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OSSZEFOGLALAS

A Botrytis cinerea (telecomorf: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) képes szamos, gazdasagi szempontbdl jelentSs névényt megta-
madni és azokon a sziirkerothadast kivaltani. A Botrytis cinerea fajkomplex két rejtett fajt foglal magaba (B. cinerea és B. pseudocinerea), melyek
eltéré modon tolerdljak a kiilonbozd fungicideket. A két testvérfajt nagyon nehéz megkiilonbozteti klasszikus rendszertani kritériumok alapjan,
ezért elkiilonitésiik molekularis modszerrel torténik, mely tobb marker vizsgalatan alapszik és rendkiviil iddigényes. Célunk az volt, hogy egy
olyan specifikus markert keressiink, amely alkalmas a két faj elkiilonitése. A cianid rezisztens alternativ oxidaz enzimet kodolé gén nukleotid
szekvencidit tesztelve a vizsgalt B. cinerea és B. pseudocinerea torzsek egyértelmiien elkiilonithetok voltak. Tovabba az enzim fehérjeszekven-
cidinak ,, maximum likelihood” médszerrel tortént elemzése jol tiikrozte a gombak rendszertani kapcsolatait.

Kulcsszavak: Botrytis cinerea, Botrytis pseudocinerea, alternativ oxiddiz
SUMMARY

Botrytis cinerea (teleomorph Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) is able to attack several economically important plants causing
gray rot. Botrytis cinerea species complex includes two cryptic species (B. cinerea and B. pseudocinerea) that tolerate fungicides differently.
On the basis of classical taxonomic markers, the two related species are very difficult to be distinguished; therefore, their separation is
usually performed using molecular methods based on the time-consuming molecular analysis of several markers. Our goal was to find
markers, which are suitable for the differentiation. Testing the nucleotide sequences of the alternative oxidase encoding gene, B. cinerea and
B. pseudocinerea strains were clearly differentiated. Moreover, the analysis of the protein sequences of the enzyme with the maximum
likelihood method reflected well the taxonomic relationships of the different fungi.
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BEVEZETES A nekrotrof Botrytis cinerea (teleomorf Botryotinia
fuckeliana (de Bary) Whetzel) a sziirkerothadas nevii

A legtobb eukariota mitokondrium elagazo 1égzési betegség korokozoja, mely tobb mint kétszaz, gazda-
lanccal rendelkezik. Az alternativ utvonalak nem tesz- sagi szempontbol fontos novényt képes megtamadni.
nek lehetdvé nagy mennyiségli ATP szintézist, tehat Els6ként 1997-ben Giraud és munkatarsai fedezték fel,
nem energia meg6rzo agai a 1égzési elektrontranszport hogy a Champagne régiobol (Franciaorszag) szarmazo

lancnak. Ezek koziil kiemelked6 az alternativ cianid- torzsek fiiggetleniil a kolonizalt sz616n6vény fajtajatol,
rezisztens 1égzés, melynek kulcsenzime az alternativ a megtamadott szervtdl vagy a begyiijtés idejétol, el-
oxidaz (AOX) (McDonald és Vanlerberghe, 2005). Az téré mértékben hordoznak a genomjukban bizonyos
AOX egy terminalis kinon oxiddz, melynek expresszio- transzpozon elemeket (Boty, Flipper). Ezeknek meg-
ja gyakran megnd biotikus és abiotikus stressz hatasara felelden két rejtett, vagy testvérfajt véltek felfedezni,
¢és szerepet jatszik az él6lények kiilonbozd koriilmé- ¢és transposa névvel illették a transzpozon elemeket
nyekhez val6 alkalmazkodasaban (Juszczuk és Rychter, hordoz6 torzseket, mig a transzpozonokkal nem ren-

2003; Borecky et al., 2006; Castro-Guerrero et al., delkez6k vacuma elnevezést kaptak. Késébb, tovabbi
2008). Valdszintileg az AOX egyfajta rugalmassagot 15marker (PCR-RFLP, transzpozon elemek, fungicid
biztosit a 1égzési elektrontranszport lancnak, ami eld- rezisztencia) és 21 kiilonb6z6 gazdandvényrdl szarma-
ny0s a gyakori stressznek kitett, kiilondsképpen a cito- 70 izolatum bevondasa utan a B. cinerea-t, mint testvér-
krom reakciout hatékonysagat korlatozo feltételek kozt fajok komplexét emlitik. Emellett észlelték, hogy a
¢l6 organizmusok szdmara (McDonald, 2008). Az testvérfajok eltéré mértékl fungicid rezisztenciat mu-
AOX rezisztens tobb olyan vegyiiletre, melyek gatol- tatnak, valamint kiilonbségek lelhetdk fel a patogeni-
jak a citokrom oxidazt (komplex V), vagy a komplex tasukban is (Giraud et al., 2008). A két csoportot rend-

[II-at. Ilyen inhibitorok példaul a szulfid (Azcon-Bieto kiviil nehéz klasszikus rendszertani modszerekkel
et al., 1989), a kadmium (Castro-Guerrero et al., 2008), megkiilonboztetni, elkiilonitésiik csak molekularis
a nitrogén-oxid (Huang et al., 2002), az azid (Baurain markerek felhasznalasaval lehetséges.

et al., 2003), az antimycin A (Chae et al., 2007) vagy a Fournier et al. (2002) kilenc mikroszatellit szekven-
myxothiazol (Cournac et al., 2002). AZ AOX képes a ciat azonositottak (Bcl, Bc2, Be3, Be4, Be5, Be6, Be7,
légzési elektrontranszport lanc talredukalodasat is Bc8, Bc9-10) és kereszt-amplifikacios, valamint poli-
megel6zni és ezaltal csokkenti a reaktiv oxigéngyokok morfizmus vizsgalatok alapjan a B. cinerea torzseket
(ROS) képzddésének valdszintiségét (Maxwell et al., két csoportba soroltak: 1. csoport (B. pseudocinerea)
1999; Moller, 2001). és I1. csoport (B. cinerea sensu stricto). Majd egy tijabb
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populacios marker, a Be-Ach gén polimorfizmusanak
vizsgalatat is bevezették (Fournier et al., 2003). Ahmed
és Hamada (2005) a Be-Ach gén RFLP analizise segit-
ségével kiilonitették el az 1. és II. csoportba tartozo B.
cinerea izolatumokat. Az I. csoport izolatumainal a leg-
nagyobb fragmentum 601 bp nagysagt, mig a II. cso-
port izolatumainal 517 bp nagysagh volt. Az eltérés
abbol adodik, hogy a II. csoport Be-Ach amplikonja 6t
(119, 274, 283, 367, 884 pozicidkban), mig az I. cso-
porté csak négy (mivel a 367 pozicidban mutacio talal-
hatd) restrikcios helyet tartalmaz. Ezért az 1. csoport
emésztett fragmentumainak nagysaga 601, 287, 155,
119, 84 bp, a II. csoporté pedig 517, 287, 155, 119 és
84 bp.

Jelenleg a B. cinerea fajkomplexnek tekinthetd,
mely tobb 1okusz (B-tubulin, Be-Aich, Cyp51, 63R)
vizsgalati eredményei alapjan két rejtett (cryptic) fajt
foglal magaba (Fournier et al., 2005). Kiilonbségek fi-
port tavasszal, mig a II. csoport tavasszal ¢és 6sszel
egyarant megtalalhat6 a sz616n. Az I. csoportba tartozo
B. cinerea esetében sziikebb gazdandvény kort talal-
tak, mint a II. csoport tagjainal. Az I. csoportba tartozo
gombak természetes rezisztenciat mutattak a hidroxi-
anilidek koz¢ tartozo fenhexamiddal szemben.

A B. cinerea elleni védekezés foként kemikaliakkal
torténik. A quinol oxidaz gatlok (Qol-k) talan a leg-
hatékonyabb, mezdgazdasagban alkalmazott fungicid
csalad. Fontos szerepet toltenek be szamos ndvényi fer-
t0zéssel szembeni védekezésben. A citokrom bel enzim
komplexhez kdtddve megakadalyozzak az elektron-
aramlast a citokrom b és a citokrom c1 kozott, igy ga-
toljak a mitokondrialis 1égzést és ezaltal az ATP szin-
tézist (Bartlett et al., 2002). Az elleniik kialakult rezisz-
tencia hatterében két mechanizmus all. Az egyik a
citokrém b gén (cytb) pontmutacidja: egyetlen glicin
alaninra torténd szubsztitucidja a 143-as kodonpozi-
cioban (G143A) nagyfoku rezisztencidhoz vezet (Gisi
et al., 2002). Mérsékelt, megfeleld dozisu fungicid ke-
zeléssel még kontrollalhat6d rezisztencidhoz vezetd
pontmutaciokat is leirtak: egy fenilalanin valtozasa leu-
cinra a 129-es kodonon (F129L) (Gisi et al., 2002), vala-
mint a 137-es glicin szubsztiticidja argininre (G137A)
(Sierotzki et al., 2006). A masik rezisztencia mecha-
nizmus szerint az alternativ, cianid rezisztens 1égzés-
ben az AOX elkertili a gatlas helyét, mivel a II1. és I'V.
légzési komplexet atugorja. Szabadfoldi koriilmények
kozt azonban nem képes ellensulyozni a Qol fungici-
dek hatasat, mivel nem rendelkezik protonpumpa akti-
vitassal, igy a nagy energiat igényld, és a ndvény
kolonizacidjaban kritikus szerepet jatszd folyamatok,
mint a spoéracsirazas ¢és a gazdandvénybe vald behato-
las nem lehetséges. Ezen kiviil a ndvényekben a ferts-
z¢€s hatasara antioxidansok szabadulnak fel, melyek
kioltjak a Qol fungicidek hatasara keletkezd, az AOX-
ot kodold gén indukalasdhoz nélkiilozhetetlen reaktiv
oxigén csoportokat (Wood et al., 2003).

Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk: (i) talalhato-
e kiilonbség a B. cinerea fajkomplexen beliil az I. cso-
port (B. pseudocinerea) és a 1l. csoport (B. cinerea
sensu stricto) AOX-ot kddolé DNS szakasz szekven-
cidjaban, illetve (ii) alkalmas-e az AOX szekvencidja,
illetve annak egy része a két rejtett faj elkiilonitésére.

ANYAG ES MODSZER
Torzsek és torzsfenntartas

A B05.10 izolatum benomilos kezelés utan sz616r6l
(Vitis vinifera) izolalt és deponalt (Biittner et al., 1994,
Quidde et al., 1998), feltehetéleg haploid torzs.

A T4 egy iiveghazi paradicsom ndvényrél szarma-
706 izolatumbol (Levis et al., 1997) szarmaztatott torzs.
Mindkét torzs teljes genomszekvencidja ismert
(Amselem et al., 2011). A szekvenciak elérhetok: B05.10
(Botrytis cinerea Sequencing Project, Broad Institute
of Harvard and MIT; http://www.broadinstitute.org/
annotation/genome/botrytis_cinerea/MultiHome.html;
Staats és van Kan 2012), T4 (Botrytis cinerea genome
project, URGI, Genoscope; http://urgi.versailles.inra.
fr/Species/Botrytis).

A tovabbi megemlitett Botrytis torzsek a Debreceni
Egyetem TTK Biomérnoki Tanszékének, valamint a
MEK Elelmiszertudomanyi Intézetének kozos tulajdo-
nat képez0 torzsgytijteményébol szarmazo, I-es (8001,
8002, 8003, 8004, 8005, 8006, 8007, 8008, 8029, 8030,
8031, 8032, 8047) és 1l-es (8022, 8061, 9001, 9043,
9090) csoportokba tartozo torzsek. Fenntartasuk bur-
gonya-dextroz (Biolab) taptalajon tortént (PDA: 4 g/l
burgonya kivonat, 20 g/l dextroz, pH 5,1).

DNS izolalas, felszaporitas, tisztitas

A DNS-t PDA-n ndvesztett, kétnapos tenyészet mi-
céliumabol nyertiik ki. A sejtek feltarasat MagNa Lyser
(Roche) késziilékkel végeztiik. Az extrakcié Nucleo
Spin®- Plant IT (Macherey-Nagel) kit-el tortént a gyartd
utasitasa szerint.

A polimeraz lancreakciohoz (PCR) sziikséges aox
oligonukleotid primerpart Gene Runner 3.05 (Hastings
Software Inc. Hastings, NY, USA: http://www.
generunner.com) programmal terveztiik a National
Center for Biotechnology Information (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/) adatbazisban elérhetd Botryotinia
fuckeliana T4 SuperContig (FQ790291) szekvencia
felhasznalasaval. A forward BcAOX-F: TCACATCA-
CATCAACTCAG és areverse BcAOX-R: CTAAATA
ACCTCATCCCTC oligonukleotid primereket az IBA
GmbH — Solutions For Life Sciences (Gottingen, Német-
orszag) cég gyartotta le.

A gén PCR-es felszaporitasat 25 pl térfogatban vé-
geztiik, melyben 12,5 pl 2x GoTaq® Green Master Mix
(Promega), 10,5 pl nukleaz mentes viz, 1 pul genomi DNS,
¢s 0,5-0,5 pl forward és reverz primer (10 pmol/ul) volt.
A reakcidk inkubacios programjat MyGenie 96 Gradi-
ent Thermal Block (Bioneer) PCR késziilékben futtat-
tuk: 1x[elsé denaturacid: 95 °C, 5 perc], Sx[denatu-
racio: 95 °C, 1 perc; anellacio: 50 °C, 1 perc; polimeri-
zacio: 72 °C, 1 perc 30 masodperc], 30x[denaturacio:
90 °C, 1 perc; anellacio: 50 °C, 1 perc; polimerizacio:
72 °C, 1 perc 30 masodperc], 1x[végsd polimerizacio:
72 °C, 15 perc].

Az amplifikaciot agar6z gélelektroforézis segitsé-
gével ellendriztiik: 1% agaroz (Bioline), 1 XTAE puffer
(AccuGene), 70V. A PCR termékek koncentraciojanak
meghatarozasa NanoDrop 2000 (ThermoScientific)
spektrofotométerrel tortént.
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A fragmentek tisztitasat NucleoSpin® Gel and PCR
Clean-up (Macherey-Nagel) kit-el végeztiik a gyarto
utasitasa szerint.

A DNS fragmentek szekvencidinak meghatarozasa

A tisztitott PCR termékek szekvencidjanak megha-
tarozasat a Microsynth Austria GmbH Sequencing
Service (Bécs, Ausztria) végezte Sanger-féle modszer
segitségével. A bekiildott mintak a cég kovetelményei-
nek megfeleléen kertiltek 0sszeallitasra: (2 pmol/ul
primer+100 bazisparonként 1,5 ng/ul DNS) 1265 bazis
esetén 285 ng DNS-t tartalmazé minta+3 pl forward
primer 15 pl végtérfogatban.

Az alternativ oxidaz szekvenciak illesztése és filo-
genetikai elemzése

A Botrytis cinerea és B. pseudocinerea szekvenciak
ellendrzését Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium Pty
Ltd, Ausztria; http://www.technelysium.com.au/), il-
lesztésiiket ClustalX 2.1 (Thompson et al., 1997) és
GeneDoc 2.7.0 (Nicholas et al., 1997) szoftverekkel
végeztiik.

A gomba alternativ oxidaz enzimek filogenetikai
vizsgalatahoz felhasznalt fehérjeszekvencidkat BLAST
program segitségével gytijtottiik a National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/) adatbazisban deponalt szekvenciak koziil: 4jel-
lomyces capsulatus (EEH11461.1, EGC46440.1,
QI9Y711.1, XP_001541623.1), Ajellomyces dermatitidis
(XP_002623988.1), Arthrobotrys oligospora (EGX
48333.1), Arthroderma benhamiae (XP_003016707.1),
Arthroderma gypseum (XP_003174543.1), Arthroder-
ma otae (XP_002847008.1), Aspergillus clavatus
(XP_001272693.1, XP 001273620.1), Aspergillus
flavus (XP_002377300.1), Aspergillus fumigatus
(XP_749637.1), Aspergillus kawachii (GAA83790.1),
Aspergillus  nidulans (EMENI Q9P959.2, XP
659703.1), Aspergillus niger (EHA19643.1, 074180.2,
XP 001394472.1, XP_003188816.1), Aspergillus ory-
zae (BAE64585.1, EIT74348.1, XP_001819511.1), As-
pergillus terreus (XP_001215177.1, XP_0012160
61.1), Baudoinia compniacensis (EMC96090.1), Beau-
veria bassiana (EJP63955.1), Blumeria graminis
(Q8XI1IN9.1), Botryotinia fuckeliana (CCD48110.1),
Botryotinia fuckeliana B05.10 (XP_001556179.1),
Botryotinia fuckeliana BOTFU (Q8NJ59.1), Chaeto-
mium globosum (XP_001224246.1), Coccidioides im-
mitis (XP_001247280.1), Coccidioides posadasii (XP_
003066085.1), Cochliobolus heterostrophus (EMD
94986.1), Cochliobolus sativus (EMD66258.1), Colle-
totrichum gloeosporioides (ELA23528.1), Dothistro-
ma septosporum (EME42443.1), Emericella nidulans
(AAN39883.1), Exophiala dermatitidis (EHY58134.1),
Fusarium oxysporum (EGU73992.1, EGU89319.1,
EGU89342.1), Fusarium pseudograminearum (EKJ
76470.1), Gaeumannomyces graminis (EJT73094.1),
Gelasinospora sp. (Q8J1Z2.1), Geomyces destructans
(ELRO3173.1), Gibberella zeae (XP_381518.1), Glome-
rella graminicola (EFQ28793.1), Leptosphaeria macu-
lans (XP_003837720.1), Macrophomina phaseolina

(EKG17769.1), Magnaporthe oryzae (ELQ38976.1,
XP 003712663.1), Marssonina brunnea (EKD155
84.1), Metarhizium acridum (EFY89413.1), Metarhiz-
ium anisopliae (EFZ03151.1), Microdochium nivale
(BAI44020.1), Monascus ruber (ACY56340.1), Moni-
linia fructicola (Q96URO.1), Myceliophthora thermo-
phila (XP_003660860.1), Mycosphaerella populorum
(EMF12844.1), Nectria haematococca (XP_0030533
63.1), Neosartorya fischeri (XP_001260128.1), Neu-
rospora crassa (Q01355.1, XP_962086.1), Neurospo-
ra tetrasperma (EGO58795.1), Paecilomyces sp. (ACJ
71742.1), Paracoccidioides brasiliensis (EEH19342.1,
EEH47663.1), Paracoccidioides sp. (XP_0027972
19.1), Penicillium chrysogenum (AAR08189.1, XP
002557865.1, XP_002562471.1), Penicillium digita-
tum (EKV16227.1), Phaeosphaeria nodorum (XP_001
793620.1), Podospora anserina (XP_001903441.1),
Pseudocercospora fijiensis (EME81280.1), Pyreno-
phora teres (XP_003295728.1), Pyrenophora tritici-
repentis (XP_001941938.1), Sclerotinia sclerotiorum
(XP_001596660.1), Talaromyces marneffei (XP_002
144622.1), Talaromyces stipitatus (XP_002340904.1),
Thielavia terrestris (XP_003653558.1), Trichoderma
atroviride (EHK50085.1), Trichoderma reesei (EGR
50555.1), Trichoderma virens (EHK16393.1), Tricho-
phyton rubrum (XP_003236294.1), Trichophyton ton-
surans (EGD95380.1), Trichophyton verrucosum (XP_
003022769.1), Tuber melanosporum (XP_0028390
33.1), Uncinocarpus reesii (XP_002541480.1), Ventu-
ria inaequalis (AAK61349.1), Venturia inaequalis
(Q9P429.1), Verticillium dahliae (EGY21769.1), Yar-
rowia lipolytica (AAQ08896.1, XP_502637.1), Zymo-
septoria tritici (XP_003851917.1).

A filogenetikai torzsfa elkészitése MEGA 5.0
(Tamura et al., 2011) program felhasznalasaval, ,,maxi-
mum likelihood” médszerrel tortént.

EREDMENYEK

A gombak alternativ oxidazainak fehérjeszekvenciai
jol tikkrozik a fajok kozotti, mas molekularis markerek
alapjan felallitott rendszertani kapcsolatokat (1. dbra).

A BcAOX-F és BcAOX-R primerpar alkalmas volt
a Botrytis cinerea €s a Botrytis pseudocinerea (aox)
genomi AOX szekvencidkat a B. cinerea fajcsoport két
fajanak izolatumaibol szaporitottunk fel, és hasonlitot-
tuk Ossze a két deponalt tipustorzs szekvencigjaval. A
szekvencia meghatarozast kovetden a 1215 bazispar
hosszusagu gén 827 bazisparnyi részletét (154-980.
nukleotid) kaptuk meg és hasonlitottuk dssze. A vizs-
galt génszakaszokban 25 nukleotid kiilonbséget fedez-
tink fel (2. dbra). Ezek kozil 18 esetben mindig
ugyanazon eltérések voltak megfigyelhetéek a Botrytis
cinerea ¢és a Botrytis pseudocinerea szekvenciak ko-
z6tt, melyek egyarant eléfordultak a gén kodolo és nem
kodolo régidiban. Ez alapjan valoszintisithetd, hogy az
alternativ oxidaz eredményesen hasznalhat6 a fajok el-
kiilonitésére DNS barcoding vizsgalatokban, illetve ér-
demes megvizsgalni, a rejtett fajok esetén is, mint
molekularis markert.
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1. abra: A gombak AOX szekvencidi alapjan felallitott, gyokértelen filogenetikai torzsfa
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Megjegyzés: a ,,maximum likelihood” modszerrel szerkesztett térzsfa 97 AOX protein szekvencia elemzése soran késziilt. Az elagazasok
hossza aranyos a nukleotid eltérések szamaval (a skala feliil, kozépen talalhato). Az elagazasok melletti sziirke szam a ,,bootstrap” analizis (1000
ismétlés) eredményét mutatja. Csak az 50%-nal nagyobb értékeket jeloltiik. Az elemzést a MEGA 5 programmal (Tamura et al., 2011) végeztiik.

Figure 1: Unrooted phylogenetic tree based on fungal AOX sequences
Note: the phylogenetic tree that structured by maximum likelihood method was based on analysis of 97 protein sequences. The branch lengths

are proportional to the genetic distance (scale is shown). Gray numbers next to the branches show the results of the bootstrap analysis (1000
repetitions). Only values that are greater than 50% are indicated. The analysis was performed using the software MEGA 5 (Tamura et al.,

2011).
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A kutatas a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001
azonositd szamu Nemzeti Kivalosag Program — Hazai
hallgatoi, illetve kutatoi személyi tamogatast biztosito

rendszer kidolgozasa és miikodtetése konvergencia
program cimii kiemelt projekt keretében zajlott. A pro-

jekt az Eurdpai Unio6 tamogatasaval, az Europai Szocia-

lis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.
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