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OSSZEFOGLALAS

A Chryphonectria parasitica a szelidgesztenye (Castanea spp.) egyik legfontosabb korokozoja Eurdpdaban és Magyarorszdagon. Munkdnk
sordan 14, a Karpat-medencébdl izolalt Cryphonectria parasitica izoldtum diverzitasat vizsgaltuk molekuldris markerrel. Vilasztasunk a
transzlacios elongacios faktor (EF-1a) fehérjét kodolo tefl génre esett. Vizsgalataink azt mutattak, hogy a tefl gén, mas fajokkal ellentétben,
nem alkalmas a fajon beliili kiilonbségek (diverzitas) vizsgdlatira a C. parasitica fajnal. A tovabbiakban a magyarorszagi és a Karpat-
medencébdl szarmazo populdciok vizsgalatara egyéb molekularis markerek alkalmazasa sziikséges, mint pl. a mikroszatellitek.

SUMMARY

Chryphonectria parasitica, the casual agent of chestnut blight, is one of the most important fungal pathogens of chestnut (Castanea spp.)
in Europe and Hungary. In this study we analyzed the diversity of 14 Cryphonectria parasitica strains isolated from different location of
Carpathian-Basin. For the analyses we used the partial sequences of the translation elongation coding gene, tefl. Our results showed that
the tefl gene, contrary to other fungal species, is not suitable for the molecular analyses of C. parasitica. In the future, for the molecular
studies of C. parasitica, we need to use other molecular markers like microsatellites.
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BEVEZETES

A Biikkfafélék (Fagaceae) csaladjaba tartozd eurdpai szelidgesztenye (Castanea sativa) kedvelt disz- és
héjas gytimédlcsfank, mely elsdsorban a savanyd, jo vizellatottsagt, kaliumban gazdag talajt kedveli. Hazankban
a Dél-Dunantalon a Mecsekben, az Eszaki-kozéphegységben, az Alpokaljan, a Dunakanyarban és a Zalai
dombsag teriiletén fordul eld. Magas kalium és keményit6 tartalmu termését piiré¢, méz és befdtt készitéséhez is
hasznaljak, ezenkiviil egyes teriileteken (pl. Olaszorszag, Svajc hegyvidéki teriiletei) kenyeret is siitnek
lisztjébol. A Cryphonectria parasitica, mely a szelidgesztenye egyik legfontosabb korokozdja, a gesztenyén
kiviil a Biikkfafélék csaladjaba tartozd egyéb fajokat is veszélyeztet, igy a tolgyeket és a biikkkot is. A gomba
Kelet Azsiabol, valésziniileg Japanbol lett behurcolva a XIX. sz. végén és a XX. szazad elején az Egyesiilt
Allamokon keresztiil Eurépaba.

Vizsgalatunk sordn a Karpat-medencébdl (Magyarorszagrol és Ukrajnabol) szarmazdé Cryphonectria
parasitica izolatumok diverzitasat vizsgaltuk molekularis markerrel. A ,translation elongation factor 1 subunit
alpha” (EF-1a) fehérje a sejten beliil a citoszolban talalhaté (Moldave, 1985). A fehérjét kodolo tef! gén minden
€l6 szervezetben megtalalhato, és az mas szekvencidkkal szemben nagy eldnye, hogy a gén csak egy kopiaban
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) kiilonbozé fajoknal (pl. Mucor racemosus,
Podospora anserina), illetve Druzhinina és Kubicek (2005) Trichoderma fajoknal bizonyitottak. Filogenetikai
vizsgalatunkhoz a zef] gén nagy intronjat tartalmaz6 fragmentumat valasztottuk (1. dbra).

1. abra: A tefl gén sematikus vazlata, valamint a PCR-ben hasznalt primerek helyzete (Druzhinina és Kubicek, 2005 nyoman)
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ANYAG ES MODSZER

Vizsgalatunk soran 8 Magyarorszagrol és 6 Ukrajnabol szarmazo Cryphonectria parasitica izolatumnak,

crer

s

tablazat).

1. tablazat
A vizsgalatba bevont C. parasitica izolatumok listija

Izolatum kéd (1) Izolalas helye (2)
Bl Nagymaros (Kospallagi utca)
Cl Nagymaros (Fehérhegy 1)
J2 Nagymaros (Oz utca)
R2 Nagymaros (Els6 volgy)
E2 Nagymaros (Oz utca)
N2 Nagymaros (Els6 volgy)
MV/16 Nagymaros (Els6 volgy)
MV1/4 Nagymaros (Els6 volgy)
Bob1-3 Bobovyshche (Ukrajna)
Bob2-2T Bobovyshche (Ukrajna)
Bob2-4T Bobovyshche (Ukrajna)
Bob3-3 Bobovyshche (Ukrajna)
RO4 Rostovjatica (Ukrajna)
S1 Serednje (Ukrajna)
P5-2 Gorogorszag
ME48-2 Gorogorszag

Table 1: Cryphonectria parasitica strains involved in the phylogenetic analysis

Code of isolates (1), location of isolation (2)

2. tablazat

A tefl fragmentumok alapjan késziilt filogenetikai torzsfa készitésébe bevont izolatumok listaja, valamint tef7 szekvenciajuk
hozzaférési szama

Fajnév (1) Izolatum kéd (2) GenBank hozzaférési szam (3)
Cryphoncetria parasitica CMW10427 AY308953
Cryphoncetria parasitica CMW10431 AY308954

Table 2: Strains involved in the phylogenetic analyses and the accession number of their tefl fragments
Species (1), code of isolates(2), accession number at GenBank (3)

DNS-izolalas

Az izolatumokat 50 ml malatakivonat-tapoldatban tenyésztettiik 48 oran keresztiil, 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokban, s6tétben, razatva (125 rpm). A sejteket dérzsmozsarban, foly€kony nitrogénben fagyasztva tartuk
fel, majd genomi DNS-t izolaltunk. A DNS-izolalasait a NucleoSpin II (Macherey-Nagel, 740770)
alkalmazasaval végeztiik a gyari protokollt kdvetve.

Polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulé vizsgalat

A PCR-t 50 pl térfogatban végeztiik, amely a kdvetkez6 dsszetevoket tartalmazta: 25 pl 2X PCR Master Mix
(Fermentas, K0171), 2 pl genomi DNS (0,51 pg), 2-2 pl forward és reverse primer (10 pmol/ul), 19 pl steril,
nukledzmentes viz (Fermentas, #R0581). A PCR koriilményei az egyes fragmentumok felszaporitdsa soran a
kovetkezok voltak:

Az tefl-fragmentum felszaporitasahoz a kovetkezé primerpart hasznaltuk: EF1-728F: 5'- CAT CGA GAA
GTT CGA GAA GG -3' 20 bp; az EF1-986R: 5'- TAC TTG AAG GAA CCC TTA CC -3' 20 bp (Druzhinina és
Kubicek, 2005). A reakcio koriilményeit az alabbiak szerint allitottuk be: els6 1épésként kezdeti denaturalas
tortént 95 °C-on, 3 percen at, amit 5 cikluson keresztiil tovabbi denaturalas kovetett 95 °C-on, 1 percig, majd az
annellacioé 59 °C-on, 1 percig és végiil a polimerizaci6 72 °C-on, 1 percen at. Ezt kovette 25 cikluson keresztiil a
denaturalas 95 °C-on, 1 percig, majd az annellaciéo 59 °C-on, 1 percig, és végiil a polimerizacié 72 °C-on, 1
percen keresztiil. Végiil egy 15 perces polimerizacio kovetkezett 72 °C-on. A PCR-t az MWG Biotech Inc.
Primus 25 (Milton Keynes, UK) tipusu késziilékével végeztiik.
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A PCR-termék tisztitasa és koncentralasa
A PCR termékek tisztitdsat a Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281) termékkel
végeztik.

DNS-szekvenalas

A felszaporitott és tisztitott PCR-termékek szekvenalasat az MWG Biotech, Germany cég végezte téritéses
megbizassal. Az altaluk alkalmazott szekvenalas a Sanger-féle modszeren alapszik (Sanger et al., 1977), és az
ABI cég altal fejlesztett gépekkel végzik. A szekvendlds megbizhatdsdgat az ISO nemzetk6zi mindségbiztositasi
szabvany (DIN EN ISO 9001:2000) garantalja.

Filogenetikai analizisek

A kiilonbozé elemzéseket egy Intel Pentium 4 CPU 2,4 GHz teljesitményli és 1 GB RAM memoriaju
szamitogépen végeztik. A szekvencidkat a ClustalX (Thompson et al., 1997) program felhasznalasaval
rendeztiik 6ssze, majd a GeneDoc (Nicholas et al., 1997) program segitségével manualisan finomitottuk az
illesztést, ahol sziikséges volt. Ezt kdvetden a filogenetikai analiziseket a Paup*4.0b (Swofford, 2002) program
alkalmazasaval végeztiik el.

Parsimony analizis

A Parsimony tipust filogenetikai elemzést a Paup*4.0b programmal végeztiik. A keresés soran ,,branch
alkalmaztunk. A TBR az jelenti, hogy a torzsfat két részre bontjak, amelyeket majd ismét parositanak egy 1jabb
elagazason keresztiil. 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 szereplé kihagyasokat (gap-cket) pedig hianyzo adatként kezeltiink. A torzsfa stabilitasat
bootstrap analizissel ellendriztiik 1000 ismétlést alkalmazva. A torzsfak megrajzolasahoz a TreeView (Page,
1966) programot hasznaltuk.

Eredmények
A DNS-izolalasat a NucleoSpin II (Macherey-Nagel, 740770) alkalmazasaval végeztiik a gyari protokollt

s
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szaporodott fel mindegyik izoldtum esetében (2. dbra).

2. abra: A PCR soran felszaporitott tef1 szakaszok negativ elektroforetikus képe 1%-os agaroz gélben (etidium-bromidos festés)
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Figure 2: tefl fragments amplified by PCR in 1 % agarose gel stained with stained with ethidium bromide (EtBr)
A szekvencidkat a ClustalX program felhasznalasaval rendeztiik Ossze, majd a GeneDoc program

segitségével manualisan finomitottuk az illesztést, ahol az — nyilvanvald hibak miatt — sziikséges volt. Az
alabbiakban a Cryphonectria izolatumok tef] szekvencidk 0sszerendezésének egy-egy részlete lathato (3. dbra).
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3. abra: Az tefl szekvenciak rendezésének egy részlete

> 20 > 40 > 60 * 80
B1 © IGCGGCHIGCGCH] © GlICG GC : 83
Cc1 - Gi GCGCHC © GlICG GC : 82
J2 - Gi GCGCHG © © oc GC : 82
R2 - Gi GCGCHG © © oc GC : 82
E2 - Gi GCGCHIG © © oc GC : 82
N2 Gi Gi GCGCHIG © © oc GC : 83
MV - Gi GCGCHG © © oc GC : 82
MV1/6 - Gi GCGCHG © © oc GC : 82
Mv1i/4 Gi Gi GCGCHG © © oc GC : 83
AY308953 : - Gi Gi GCGCHG © © oc GC : 82
AY308954 : - © GCGCHC © GHICG GC : 82
P5-2 - © GCGCHC © GHICG GC : 82
ME48-2 - © GCGCHC © GIICG GC : 82
ATATTaaTCTCCTCCCC ATCCCCAAAttCAACTTCCCATACCATCAGCAGCGGCTGCGCTGTGTTCTGTCTCAGTCGTCTGC

Figure 3: A part of the alignment of tefl sequences

A Parsimony elemezés soran, a PAUP*4.0b program 318 karaktert (bazist) vett figyelembe, melyb6l 310
karaktert konstansnak, 6 karaktert informativnak tekintett, és csak 2 karaktert becsiilt nem-informativnak. Az
elemzés soran késziilt torzsfan is (4. dbra) jol lathatd, hogy az egyes izolatumok kozott nagyon csekély a
kiilonbség mutatkozik, és emiatt a kiilonbozo teriiletekrdl szarmazo izolatumok nem kiiloniilnek el egymastol.

4. abra: Az tefl szekvenciak Parsimony elemzése alapjan készitett filogenetikai torzsfa. A vonalakra irt szamok az elagazas
valésziniiségét jelolik, szazalékban, amelyet 1000 ismétlésben elvégzett bootstrap analizis alapjan kaptunk.

Cryphonectria parasitica (B1)
Cryphonectria parasitica (C1)
Cryphonectria parasitica (J2)

Cryphonectria parasitica (R2)
Cryphonectria parasitica (E2)
Cryphonectria parasitica (N2)
Cryphonectria parasitica (Bob2-2T)
Cryphonectria parasitica (Bob1-3)
Cryphonectria parasitica (Bob2-4T)
Cryphonectria parasitica (ME48-2)
Cryphonectria parasitica (Bob3-3)
Cryphonectria parasitica (Ro4)
Cryphonectria parasitica (P5-2)
Cryphonectria parasitica (S1)

| Cryphonectria parasitica (MV1/6)

87 Cryphonectria parasitica (MV)
I Cryphonectria parasitica (MV1/4)
88 | Cryphonectria parasitica (AY308953)

| Cryphonectria parasitica (AY308954)
0.1

Figure 4: Phylogenetic relationships of Cryphonectria parasitica isolates inferred by Parsimony analysis of tefl sequences. The
numbers above the lines represent the bootstrap (bootstrap=1000) values
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KOVETKEZTETESEK

A Parsimony elemzés soran figyelembe vett informativ karakterek alacsony szama megerdsiti, hogy a tef!
régid, mas fajokkal ellentétben nem alkalmas a fajon beliili kiilonbségek (diverzitas) vizsgalatara a C. parasitica
fajnal. Ennek egyik oka lehet, hogy az izolatumok relative kozeli foldrajzi tavolsagbol szarmaznak, valamint az
tény, hogy a C. parasitica gomba azonos helyr6l lett behurcolva Europaba. Magyarorszagi és Karpat-
medencébdl szarmazo populaciok vizsgalatara egyéb molekularis markerek alkalmazasa sziikséges. Ilyen marker
lehet a mikroszatellit, melynek alkalmazasara mar végeztek kisérleteket tobbek kozott Franciaorszagban
(Breuillin et al., 20006).
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