a Modeltest programot hasznaltuk (Posada
és Grandall, 1998). Ezt kovetden a filogenetikai analiziseket a Paup*4.0b (Swofford, 2002), illetve a MrBayes
(Huelsenbeck ¢és Ronquist 2001) program alkalmazasaval végeztiik el.

EREDMENYEK

1. dbra: A PCR soran felszaporitott ITS-szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-os agaréz gélben (etidium-bromidos festés)
ITS Sequences

10006 et el 100060

00bp 100bp
DN, Ladder DN Ladder

Figure 1: Agarose gel stained with ethidium bromide showing amplified ITS fragments
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A DNS-izoléalasat a NucleoSpin II (Macherey-Nagel, 740770) alkalmazasaval végeztiikk a gyari protokollt

s

s

hosszlsagu tefl fragmentum szaporodott fel mindegyik izolatum esetében (2. dbra). A szekvenciakat a ClustalX
program felhasznalasaval rendeztiik 6ssze, majd a GeneDoc program segitségével manualisan finomitottuk az
illesztést, ahol az a nyilvanval6 hibak miatt sziikséges volt.

2. dbra: A PCR soran felszaporitott tefl szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-os agaréz gélben (etidium-bromidos festés)

TEF Sequences

1000bp —— == 1000bp
S00bp - o S00bp
-_ e
1 2 3 4 5 6
100k 100bp
DM A Ladder OHA Ladder

Figure 2: Agarose gel stained with ethidium bromide showing amplified tefl fragments

A Parsimony elemzés soran kapott filogenetikai torzsfak a 3 és 4. abran lathatéak. Az elemzés soran a
program 547 karaktert (bazist) vett figyelembe, melybdl 539 karaktert konstansnak, 6 karaktert nem-
informativnak tekintett, és csak 2 karaktert becsiilt informativnak. A bootstrap analizis soran kapott magas
bootstrap értekek megerdsitették az egyes elagazasok helyének a valoszinliségét, ezzel alatamasztva a felrajzolt
filogenetikai torzsfak helyességét. Az egyes izolatumok kozotti tavolsagok (bazisok kozotti kiilonbség,
elagazasok hossza) nem bizonyultak kellden eltéronek ahhoz, hogy az eredmények alapjan a filogenetikai
torzsfat jol megalapozottnak tekinthesstik.
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3. abra: Filogenetikai kapcsolatok alakuldsa atefl szekvenciak Parsimony analizissal torténd vizsgalata alapjan
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Figure 3: Phylogenetic relationships of Cryphonectria parasitica strains inferred by Parsimony analysis of tefl sequences.
The numbers above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000) values. Our isolates are indicated by colors, the isolates downloaded
from GenBank indicated by black color.
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4. abra: Filogenetikai kapcsolatok alakulasa az ITS szekvenciak Parsimony analizissal torténé vizsgalata alapjan
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Figure 4. Phylogenetic relationships of Cryphonectria parasitica strains inferred by Parsimony analysis of ITS sequences. The numbers
above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000) values. Our isolates are indicated by colors, the isolates downloaded from GenBank
indicated by black color.

KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az tef regi6é mas gomba fajokkal ellentétben nem alkalmas
populaciogenetikai vizsgalatokra a Cryphonectria parasitica fajnal mivel a tef szekvenciak azonossigot
mutatnak a kiilonb6z6 helyrél szarmazo izolatumoknal. Az ITS régio vizsgalata mar mutatott kiilonbséget az
egyes izolatumok kozott azonban a Parsimony elemzés soran az informativ karakterek alacsony szama
megerd6siti, hogy az ITS régio is csak korlatozottan alkalmas a diverzitas vizsgalatara a Cryphonectria parasitica
fajnal. a gorog, a portugal, a maceddn, a Karpat-medencébdl szarmazo, illetve az adatbazisbdl letoltott
izolatumok kiilon csoportot alkotnak, hogy az ITS szekvencia csak nagy foldrajzi tavolsagaban 1évé izolatumok
vizsgalatara alkalmas. Magyarorszagi populaciok vizsgalatara egyéb molekularis markerek alkalmazasa
sziikséges. Ilyen marker lehet a mikroszatellit, melynek alkalmazasara mar végeztek kisérleteket tobbek kozott
Franciaorszagban (Breuillin et al., 2006).
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