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OSSZEFOGLALAS

A citokrom b az eukariotik mitokondriumanak belsé membranjaban talalhato I111. légzési komplex része, a kodolo gén (CYTB) pedig a
mitokondridlis genomban talalhato. A Qol csoportba tartozo fungicidek a Qo (kiilsé kinol-oxidacios) helyhez kotddve gatoljak a Ill. légzési
komplexet, és igy a mitokondrialis légzést. A Qol fungicideket (koztiik az azoxystrobint) bevezetésiik ota széles korben hasznaljak, mivel
hatékonyak szamos, gazdasagilag jelentés novényt megbetegité gomba, koztiik a sziirkerothadas korokozdja ellen. A Qol hatasu szerekkel
szembeni rezisztencia elsésorban a citokrom b fungicid kété helyén kialakulo valtozdsokhoz kothetd. A sziirkerothadas elleni védekezésben
Jelentds szerepet kapnak a kiilonbozé kemikaliak, ezért a hatékony védekezés megtervezéséhez elengedhetetlen a kérokozo populdcio
reisztencidajaban szerepet jatszo gének diverzitasanak megismerése.

Munkank soran kiilénbozé gazdandvényekrél 2008-2009 években gyiijtott magyarorszagi B. cinerea egysporas izolatumokat vizsgaltunk.
A mintak csaknem felében kimutathato volt a egy nagy intron jelenléte a CYTB génben, melyet PCR fragment analizis segitségével
hatdroztunk meg. A CYTB specifikus PCR reakcidja, valamint a CYTB fragmentum szekvencia vizsgalata alapjan az izolatumok egy részénél
kimutathato volt a 143. helyen a G143A4 kodoncserét okozo, és azoxystrobin rezisztencidat okozo pontmutdcio. Hazankban is szamolnunk kell
tehat is az azoxystrobinnal szemben rezisztens B. cinerea populdaciok jelenlétével. A magyarorszagi B. cinerea izoldatumok mitokondridlis
genomjaban talalhato CYTB viszonylag kevés minta vizsgalata alapjan is nagyfoku diverzitast mutatott, hasonloan a korabban vizsgalt
sejtmagban kodolodo szekvenciakhoz, ami a Qol hatasu fungicidek koriiltekintd felhasznaldsara int.

SUMMARY

In the mitochondrion of eukaryotes, cytochrome b is a component of respiratory chain complex III. Cytochrome b is encoded by the
cytochrome b (CYTB) gene located in the mitochondrial genome. The fungicidal activity of Qols relies on their ability to inhibit
mitochondrial respiration by binding at the so-called Qo site (the outer quinol-oxidation site) of the complex III. Since their introduction,
Qols (like azoxystrobin) have become essential components of plant disease control programs because of their wide-ranging efficacy against
many agriculturally important fungal diseases like grey mould on various crops. Qol resistance primarily arises from a target-site-based
mechanism involving mutations in the mitochondrial CYTB. As the management of grey mould is often dependent on chemicals, the rational
design of control programs requires the information about the diversity of genes connected with resistance in field populations of the
pathogen.

Monospore B. cinerea field isolates has been collected during 2008-2009 from different hosts in Hungary. PCR fragment length analysis
indicated the high frequency presence of type large intron in the isolates while in a few strains G143A substitution could also be detected.
These results indicated the heterogeneity of CYTB in the Hungarian B. cinerea populations, which possibly involve the heteroplasmy of this
mitochondrial gene, moreover indicates the existence op azoxystrobin resistant populations in Hungary.
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BEVEZETES

A mitokondrialis 1égzést a citokrém bel enzimkomplex ubiquinon oxidécids centrumaban (Qo helyen) gatld
Qol fungicidek csoportja egyike a mezdgazdasdgban hasznalt legfontosabb gomba ellenes szereknek
(McDougall, 2006). Tobb mint 30 korokozé fajban, példaul lisztharmatokban, peronoszpdrakban, az almafa
varasodasanal, illetve a sziirkerothadds korokozdjaban mutattak ki eddig Qol fungicidekkel szembeni
rezisztenciat (Ischii, 2010). A Qol rezisztencia molekuldris mechanizmusat tanulmanyozva bebizonyitottak,
hogy a citokrom b gén (CYTB) egyetlen pontmutacidja hatasara létrejovo egyetlen aminosav csere kivalthatja a
rezisztenciat az enzimben. Kiilondsen a 143. aminosav glicinrdl alaninra cserélédése gyakori, ami nagymértékii
azoxystrobin rezisztenciat okoz (Fernandez-Ortufio et al., 2008).

A sziirkepenész korokozdja, a Botrytis cinerea Pers.:Fr. (teleomorph Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel) gomba szamos fontos gyiimdlcs, zoldség és diszndvénykultura rendszeres €s jelentds karositdja. A
szlirkerothadas elleni vegyszeres védekezést megneheziti, hogy a populaciokban kdnnyen kialakulhat fungicid
rezisztencia (FRAC). Szamos Qol csoportba tartozé fungicid (azoxystrobin, pyacostrobin, metominostrobin)
hasznalhat6 hatékonyan a B. cinerea-val szembeni védekezésben (Leroux et al., 2002). Kaliforniabol és Kinabol
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szarmazd B. cinerea izolatumokban mar mutattak ki azoxystrobinnal szemben rezisztenciat B. cinerea
szabadfoldi izolatumokban (Jiang et al., 2009). A sziirkepenész elleni eredményes kémiai védekezéshez fontos a
kérokozo populacio rezisztencidjaban szerepet jatszo gének diverzitasanak megismerése.

ANYAG ESMODSZER

A vizsgalatban szerepld Botrytis cinerea mintdkat 2007-2009 kozott, fertdzott ndvényi részekrdl izolaltuk.
Az egysporas tenyészetekbOl a genom vizsgalatdhoz sziikséges DNS-t Petri csészén novesztett tenyészet
micéliumabdl nyertiik ki (Véczy et al., 2009). Az 1. intron el6fordulasat a CYTB génben PCR fragment analizis
segitségével hataroztuk meg Jiang et al. (2009) leirasa alapjan. A 143 (G143A) kodoncserét okozd pontmutacio
kimutatasat Grasso et al., (2006) moddszerével, allél specifikus PCR reakcio segitségével végeztik. A DNS
szekvenciak meghatarozast az Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Németorszag) végezte.

1. abra: Kiilonbozé Botrytis cinerea izolatumokbél cytb-BcF és cytb-BceR primerekkel felszaporitott CYTB fragmentumok agaréz
gélelektroforézises futatasi képe
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(O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas)

8001-8031: B. cinerea izolatumok szama

Figure 1: PCR results of Cytochrome b amplified with cytb-BcF and cytb-BcR primers.

GR: molecular marker marker (O'GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas), 8001-8031: B. cinerea isolates

EREDMENYEK

A cytb-BcF és cytb-BcR primerpar segitségével két kiillonbozo, egy 1768 bp és egy 564 bp nagysagu
fragmentum szaporodott fel a B. cinerea izoldtumokbol (/. abra). A nagyobb (1768 bp) fragmentum esetén a
talalhato a CYTB szekvencidban az 1-3 intronok mellett (2. dbra). Néhany mintdban (pl.: 8020), egyarant
kimutathat6 volt a gén a nagy intront tartalmazo, illetve a nagy intron nélkiili forma (/. dbra).

A CYTB fragmentum szekvencia vizsgalata alapjan az izolatumok egy részénél kimutathatd volt a 143.
helyen a GGT kodon GCT kodonra valtozasa (3. abra). E16bbi glicint, mig utdbbi alanint kodol.
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A 2. abra: A Botrytis cinerea citokrom b génjének vazlatos képe
Exon 1 Exon2 Exon3.1 Exon3.2 Exon4
L] [ ] )
Intron 1 Intron 2 NAGY INTRON Intron 3
B
Exon 1 Exon2 Exon3 Exon4
] [ ] N | [ ]
Intron 1 Intron 2 4_lntron 3

A: A CYTB nagy intront tartalmazé formaja, B: A CYTB nagy intron nélkiili formaja
A nyilak a cytb-BcF és cytb-BceR primerek bekotddési helyét jelolik.

Figure 2: Schematic diagram of CYTB of Botrytis cinerea

A: CYTB with large intron B: CYTB without large intron

NAGY INTRON: large intron

Arrows indicate the anellation syts of cytb-BcF and cytb-BcR primers.

3. abra: Magyarorszagi Botrytis cinerea izolatumok citokrom b szekvenciajanak részlete

9001
g00z
o003
o004
9010 :
9011
o011z
9019
9020

9001-9020: Botrytis cinerea izolatumok szama
Figure 3: Partial sequences of CYTB in Hungarian Botrytis cinerea
9001-9020: strain numbers of B. cinerea.

KOVETKEZTETESEK

A magyarorszagi B. cinerea egysporas izolatumok mitokondrialis genomja viszonylag kevés minta vizsgalata
alapjan is nagyfokl diverzitast mutatott, hasonléan a korabban vizsgalt sejtmagban kodolodé szekvencidkhoz
(Vaczy et al., 2008). A mintak egy részében el6fordult a 143-as pozicidji kodon utan, a 3. exonba ékel6do, 1.
tipusl, nagy intron, ami gyakran megtalalhaté a mitokondrialis genom elektrontranszport rendszerét, tovabba a
riboszémalis RNS-t kodold génekben (Foury et al.,, 1998). Az intron jelenléte esetén nem volt kimutathatd
azoxystrobin rezisztencia az eddigi eredmények alapjan (Banno et al., 2009; Jiang et al., 2009). Ennek val6szinii
magyarazata, hogy az azoxistrobin rezisztencidhoz kapcsolddd G143 A mutacid jelentdsen befolydsolna az 143.
kodon utan beépiil6 nagy intron kivagddasat az mRNS érése folyaman. A nagy intronnal rendelkezé mintakban
mi sem tudtuk kimutatni egyetlen esetben sem a G143A mutéciét. Ugyanakkor ez, a 143. helyen a G143A
kodoncserét okozod pontmutacid a vizsgalt magyarorszagi B. cinerea izolatumok csaknem felében kimutathato
volt. Eredményeink alapjan hazénkban is szdmolnunk kell tehat is az azoxystrobinnal szemben rezisztens B.
cinerea populéciok jelenlétével.
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1. tablazat
Magyarorszagi Botrytis cinerea izolatumok citokréom b génjének diverzitasa
Izolatum szama (1) G143 A mutécio (2) CYTB amplikon nagyséaga (3)

8001 - 1768 bp
8002 - 1768 bp
8003 - 1768 bp
8004 - 1768 bp
8006 - 1768 bp
8007 - 1768 bp
8008 - 1768 bp

1768 bp
8020 - 564 bp
8021 + 564 bp
8022 + 564 bp
8029 + 1768 bp
9001 + 564 bp
9002 + 564 bp
9003 + 564 bp
9004 + 564 bp
9010 + 564 bp
9011 + 564 bp
9012 + 564 bp
9019 + 564 bp
9020 + 564 bp

-: a vad tipust jelold, eredménytelen PCR, +: a mutaciot jelz6, eredményes PCR

Table 1: Genetic diversity of CYTB in Hungarian B. cinerea strains

Strain number (1), G143 A mutation (2), lenth of amplified CYTB fragment (3)

-:no PCR amplification indicating the wild type sequence, +: successful PCR amplification, indicating the presence of mutation
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