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ÖSSZEFOGLALÁS 

A szelídgesztenye (Castanea sativa) egyik legjelent sebb betegsége a szelídgesztenye kéregrák. A súlyos és rendszerint teljes pusztulással 
végz d  betegség el idéz je a Cryphonectria parasitica aszkomikóta gomba. A betegség nem kizárólag a szelídgesztenyét támadja meg, 
észlelték már többek között a kocsányos tölgyön is, de itt a betegség lefolyása illetve a tünetei eltérnek a szelídgesztenyén megfigyeltekt l. A 
megbetegedett fákon megfigyelhet  a kéreg rákos elhalása, valamit az ebb l fakadó hervadás. A konídiumok szétszóródása el segíti a 
betegség villámgyors terjedését, valamint a környez  fákra történ  átvitelt is. Magyarországon el ször 1969-ben figyelték meg a betegséget, 
mára már minden jelent s szelídgesztenye term területen jelen van. Kutatásaink során célul t ztük ki, hogy megtaláljuk a leginkább 
alkalmas genetikai markert amellyel jól elkülöníthetjük a különböz Cryphonectria parasitica populációkat. Munkák során két a molekuláris 
biológiai kutatásokban általánosan elterjedt markert alkalmaztunk. Vizsgálatunk során 20 különböz  populáció 70 izolátumát használtunk 
fel. A tef1 fehérje a sejten belül a citoszólban található. Eukaryota-knál a fehérjeszintézis folyamatában els dleges funkciója, hogy 
katalizálja a GTP-függ  aminoacil-tRNS komplex felbomlását és a riboszóma A helyére irányítsa azokat. Azért is tef1 fehérje a felel s, hogy 
a megfelel  tRNS a megfelel  mRNS-el kapcsolódjon össze, és ellen rzi az átírás sebességét és h ségét. Az ITS (Internal Transcribed Spacer) 
régiók evolúciós mércével mérve viszonylag gyorsan változnak, ezért többségében alacsonyabb szint  rendszertani kapcsolatok 
vizsgálatánál, például közeli rokon fajok vagy populációk egymástól való elkülönítésénél használják fonalas gombáknál. A vizsgálatok során 
kapott eredményekb l törzsfákat készítettünk melyek jól szemléltetik a különböz  populációból származó izolátumok egymáshoz viszonyított 
helyzetét. Ebb l megállapítható a különböz  markerek használhatósága a populációk szétválasztására. 

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-1 =tef1) 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 (EF1 =tef1) 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 tef1 sequences. This phylogentic tree shows the genetic differences between 
the populations. 
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BEVEZETÉS 

A Bükkfafélék (Fagaceae) családjába tartozó európai szelídgesztenye (Castanea sativa) nagyon kedvelt dísz- 
és héjas gyümölcsfánk, mely els sorban a savanyú, jó vízellátottságú, káliumban gazdag talajokat kedveli (Soó, 
1962). Hazánkban Dél-Dunántúlon a Mecsekben, az Északi-középhegységben, Alpokalján, a Dunakanyarban és 
a Zalai dombság területén fordul el  (Radócz, 2002; Körtvély, 1969). A Cryphonectria parasitica, mely a 
szelídgesztenye egyik legfontosabb kórokozója, a gesztenyén kívül a Bükkfafélék családjába tartozó egyéb 
fajokat is veszélyeztet, így pl. a tölgyeket és a bükköt is (Anagnostakis, 1987). A gomba Kelet Ázsiából, 
valószín leg Japánból, lett behurcolva a XIX. sz. végén és a XX. század elején az Egyesült Államokon keresztül 
Európába (Braghi, 1946). Vizsgálatunk során Magyarországról származó Cryphonectria parasitica izolátumok 
diverzitását vizsgáltuk molekuláris markerrel. A „translation elongation factor 1 subunit alpha” (EF-1 ) fehérje a 
sejten belül a citoszólban található (Moldave, 1985). A fehérjét kódoló tef1 gén minden él  szervezetben 
megtalálható, és az más szekvenciákkal szemben nagy el nye, hogy a gén csak egy kópiában van jelen a 
genomban (Baldauf és Doolittle, 1997). A fajok közötti és fajon belüli rendszertani kapcsolatok felderítésére 
egyaránt alkalmas, mint azt Roger et al. (1999) különböz  fajoknál (pl. Mucor racemosus, Podospora anserina), 



AGRÁRTUDOMÁNYI KÖZLEMÉNYEK, 2013/53. KÜLÖNSZÁM

17

illetve Druzhinina és Kubicek (2005) Trichoderma fajoknál bizonyították. Filogenetikai vizsgálatunkhoz a tef1
gén nagy intronját tartalmazó fragmentumát választottuk. A filogenetikai vizsgálatokhoz már hosszú ideje a 
legszélesebb körben használt konzervatív régiók a sejtmagban és a mitokondriumban található riboszomális 
rRNS szekvenciákat kódoló gének (rDNS) (Moncalvo et al., 2002; Avise, 2004). Ezek közül is különösen azok,
amelyek gyakorlatilag azonos szekvenciájú, tandem másolatként vannak jelen a genomban. Minden egyes 
másolat rendelkezik kódoló és nem-kódoló régiókkal. A kódoló régiókhoz tartoznak a 18S-t (vagy kis 
alegységet, Small Subunit, SSU), az 5,8S-t, valamint a 28S-t (nagy alegységet, Large Subunit, LSU), továbbá az 
5S riboszóma alegységet kódoló gének (Gerbi, 1985). Ezek sokkal kevésbé variábilisak, mint a nem-kódoló 
szakaszok, melyek lehetnek átírtak, mint az ITS (Internal Transcribed Spacer) régiók vagy nem átíródó régiók, 
mint az IGS (Intergenic Spacer) (Gunderson et al., 1987; Lane et al., 1985). 

ANYAG ÉS MÓDSZER 

Vizsgálatunk során 50 Kárpát-medencéb l és 20 Európa más részeir l (Görögország, Bulgária, Portugália, 
Macedónia) származó Cryphonectria parasitica izolátumnak a tef1 és ITS régióját vizsgáltuk. A vizsgálatok 
során a magyarországi izolátumok mellett génbanki adatbázisban megtalálható (GenBank; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) Cryphonectria parasitica izolátumok tef1 és ITS régióját is bevontuk az 
elemzésbe. Az izolátumokat 50 ml malátakivonat-tápoldatban tenyésztettük 48 órán keresztül, 100 ml-es 
Erlenmeyer lombikokban, sötétben, rázatva (125 rpm). A sejteket dörzsmozsárban, folyékony nitrogénben 
fagyasztva tártuk fel, majd genomi DNS-t izoláltunk. A DNS-izolálását a NucleoSpin II (Macherey-Nagel, 
740770) alkalmazásával végeztük a gyári protokollt követve. Az ITS-fragmentum felszaporításához a következ
primerpárt használtuk: 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 felszaporított és tisztított PCR-termékek 
szekvenálását az MWG Biotech, Germany cég végezte térítéses megbízással. Az általuk alkalmazott szekvenálás 
a Sanger-féle módszeren alapszik (Sanger et al., 1977), és az ABI cég által fejlesztett gépekkel végzik. A 
Parsimony típusú filogenetikai elemzést a Paup*4.0b programmal végeztük. A keresés során „branch swapping” 
típusú heurisztikus, Tree Bisection and Reconnection (TBR) stratégiájú újrarendezést alkalmaztunk. A TBR az 
jelenti, hogy a törzsfát két részre bontják, amelyeket majd ismét párosítanak egy újabb elágazáson keresztül. A 
folyamat az összes lehetséges elágazást számításba veszi, majd kiválasztja közülük a legvalószín bbet. Az 
elemzés során minden egyes karaktert azonos súllyal vettünk figyelembe, az összerendezésben szerepl
kihagyásokat (gap-eket) pedig hiányzó adatként kezeltünk. A törzsfa stabilitását bootstrap analízissel 
ellen riztük 1000 ismétlést alkalmazva. A törzsfák megrajzolásához a TreeView (Page, 1996) programot 
használtuk. A különböz  elemzéseket egy Intel Pentium 4 CPU 2,4 GHz teljesítmény  és 1 GB RAM memóriájú 
számítógépen végeztük. A szekvenciákat a ClustalX (Thompson et al., 1997) program felhasználásával 
rendeztük össze, majd a GeneDoc (Nicholas et al., 1997) program segítségével manuálisan finomítottuk az 
illesztést, ahol szükséges volt. Az evolúciós modellek kiválasztásához a Modeltest programot használtuk (Posada 
és Grandall, 1998). Ezt követ en a filogenetikai analíziseket a Paup*4.0b (Swofford, 2002), illetve a MrBayes 
(Huelsenbeck és Ronquist 2001) program alkalmazásával végeztük el. 

EREDMÉNYEK 

1. ábra: A PCR során felszaporított ITS-szakaszok negatív elektroforetikus képe 1%-os agaróz gélben (etidium-bromidos festés)

Figure 1: Agarose gel stained with ethidium bromide showing amplified ITS fragments  
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A DNS-izolálását a NucleoSpin II (Macherey-Nagel, 740770) alkalmazásával végeztük a gyári protokollt 
követve, melynek eredményeként átlagban 100 ng/ l koncentrációjú DNS-oldat keletkezett. A genomi DNS 
izolációját követ en a PCR során a primerpárokkal, egy 600 bp hosszúságú ITS-fragmentum szaporodott fel 
mindegyik izolátum esetében (1. ábra). 

A tef1 szekvenciák esetében a DNS izolációját követ en a PCR során a primerpárokkal, egy 350 bp 
hosszúságú tef1 fragmentum szaporodott fel mindegyik izolátum esetében (2. ábra). A szekvenciákat a ClustalX 
program felhasználásával rendeztük össze, majd a GeneDoc program segítségével manuálisan finomítottuk az 
illesztést, ahol az a nyilvánvaló hibák miatt szükséges volt. 

2. ábra: A PCR során felszaporított tef1 szakaszok negatív elektroforetikus képe 1%-os agaróz gélben (etidium-bromidos festés) 

Figure 2: Agarose gel stained with ethidium bromide showing amplified tef1 fragments 

A Parsimony elemzés során kapott filogenetikai törzsfák a 3 és 4. ábrán láthatóak. Az elemzés során a 
program 547 karaktert (bázist) vett figyelembe, melyb l 539 karaktert konstansnak, 6 karaktert nem-
informatívnak tekintett, és csak 2 karaktert becsült informatívnak. A bootstrap analízis során kapott magas 
bootstrap értékek meger sítették az egyes elágazások helyének a valószín ségét, ezzel alátámasztva a felrajzolt 
filogenetikai törzsfák helyességét. Az egyes izolátumok közötti távolságok (bázisok közötti különbség, 
elágazások hossza) nem bizonyultak kell en eltér nek ahhoz, hogy az eredmények alapján a filogenetikai 
törzsfát jól megalapozottnak tekinthessük.  
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3. ábra: Filogenetikai kapcsolatok alakulása atef1 szekvenciák Parsimony analízissal történ  vizsgálata alapján 

Figure 3: Phylogenetic relationships of Cryphonectria parasitica strains inferred by Parsimony analysis of tef1 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. ábra: Filogenetikai kapcsolatok alakulása az ITS szekvenciák Parsimony analízissal történ  vizsgálata alapján 

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. 

KÖVETKEZTETÉSEK 

Vizsgálataink során megállapítottuk, hogy az tef regió más gomba fajokkal ellentétben nem alkalmas 
populációgenetikai vizsgálatokra a Cryphonectria parasitica fajnál mivel a tef szekvenciák azonosságot 
mutatnak a különböz  helyr l származó izolátumoknál. Az ITS régió vizsgálata már mutatott különbséget az 
egyes izolátumok között azonban a Parsimony elemzés során az informatív karakterek alacsony száma 
meger síti, hogy az ITS régió is csak korlátozottan alkalmas a diverzitás vizsgálatára a Cryphonectria parasitica
fajnál. a görög, a portugál, a macedón, a Kárpát-medencéb l származó, illetve az adatbázisból letöltött 
izolátumok külön csoportot alkotnak, hogy az ITS szekvencia csak nagy földrajzi távolságában lév  izolátumok 
vizsgálatára alkalmas. Magyarországi populációk vizsgálatára egyéb molekuláris markerek alkalmazása 
szükséges. Ilyen marker lehet a mikroszatellit, melynek alkalmazására már végeztek kísérleteket többek között 
Franciaországban (Breuillin et al., 2006).  
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