AGRARTUDOMANYI KOZLEMENYEK, 2011/43. KULONSZAM

4

Magyarorszagi Botrytis cinerea izolatumok azoxystrobin rezisztenciajanak vizsgalata
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OSSZEFOGLALAS

A mitokondrialis DNS-ben elhelyezkedd gének elsésorban a sejtlégzés enzimeit kodoljak. A quinol oxidaz gatlok (Qols) csaladjaba
tartozo fungicidek fontos szerepet téltenek be szamos, gomba okozta novényi fertézés elleni védekezésben. A mitokondrialis légzést, igy az
ATP képzddést gatoljak azaltal, hogy kotédnek a citokrom bcl enzim komplexhez, megakadalyozva az elektron transzfert a citokrom b és a
citokrom cl kozétt. Az elleniik kialakult rezisztencia hatterében két mechanizmus dll. Az egyik a citokrom b gén (CYTB) pontmutdcidja,
példaul egyetlen glicin alaninra torténd szubsztitucidja a 143-as kodonpozicioban magasfoki rezisztenciahoz vezet. A masik mechanizmus az
alternativ, cianid rezisztens légzés, melyet az alternativ oxiddz tart fenn.

Egy sejtben tobb mitokondrium talalhato. Homoplazmidarol beszéliink, amennyiben a sejtben 1évé dsszes mitokondrium genomja azonos.
Ha koziiliik egyben mutdcio keletkezik, a sejtben ,vad” és mutans mitokondridalis DNS egyarant észlelhets, melyet a heteroplazmia
kifejezéssel illetnek. Az, hogy a mitokondriumban kialakult mutdacio okoz-e fenotipusos valtozast dozis-fiiggd, azaz azon mulik, hogy az adott
sejtben mekkora szdzalékban fordulnak elé a megvaltozott mitokondriumok.

Munkadnk soran 2008-2009 években kiilonbozé gazdandvényekrdl begyiijtott B. cinerea egyspords izolatumokat vizsgaltunk. Arra
kerestiik a vdlaszt, hogy a heteroplazmia mértéke befolydsolta-e a rezisztencia szintjét. Sikeriilt kimutattuk a heteroplazmia mértékének,
ezaltal a rezisztencia szintjének valtozasat a fungiciddel torténd kezelés hatdasara.

SUMMARY

The genes being in the mitochondrial DNA primarily encode the enzymes of cellular respiration. Fungicides belonging to the family of
quinol oxidase inhibitors (Qols) play on important role in the protection against several plant diseases caused by fungi. These fungicides
bind to the cytochrome bcl complex so they block electron transport between cytochrome b and cytochrome cl. This way these fungicides
inhibit the ATP synthesis consequently they inhibit the mitochondrial respiration. The Qol resistance has two mechanisms. One of them is the
point mutation of the cytochrome b gene (CYTB), e.g. the substitution of a single glycine by alanine at position 143 results in high-resistance.
The other is the cyanide-resistant alternative respiration sustained by the alternative oxidase.

In a cell there are several mitochondria. The phenomenon when the genomes of all mitochondria in the cell are identical is called
homoplazmy. If in the cell there is wild and mutant mitochondrial DNA this is called heteroplasmy. Whether the mutation in the
mitochondria causes fenotypical diversity or does not depend on the dose, i.e. it depends on the percentage of the changed mitochondrials.

During our work we investigated Botrytis cinerea single spore isolates which have been collected in 2008-2009 on different host plants.
Our goal was to decide whether heteroplasmy influences the level of resistance. We managed to detect the change of the level of
heteroplasmy, so the change the level of the resistance due to the treatment with fungicide.
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BEVEZETES

A Botrytis nemzettség fitopatogén és mezOgazdasagilag jelent6és korokozokat tartalmaz. Eléfordulasa
nagyobb részt a mérsékelt dvre korlatozodik, és ott nagyszamu, eddig bizonyitottan 235 gazdandvényt képes
megtamadni, és rajtuk a sziirkerothadas nevii megbetegedést kivaltani (Jarvis, 1977). A sziirkerothadas elleni
kiizdelem hagyomanyosan kemikalidkkal torténik. A védelem megvalositasa azonban nem egyszeri feladat,
mivel a gomba rendkiviili genetikai valtozékonysaga miatt nagyon hamar kialakulhatnak a rezisztens torzsek,
valamint a kezeléseknek komoly anyagi, kornyezetterhelési illetve élelmiszer-biztonsagi vonatkozasai vannak.

A quinol oxidaz gatldo (Qol) fungicidek hatasmechanizmusa a mitokondrialis légzés gatlasa. A fungicid
blokkolja az elektron transzportot a citokrom b és citokrom cl kozott egy kotés altal, mely az inhibitor és a
citokrom bcl tgynevezett Quinol oxidacids (Quinol outside — Qo) helye kdzt jon létre az enzimkomplex
ubiquinon oxidacidés centrumaban (Ferndndez-Ortuiio et al., 2008). A Qol rezisztencia molekularis
mechanizmusat tanulmanyozva bebizonyitottdk, hogy a citokrom b gén (CYTB) egyetlen pontmutécidjanak
hatasara 1étrejovo egyetlen aminosav cseréje kivalthatja a rezisztenciat az enzimben. Magasfok rezisztenciahoz
vezet a glicin alaninra torténd kicserélodése a 143-as kodonpozicioban (G143A), mig mérsékelt rezisztenciat
eredményez két tovabbi aminosav szubsztiticidja: fenilalanin cseréje leucinra a 129-es kodonon (F129L),
valamint a 137. aminosav glicinrdl argininra torténd valtozasa (G137A) (Ferndndez-Ortuiio et al., 2008).
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Mindezek miatt egyre inkabb sziikséges a B. cinerea genotipusok és populacios strukturdk vizsgalata a korszeri
novényvédelmi stratégiak kialakitasdhoz.

ANYAG ES MODSZER

A vizsgalatban szerepl6 Botrytis cinerea mintakat 2008 és 2009 években gyiijtott, szabadfoldi izolatumokbol
készitett torzsgyiijteménybdl valasztottuk (Fekete et al., 2009). Az izolatumokat kategorizaltak azoxystrobinnal
szemben tanusitott rezisztencia mértékének szempontjabol Saito ef al., (2008) leirdsa szerint, valamint vizsgaltak

modszerével, és az . intron el6forduldsat a 143-as kodon utan PCR fragment analizis alkalmazasaval Jiang et al.,
(2009) munkaja alapjan (Mojtaba et al., 2010). A munkank soran vizsgalt torzsek szenzitivnek bizonyultak
azoxystrobinnal szemben, ugyanakkor a G143 A mutacio kimutatasara alkalmas BcAR primerparral végzett PCR
reakcio soran pozitiv eredményt adtak és nem tartalmaztak az 1205 bp hosszusagl nagy intront, mely gyakran
megtalalhatd a mitokondridlis genom elektrontranszport rendszerét, valamint a riboszomalis RNS-t kddolo
génekben (Foury et al., 1998).

A heteroplazmia jelenségét szenzitivitasi vizsgalatokkal és PCR-RFLP analizis segitségével igazoltuk. Az
eredményeket real-time PCR kisérletekkel tamasztottuk ala. A reakcidk inkubacios programjat Rotor Gene 6000
(Corbett Research) real-time PCR késziiléken futtattuk. Az eredmények kiértékelése Rotor Gene 1.7.61 software

segitségével tortént.

1. abra: CYTB gén emésztése Fnud4HI restrikcios endonukleaz segitségével
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M: molekulasuly marker (O ’GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
9001, 9022, 9028, 9043, 9058: B. cinerea izolatumok szama

Figure 1: Digestion of CYTB gene by Fnu4HI restriction enzyme
M: molecular marker (O’GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas), 9001, 9022, 9028, 9043, 9058: B. cinerea isolates

EREDMENYEK

A PCR-RFLP vizsgalat soran a CYTB génre specifikus BcCOX1-F és BcCOX1-R primerpar segitségével
szaporitottuk fel a vizsgalandd DNS szakaszt, majd FastDigest® Fnu4HI (Satl) restrikcidos endonukleazzal
emésztettiik. Az enzim abban az esetben vagta ketté a DNS-t, amennyiben az tartalmazta a magasfoka
rezisztenciat okozd G143A pontmutaciot (Ishii et al., 2009). Volt olyan minta (9058), melyben a pontmutaciod
csak az azoxystrobinnal kezelt térzsben volt kimutathat6 (1. dbra).

crer

real-time PCR késziilékkel hataroztuk meg, és az igy kapott Ct~koncentracid Osszefiiggés (2. abra) alapjan a
vizsgalandé minta Ct-jébdl a koncentracido meghatarozhato (/. tablazat). A kapott eredmények aldtdmasztottak,
hogy 9058-as minta esetében a heteroplazmia azoxystrobinnal kivaltott szelekcids nyomds hatdsara valt
detektalhatova. A fungiciddel torténd kezel€s 15 napig tartott, ezalatt a mutans mitokondriumok aranya elérte a

kozel 58%-ot.
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2. abra: Real-time PCR standard higitasi sor: Ct~koncentracio fiiggvény
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Ct: kiiszobérték ciklusszam

Concentration: a DNS koncentraciok logaritmusa

R: korrelacios egyiitthatd

R"2: korrelacios egyiitthatd négyzete

M: az egyenes d6lésszoge

B: az egyenes y-tengellyel valo metszéspontja

Efficiency: a reakcio hatékonysaga

Figure 2: Real-time PCR standard curve: Ct~concentration function

Ct: cycle threshold, Concentration: logarithm of the concentration of the DNA, R: correlation coefficient, R*2: square of correlation
coefficient, M: slope, B: y-intercept, Efficiency: efficiency of the reaction

KOVETKEZTETESEK

Belathato, hogy azokkal a novény véddszerekkel szemben nagyobb eséllyel alakul ki rezisztencia, melyek
hatasmechanizmusa egyoldali. A quinol oxiddz inhibitorok (Qol) valoészinlileg a leghatékonyabb
mezogazdasagban alkalmazott fungicidek, melyek a sejtlégzést gatoljak. Ellenik egyetlen aminosav
szubsztiticidja a mitokondridlis CYTB génben magasfoku rezisztenciat képes okozni. A rezisztencia mértéke
figg a mutdns és ,,vad” tipust mitokondriumok aranyatol. A lisztharmat koérokozodjanak strobilurin (Qol)
rezisztencia vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy rezisztens torzsek ismét szenzitivvé valtak a fungicid
hianyaban (Fraaije et al., 2002). Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a mutacié csokkenti a patogén fitneszét, tehat
csak fungicid jelenlétében jelent szelekcios eldnyt (Fernandez-Ortufio et al., 2008).

A heteroplazmia kovetésére alkalmas modszert fejlesztettiink ki valos idejii (real-time) PCR segitségével. A
vizsgalatokban a mitokondrialis genomban taldlhaté egykopias gént (COX1) hasznaltuk standardként, és ehhez
viszonyitottuk az azoxystrobinnal szembeni rezisztenciat okozé G143A pontmuticiét hordoz6é mitokondrialis
DNS aranyanak valtozasat a szenzitiv, ,,vad” szekvencidhoz képest.

A kifejlesztett modszer segitségével bebizonyitottuk, hogy azoxystrobin jelenlétében a rezisztenciat hordozd
mitokondrialis genom ardnya megné a szenzitiv hatohelyet kodold szekvenciaval szemben. A rezisztencia
jelensége megfigyelhetd volt a micélidlis novekedésgatlast mérd rezisztencia tesztekben is. Ugyanakkor
azoxystrobin hidnyaban ndvesztett tenyészetekbdl izolalt genomban a G143 A pontmutacié kimutathatatlan volt.
A szabadfoldi B. cinerea elleni fungicides védekezések soran tehat mindenképpen el kell keriilni az azoxystrobin
egymas utan torténd tobbszori hasznalatat, hiszen az eldsegiti a rezisztens tdrzsek nagymértékil, gyors
elszaporodasat.
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1.tablazat
Real-time PCR adatok: a koncentricié meghatirozisa a Ct értékek és a standard higitasi sor segitségével

Torzsek (1) Standard higitasok (2) | Ct-értékek (3) | Standard koncentraciok (ng/pl) (4) | Szamolt koncentraciok (ng/pl) (5)
9001 SHAM 31,87 0
9001 Azoxystrobin 34,64 0
9022 SHAM 1x 13,37 24,9 24,726
9022 SHAM 7x 15,83 3,55 3,724
9022 SHAM 70x 18,92 0,355 0,347
9022 Azoxystrobin 12,46 49,830
9028 SHAM 36,15 0
9028 Azoxystrobin 32,10 0
9058 SHAM 33,28 0
9058 Azoxystrobin 13,17 28,791

Table 1:Real-time PCR datas: determination of the concentrations using Ct-values and standard dilutions
Strain number (1), Standard dilution (2), Ct-value (3), Standard concentration (4), Computed concentration (5)
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