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BEVEZETES

Mar a mezdgazdasdgi tarsadalmak kialakuldsa 6ta a novényi korokoz6é gombdknak
fontos gazdasagi €s szocidlis hatdsa volt az emberre (STAKMAN, 1959). Az 6kori rémaiak
Robigus istent félték, aki a gabonaiiszog nevii katasztrofdlis hatdsi gabonabetegséget
testesitette meg, hozzda imdadkoztak gabonatermésilk megmentéséért. A Phytophthora
infestans nevii gomba okozta ir burgonyavész mdsfél millié haldlos dldozatot kovetelt a XIX.
szdzadban (1849). Eredményeként nagyaranyi kivandorlds tortént Eszak-Amerikdba. 1970-
ben a kukorica levélfoltossdganak koérokozéja, a Cochliobolus heterostophus pusztitott az
Egyesiilt Allamokban, tonkretéve a termés koriilbeliil 15%-4t, tobb mint egy billié dolldr
veszteséget okozva. Felmérések szerint a fejlett ipari orszagokban a gombds betegségek miatt

bekovetkezd dtlagos évi termésveszteség 5-10%-ra teheté (JAMES, 1974).

A Botrytis nemzetséget Micheli dllitotta fel 1729-ben, a nemzetség kozismerten
fitopatogén és gazdasagilag igen jelentds korokozo fonalas gombak csoportjat tartalmazza. Ez
a megallapitas helytdll6 a genus tagjaira egyiittesen, valamint a Botrytis cinerea esetében
onmagaban is. A Botrytis nemzetség el6forduldsa nagyobb részt a mérsékelt Ovre
korlatozddik, és eddig bizonyitottan 235 gazdanovény fajt képes megtamadni, és rajtuk a
sziirkerothadds nevli megbetegedést kivaltani (JARVIS, 1977). A termesztett névények
szamos fontos csoportja veszélyeztetett, ide tartoznak a szant6foldi és liveghazi kultirdk,
bogyds gyiimolcsok, sz0616, disznovények és facsemeték. Hidegtlird képességiik miatt jelentds

karokat okozhatnak raktarozas és széllitmanyozds soran is.

A Botrytis nemzettség okozta betegségek megelozése és kezelése nem egyszerl
feladat. A nehézségek gyakran a gomba életciklusdbol erednek, mivel a spdracsirdzds, a
fertézés, a micélium novekedése és a sporuldcié gyorsan torténik, valamint a gomba
kiilonbozd populacioi eltéré mdodon tolerdljdk a kiillonbozd kemikalidkat. Eléfordulhat, hogy a

fertdzés az érési ido6 eldtt vagy kozben torténik, lehetetlenné téve a vegyszeres védekezést.

A megfelelé gazdalkoddsi gyakorlat, beleértve a vetésforgd alkalmazdsat rezisztens
kultirdkkal, képes csokkenteni a fertdzések veszélyét, de a fungicidek alkalmazésa jelenti a

leghatdsosabb mddjat a gombdk okozta megbetegedések megeldzésének. Azonban a fungicid-



rezisztencia napjainkban a gyakorlati novényvédelem hatékonysdgat veszélyeztetd egyik
legfontosabb probléma. A gombadlé szerekkel szemben, a hosszi ideig tarté egyoldald
szerhaszndlat miatt, a novénypatogén gombak rezisztens populdciéi alakulnak ki. Kiilondsen
igaz ez azokra a fajokra, melyek minden évben megjelenve, jarvanyszeriien pusztitanak. Ezek
kozé tartozik a Botrytis cinerea is. Altaldban a rezisztencia kialakuldsdnak veszélye magasabb
az egy-hatéhelyli fungicidek esetében, mig a tobb hatéhelyet célz6 kemikalidkkal szemben
ritkdbban és lassabban jonnek létre ellendlld torzsek. A quinol oxiddz inhibitorok (Qol)
csaladjdba tartoz6 fungicideknek jelentds szerepe van a Botrytis nemzetség éltal okozott
megbetegedések megeldzésében és novényvédelmi kezelésében. A  Qol-fungicidek
valészintlileg a leghatékonyabb mezodgazdasdgban alkalmazott fungicidek.
Hatdsmechanizmusuk azonban egyoldald, a sejtlégzést gatoljak és elleniik egyetlen aminosav
szubsztiticidja a mitokondridlis citokrom b (CYTB) génben magasfoku rezisztenciat képes

okozni.



1. TEMAFELVETES

A Botrytis cinerea (teleomorf: Botryotinia fuckeliana) gombafaj a sziirkerothadas
koérokozdja, szamos novénykultira rendszeres és jelentds karositéja. A gomba mind
fenotipusdban, mind genotipusdban nagy valtozékonysdgot mutat. Az ellene valé kiizdelem
hagyomanyosan kemikalidkkal torténik. A Qol-fungicidek hatdsosan alkalmazhaték szdmos,
gomba okozta novényi betegséggel, igy a sziirkerothaddssal szemben. A védelem
megvaldsitdsa azonban nem egyszerli feladat, mivel a gomba rendkiviili genetikai
véltozékonysdga miatt nagyon hamar kialakulhatnak a rezisztens torzsek, példaul egyetlen
aminosav szubsztiticiéja a gomba mitokondridlis CYTB génben magasfoki rezisztenciat
képes okozni. A rezisztencia szintje fiigg a mutdns és ,,vad” tipusi mitokondriumok
ardnydtol, tehat a heteroplazmia mértékétdl. Ezen tilmenden a kezeléseknek komoly anyagi,
kornyezetterhelési illetve élelmiszerbiztonsagi vonatkozdsai vannak. Mindezek miatt a
korszeri novényvédelmi stratégidk kialakitdsdhoz egyre inkdbb sziikséges a B. cinerea

genotipusok és populécids struktirdk vizsgalata.

Munkénk sordn Magyarorszdgon gyiijtott, szabadfoldi Botrytis cinerea egysporas
izolatumokat vizsgaltunk, melyek sziirkerothaddsos szamdca- és mdalnaszemekrol, levélrdl,
illetve repceszarrdl szarmaztak. Célunk volt, hogy kifejlessziink egy, a heteroplazmia
kovetésére alkalmas modszert valds idejli (real-time) PCR segitségével, valamint kerestiik a

valaszt a kovetkezO kérdésekre:

o [étezik-e egyértelmili Osszefiiggés a Qol rezisztencia és a CYTB-ben leirt mutacid
kozott a magyarorszagi Botrytis cinerea populaciokban?

® A heteroplazmia mértéke hogyan befolyasolja a rezisztencia szintjét?



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Botrytis cinerea taxonémiaja

A Botrytis P. Mich. ex Pers. (,fiirtdspenész”) nemzetséget (nevét alakjardl kapta:
Botpul, botrys, gor.: szolofiirt, 1. dbra) P.A. Micheli irta le 1729-ben, és C. H. Persoon
validalta 1794-ben (,,1801”, tévesen idézve COLEY-SMITH et al., 1980). Tipusfaja a Botrytis
cinerea, melyet Persoon 1821-ben irt le és E.M. Fries 1832-ben megerdsitett (COLEY-
SMITH et al., 1980).
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1. abra: Botrytis cinerea konidiumtartéjanak fénymikroszképos képe (laktofenol- gyapotkék festés (Dr. Karaffa
Erzsébet felvétele.)

Teleomorf alakjat A. de Bary 1869-ben el0szor Peziza fuckeliana néven kozodlte, majd
Sclerotinia fuckeliana de Bary ex de Bary (1884)-ként mddositotta, melyet késébb H. H.
Whetzel legitimdlva (1945) a Botryotinia genusba tett at Botryotinia fuckeliana néven (1.

tablazat).

1. tablazat: A Botrytis cinerea (Pers.: Fr. Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz) aszexudlis és szexudlis
klasszifikaci6ja

Aszexualis Kklasszifikacié || Szexualis klasszifikacio
Orszag | Fungi Fungi
Divizié | Deuteromycota Ascomycota
Osztaly | Hyphomycetes Discomycetes
Rend | Moniliales Helotiales
Csalad | Moniliaceae Sclerotiniaceae
Génusz | Botrytis Botryotinia
Faj Botrytis cinerea Botryotinia fuckeliana




A tobb mint 20 fajt magédba foglalé Botrytis nemzetség esetében nemzetségrol csak
altaldnossdgban beszé€lhetiink, mivel a fajok gazdandvény specializdltsiganak leirdsa
meglehetdsen hidnyos és besoroldsuk koriil is vannak problémdk (pl. a Scelrotinia
nemzetségbe tartozo S. veratri inkdbb a Botrytinia nemzetségbe sorolhaté (KHON, 1979).
Legutébbi, molekuldris markereket is magabafoglalé elemzésiiket STAATS et al. (2005)
végezte el. A gombdk rendszerezésénél harom fajkoncepcié van haszndlatban (i) a
megjelenésen alapulé morfoldgiai fajkoncepcidé a legszélesebb korben alkalmazott; (ii) a
keresztez6désen alapuld bioldgiai fajkoncepcid, mely csak az ivarosan szaporodni képes
gombdkndl haszndlhatd; és (iii) a genetikai markerek segitségével meghatdrozhaté kozos
leszarmazdson alapul6 filogenetikai koncepcid. A novényi patogén gombdk esetében a gazda

specifitds szintén fontos elkiilonitési szempont.

2.2. Patogenitas

A novénypatogén gombdk populdcidi szdmdra a fennmaraddsukhoz sziikséges
életkoriilményeket a novények feliiletén és azok szervezetében taldljdk meg (2. dbra). Az
életk6zosségek evolucidja soran alakult ki a gombdk ndvényeken vagy ndvényekben vald
€loskodése. Melynek 1ényege, hogy a patogén gomba a ndvény bizonyos részein, illetve
szervezetében megtelepszik, felhaszndlja annak anyagait életmiikddései biztositdsdhoz. A
fertéz€s sordn a novény fizioldgiai dllapota megvaltozik, a szervezet karosodik, vagy
elpusztul. A novényi epidermisz sejtjei fizikai és kémiai gatat képviselnek a behatold
mikroorganizmusokkal szemben. A behatolds e feliiletek sériilésein, természetes nyildsain

vagy az ép szoveten keresztiil kovetkezik be (VAINA-JAKUCS, 2003).




A B. cinerea képes fennmaradni él6 és elhalt szovetekben is. A fert6zés elinditoi
leggyakrabban a beteg, elhalt novényrészekben képzddd szkleréciumokbol fejlodo
konidiumok. Esetenként a gomba ép borszoveten keresztiil is behatol, de a sebeken,
sériiléseken keresztiili fert6zés a legjelentdsebb. A fert6zés kialakuldsdhoz a sz616 esetében
legaldbb 15 6ra 18-21°C-os hémérséklet, magas relativ pdratartalom €s a csapadékos idéjaras

teremt kedvezo feltételeket (LAZAR et al., 2004).

2.3. Heteroplazmia

A mitokondriumok az eukari6tdk energiatermeld sejtszervecskéi. Endoszimbionta
eredetiiek, vagyis egy kordbban 6ndllé baktérium bekebelezésével vialtak az eukaridta sejt
részévé.  Sajat, bakteridlis jellegli orokitdanyaggal (mtDNS - mitokondridlis DNS)
rendelkeznek. Egy-egy sejtben dltaldban tobb mitokondrium van. A mitokondrium, mint
endoszimbionta sejtorganellum az elsé endoszimbidzisok 6ta eltelt évmillidrdok alatt
fokozatosan elvesztette onalldsagat, és 1éte a gazdasejttdl valt fliggdvé. Genomjanak jelentds
hinyada a gazdasejt magi DNS-€be keriilt, vagyis a sejtszervecske életét a sajat és a gazda
genomja egyiittesen szabdlyozzak, tehit egyszerre all eukaridta és prokaridta jellegli genetikai
kontroll alatt. A gazdasejt DNS-ébe épiilt genetikai mutdciok mendeli 6roklodésmenetet
mutatnak, mig a sajat DNS-ét a prokariota jellegbdl adédéan a magas mutdcids rata jellemzi.
Homoplazmiar6l beszéliink, ha a sejtben 1évé 0Osszes mitokondrium genomja azonos.
Amennyiben a mitokondriumok egy sejten beliill nem egyformdk, fenndll a heteroplazmia
jelensége. Az, hogy a mitokondriumban kialakult muticié okoz-e fenotipusos valtozast d6zis-
fiiggd, azaz azon mulik, hogy az adott sejtben mekkora szdzalékban fordulnak el6 a

megvaltozott mitokondriumok (I1).

2.4. A Qol fungicidek felfedezése és hataismechanizmusa

A Qol fungicidek felfedezését egy csoport természetes fungicid, a B-methoxyacryl
savak inspirdltdk, ilyenek a strobilurin A és oudemansin A, melyeket bazidiumosgombak
termelnek (Strobilurus, Mycena, Oudemansiella) (KRAICZY et al., 1996). A strobilurin A

volt az elsd Qol molekula, melyet 1977-ben Stobilurus tenacellus folyékony kultirdjabol



nyertek ki (ANKE et al., 1977). Ennek a csoportnak a hatdsmechanizmusat 1981-ben

tisztaztak.

A Qol fungicidek gombaold képessége azon alapszik, hogy gétoljdk a mitokondridlis
1égzést, kotddve a citokrom bc; enzim komplex Qo helyéhez (kiils6 quinon oxidacids hely).
Ez a gitlds blokkolja az elektron transzfert a citokrom b és citokrom c; kozott, ami
energiahidnyhoz vezet a gomba sejtekben azdltal, hogy ledllitja az ATP képzdodést. A
strukturalis hasonlésdgok alapjan a Qol inhibitorok nyolc kémiai osztalyat kiilonboztetik meg
(BALBA, 2007). A kozos benniik az a hatdsmechanizmus, mellyel a citokrém bc; enzim
komplexhez kotddnek, €s egymadssal altaldban keresztrezisztencidt mutatnak kiilonbozo
vizsgalatok sordn, mint a spdracsirdzas, micélidlis novekedés €s sejtmentes enzim tesztek,
valamint a mesterséges mutdnsokkal végzett kisérletek, habar a mesterséges mutdnsok
bioldgiai aktivitdsa egészen kiilonbozik a szabadfoldi izolatumoktél (HEANEY et al., 2000).
Manapsag tiz Qol tartalmu aktiv Osszetevd van kereskedelmi forgalomban beleértve az
azoxystrobint, mely a leggyakrabban alkalmazott fungicid vildgszerte (BALBA, 2007). A
vegyiiletek azon részében, mely a hatdsért felelds (toxophore) k6zos, hogy hordoznak egy
karbonil oxigént. Feltételezhetden ez felelos a citokrom bc; enzim komplexhez val6
kotédésért (BARTLETT et al., 2002) (3. dbra). A témdval kapcsolatos bdvebb leirds

megtaldlhaté Ferndndez-Ortuio és munkatdrsai altal készitett tanulmédnyban (2008).

3. abra: Az azoxystrobin molekula kémiai struktirdja. A bekarikdzott rész felelds a hatdsért, a nyillal jelolt
karbonil oxigén pedig a citokrém bc; enzim komplexhez valé kotdédésért.
Abra forrdsa: FERNANDEZ-ORTUNO et al., 2008



2.5. A Qol rezisztencia mechanizmusai

A termindlis oxidacidban szerepet jatszo citokréomok hem tartalmui vas-fehérjék. Az
Fe?*/Fe** 4talakulds révén a glikolizisbdl, a citromsavciklusbdl és a zsirsavak oxidaci6jabol
szarmaz6 redukdlt kofaktorok dltal szallitott elektronok felvételére és leaddsara képesek.
Egyes tipusaik (b, ci, a, a3) fényabszorpcids tulajdonsdguk alapjan kiilonboztethetok meg. A
Qol target, a citokrom bc; enzim komplex a mitokondrium bels0 membranjaban
elhelyezkedd, a III. 1égzési komplexet alkoté integrans fehérje. Eukariotdkban 10/11
polipeptid épiti fel, molekulatomege koriilbeliil 240 kDa. Az enzim katalitikus magjat a
citokréom b, a citokrom c; és a Rieske vas-€s kéntartalmui fehérje (ISP) alkotjak. A Qol
kotohely az enzim komplex citokrom b alegységén beliill helyezkedik el, mely a
mitokondridlis genomban taldlhat6 citokrém b gén (CYTB) dltal kédolt. A kiilonbdzé Qol
fungicidek nagyon hasonlé mdédon illeszkednek az enzim aktiv centrumaba (ESSER et al.,

2004).

A Qol fungicidekkel szemben kialakult rezisztencia egyik mechanizmusa a CYTB gén
muticidja. Az érzékenységet befolydsol6 muticiokat a CYTB gén két régidjaban is
megtaldltdk, melyek a koédolt protein 120-155 és 255-280 aminosav pozicidjanak felelnek
meg. Ezek a domének egymashoz kozel helyezkednek el az 6sszehajtogatott proteinben, és
szerepet jatszanak a ligand kotodésében. Harom fontos aminosav szubsztiticié fordul el
szamos fitopatogén gombdaban (koztilk a Botrytis cinerea-ban) és oomycetesben. A glicin
alaninra torténd cserélédése a 143-as aminosav pozicioban (G143A), egy fenilalanin
megvaltozasa leucinra a 129-es kodonon (F129L) (GISI et al., 2002), valamint a 137-es glicin
szubsztiticidja arginire (G137A) (SIEROTZKI et al., 2006). A hidrom pontmuticié koziil
kettd, az (F129L) és a (G137A) mérsékelt rezisztencidt okoznak, mely kontrollalhaté az
ajanlott Qol mennyiséggel. Ezzel ellentétben a G143A szubsztiticié magasfoku rezisztenciat
eredményez, melynek kovetkeztében a Qol fungicidekkel torténd kezelés sikertelen. A
GI143A mutéciot eddig tobb mint husz szenzitiv fajban detektaltak, koztiik fitopatogén
gombékban és oomycetes-ekben, ezen beliil szdmos lisztharmatban, Alternaria fajokban és a

fobb Mycosphaerella fajokban (12). Az eddigi eredmények alapjan azonban a G143 A mutacio

10



nem volt kimutathaté abban az esetben, amikor jelen volt a 143-as pozicidji kodon utén, a 3.
exonba ékelddve egy L. tipusu, nagy intron (BANNO et al., 2009; JIANG et al., 2009) (4.
abra). Ez az intron gyakran fordul el a mitokondridlis genom eletrontranszport rendszerét,
tovdbbd a riboszomdlis RNS-t kédol6 génekben (FOURY et al., 1998). Magyarorszigi
Botrytis cinerea populacidkat vizsgdlva sem sikeriilt kimutatni a (G143A) muticiét nagy
intronnal rendelkezdé mintdkban (ASADOLLAHI et al., 2010). Ennek magyardzata lehet,
hogy a G143 mutdcié6 nagymértékben befolydsolnd a 143. kodon utdn beépiilé nagy intron

kivagédasat az mRNS érése soran.

A
Exonl Exon2 Exond.l Exon3.2 Exond
* 7
[ ] [ ] w7
NAGY N * 3
Intron 1 Intron 2 NAGYINTRO! Intron 3
B
Exonl Exonl Exon3 Exond
[ ] [ ] o [ ]
Intron 1 Intron 2 +[nl1‘ on 3

4. abra: A Botrytis cinerea CYTB génjének vazlatos képe.

A: a CYTB nagy intront tartalmazé formdja, B: A CYTB nagy intron nélkiili formdja; A nyilak a primerek
bekotddési helyeit jelzik

Abra forrasa: ASADOLLAHI et al., 2010

Egy masik mechanizmus az alternativ, cianid rezisztens 1égzés, melyet az alternativ oxidaz
(AOX) tart fenn. Ezzel a mechanizmussal a mitokondriélis elektron transzfer elterelhetd és a
citokrom bc; enzim komplex megkeriilhetd. Szabadfoldi koriilmények kozt azonban az
alternativ 1égz€s azon képessége, hogy ellensilyozza a Qol fungicidek hatdsat két okbdl is
korlatozott. Ezek koziil az egyik, hogy ez az ut a normdl reakcidut energiahozadékanak
minddssze 40%-at szolgdltatja, mivel a II1. és IV. 1égzési komplexet dtugorja, €s az AOX nem
rendelkezik proton pumpa aktivitissal. Igy a nagy energidt igényld és a novény
kolonizacidjdban kritikus szerepet jatszé folyamatok, mint a spéracsirizds és a
gazdanovénybe vald behatolds nem lehetségesek. A masik ok, hogy a novényekben a fert6zés
hatdsdra antioxiddnsok szabadulnak fel, melyek megakaddlyozzdk az alternativ 1égzést,
kioltva a Qol fungicidek hatdsdra keletkezett reaktiv oxigén csoportokat, melyek

nélkiilozhetetlenek az AOX-ot koédolé gén indukdldsdhoz (WOOD et al., 2003). In vitro

11



koriilmények kozott azonban a géitld tényezok nem dallnak fenn, ezért a vizsgalatok
sikerességének érdekében sziikséges az alternativ 1égzés gatldsa. El6z6 tanulmédnyokbol
kideriil, hogy a pyraclostrobin és a szalicil-hidroxdm sav (SHAM) az alternativ, cianid

rezisztens 1€gzés specifikus gatlészerei (MARKOGLOU et al., 2006).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Izolatumok és ezek fenntartasa, tarolasa

Az izolalas 2009-ban tortént fertozott, sziirkerothaddsos szamocaszemekrol, illetve
levelekrl. Az egyspérds izoldtumokat Fekete Eva készitette (DE TEK, Genetikai és
Alkalmazott Mikrobiol6giai Tanszék, Debrecen).

A torzseket burgonya-dextréz tdptalajon novesztettiik (5. dbra): 24 g/l burgonya-
dextréz és 20 g/l agar (PDA, Scharlau, Spektrum-3D, Debrecen). Hosszabb tdroldshoz a
gombdt, a spéraképzést eldsegitd borsds tdptalajon (Baroffio et al., 2003) novesztettiik: 160
g/l fagyasztott, piirésitett zoldborsd, 5 g/l gliikéz, 15 g/l agar desztillalt vizben oldva, pH= 6.0.

Ezt kdvetden a konidiumokat 9sszegytijtottiik.

A konidiumok lemosdsdhoz a kovetkezd oldatot haszndltuk: 10 g/l gliikkéz, 1,50 g/l
K;HPOy, 2 g/l KH,PO4, 1,00 g/l (NH4)2SO4, 5,00 g/l MgSOy, 2,00 g/l élesztokivonat, 0,5 g/l
Tween, desztillalt viz és glicerin 1: 1 ardnyd keverékében oldva. A spérédk taroldsa ebben a

médiumban tortént -80°C hémérsékleten.

5. abra: B. cinerea burgonya-dextréz taptalajon (Viczy Kdlman felvétele)

3.2. Azoxystrobin rezisztencia indukalasa
A -80°C-on, spéramosé folyadékban elhelyezett spordkat PDA tdptalajra oltottuk le. A

leoltast minden izoldtum esetében két mdsolatban végeztiik el. A torzseket ezt kdvetden 5

napon keresztiil novesztettiik 25°C hdmérsékleten, fénytdl elzértan.
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A torzseket 3 alkalommal oltottuk 4t. Ennek sordn a tenyészetek szélérdl nyert 10 mm
atméroju taptalajkorongot helyeztiikk az 4j médiumra a micéliummal bendtt oldaldval lefelé
forditva. Minden atoltas el6tt mértiik a tenyészetek atmérdjét és az atoltdsok kozott 5 napig
inkubdltuk a tenyészeteket 25°C hOmérsékleten, fénytdl elzartan. Kétféle téptalajt
alkalmaztunk a kutatds sordn: az egyik 100 mg/l SHAM-ot (szalicil-hidroxam sav), az
alternativ, cianid rezisztens 1€gzés specifikus gétloszerét tartalmazo, a masik SHAM-ot és
azoxystrobint tartalmazé PDA tdptalaj volt. Az egymast kovetd atoltdsok sordn novekvo

azoxystrobin koncentraciot alkalmaztunk (6. dbra): 0,50 mg/1, 5 mg/1, 50 mg/I.

0,30 mg1 imgl J0mgl
zroxvstrobin azoxvstrobm aroxystrobin

6. abra: Atoltisok nvekvd azoxystrobin koncentracidji taptalajra

Kiszamitottuk az azoxystrobin altal kivaltott atlagos novekedésgatlds %-os értékeit.
Az azoxystrobin és SHAM tartalmud tdptalajon novesztett (gitolt) tenyészetek atmérdjét
viszonyitottuk a csak SHAM-ot tartalmazé taptalajon novekedett (nem gatolt) tenyészetek

atmérojéhez a kovetkezo képlet szerint:

nem gatolt tenveszet atmerdje (mm) - gatolt tenveészet dtmerdje (mm) %100
nem gatolt tenvészet atmeroje (mm)

3.3. DNS izolalasa, felszaporitasa, tisztitasa és koncentraciéjanak meghatarozasa
A genom vizsgélatdhoz sziikséges gomba DNS Petri csészén novesztett tenyészet

micéliumabdl szarmazik. A kinyeréshez egy mechanikus sejtfeltard késziiléket alkalmaztunk,

mely nagy teljesitményli és a feltirdshoz kisméretli keramiagolydkat hasznil (Roche,
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MagNaLyser). Az extrakci6 kereskedelmi forgalomban kaphat6 kit-tel tortént: NucleoSpin®
Plant I (MACHEREY-NAGEL), melyet a gyarto leirdsa szerint alkalmaztunk. Az izol4cid

részletes leirdsat az 1. fiiggelék tartalmazza.

A real-time PCR reakci6 kalibrdlasa céljabol alkalmazott standard mintdk pontos DNS
koncentracidjat Nanodrop (Thermo) segitségével hatdroztuk meg 2 pl térfogatd izolalt DNS-

bol.

Kutatdsaink sordn a mitokondriumban taldlhaté CYTB génnel foglalkoztunk, melynek
pontmuticidja a fungicidekkel szemben tapasztalt magasfoku rezisztencidt okozza. Ahhoz,
hogy eredményesen vizsgdlhassuk ezt a DNS szakaszt, nagy mennyiségben volt ra
sziikségiink. Felszaporitdsa polimeraz lancreakcié (angol nevének Polymerase Chain Reaction
kezddbetlii alapjan PCR) segitségével tortént. A PCR reakcié elve, hogy ha a DNS-fiiggd
polimerdz reakciét két megfeleld oligonukleotid primer jelenlétében tobbszor megismétli, igy

az eredeti DNS egy része megsokszorozhato.

A felszaporitashoz a cytb-BcF és cytb-BcR primerpart hasznéltuk:
cytb-BcF: 5 — TAAAGTGGTATAACCCGACGG -3’
cytb-BcR: 5° — CCATCTCCATCCACCATACCT - 3’
A CYTB gén szekvenciat, az exonokat és a primerek pontos elhelyezkedését a 2. fiiggelék

tartalmazza.

A gén PCR-es felszaporitdasat 50ul térfogatban végeztiik, melyben 21 ul nukleaz
mentes viz, 2 ul gomba DNS, 25 ul 2x Go Taq® Green Master Mix (Promega) és 1-1 ul
forward ill. reverz primer (10pmol/ul) volt. Az egyes torzsek DNS-ének higitdsa az elozetesen
elvégzett agardz gélelektroforézis sordn kapott kép alapjan tortént. A DNS-t 1,5 %-os gélben
futtattuk: 1,5 g/l agaréz TAE pufferben oldva, 1 6ran at, kzben 80 V fezsiiltséget biztositva.

A kovetkez6 PCR programot hasznéltuk: 1x (elsé denaturdcio: 95°C, 5 perc), 5x
(denaturici6: 95°C, 1 perc, anellacio: 58°C, 1 perc, polimerizaci6: 72°C, 1 perc 30
masodperc), 30x (denaturéacié: 90°C, 1 perc, anellacié: 58°C, 1 perc, polimerizacié: 72°C, 1

perc 30 masodperc), 1x (végsd polimerizacié: 72°C, 15 perc). A Go Taq Green Master Mix
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magas homérséklet hatdsdra hamar inaktivalodik, ezért a reakcié kezdeti ciklusaiban
alkalmazott 95°C denaturdciés homérsékletet az 6tddik ciklus utdn 90°C-ra csokkentettiik. A
reakcié kezdetén a teljes genomi DNS szétvdlasztidsa a cél, ezért sziikséges a magasabb
homérséklet. Az elsé ot ciklus utdn rendelkezésre all annyi termék, melybdl a tovabbi

szintézis lehetséges, és annak denaturdldsdhoz elegendd az alacsonyabb homérséklet.

A felszaporitds sordan alkalmazott PCR késziilék: Primus (MWG Biotech,

Németorszag).

A felszaporitds utdn a tisztitist Wizard® SV Gel and PCR clean up rendszerrel

(Promega) végeztiik a tisztitast a gyartd utasitasa szerint (3. fiiggelék).

3.4. A CYTB gén pontmutaciéjanak vizsgalata restrikcios analizis segitségével

A restrikcids endonukldzok harom tipusa ismert, melyek koziil az 1. és a III. tipusok
molekuléris bioldgiai felhaszndldsa nem jellemzd, ellenben a II. tipus manapsag
nélkiilozhetetlen, mivel az ide tartoz restrikcidés endonukledzok mindig azonos helyen, az
adott enzimre jellemz0 felismerési szekvencidn beliil, vagy annak kozelében hasitjadk a DNS-t.
Ezek alapjdn a genetikai diverzitds vizsgdlatdnak egy mddja, ha egy DNS szakaszt PCR
technikdval torténd felszaporitasa utdn emésztjiik egy megfelel restrikciés endonukledzzal. A
Kisérlet soran a FastDigest® Fnu4HI (Satl) restrikciés enzimet alkalmaztuk, majd agar6z

gélelektroforézis segitségével vizsgaljuk az eredményeket.

e s 2

segitségével

A valds idejli (real-time) kvantitativ (QPCR) sordn a mérOmiiszerek fluoreszcencia
jelet detektdlnak, melynek intenzitdsa ardnyos a PCR termék mennyiségével. Minden egyes
ciklus végén detektdljak és kvantitdljadk a képzodott PCR terméket, lehetdvé téve a reakcid
folyamatos nyomon kovetését. A QPCR reakci6 sordn a keletkezett DNS termék két médon
detektdlhaté: szekvenciatol fiiggetleniil (aspecifikusan), illetve szekvencia-specifikusan.

Aspecifikus detektdlds sordn a miiszer minden kettds szali DNS molekulat detektdl. Alapja,
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hogy a kettdsszalu DNS-be interkaldlodé festékmolekulat alkalmazunk. A komplexet képzo
festékmolekula (esetiinkben a 2x Fast Eva Green MasterMix) 470 nm-en gerjeszthetd és 510
nm-en fluoreszcens jelet bocsat ki. Ezzel szemben a szekvencia-specifikus detektalashoz
sziikség van a primereken kiviil, a fluorofort és quenchert hordozé oligodeoxinukleotidéra,
melyet probdanak neveziink. A specificitdst az noveli az aspecifikus detektdldshoz képest, hogy
a primerek kozotti DNS szakaszhoz a probénak is hibridizalnia kell. A fluoreszcens szignal
keletkezési mechanizmusa alapjan hidrolizis €s hibridizaciés probdkat kiillonboztetiink meg. A
hidrolizis prébakat TagMan probanak is nevezik, mig a hibridizaciés probdk legelterjedtebb
tipusai a molekuléris villogé (molecular beacon), illetve a skorpié probédk (scorpion probe)

(SCHOLTZ et al., 2004).

A felszaporitdishoz a BcCOX1 és BcAR primerpdarokat haszndltuk. A BcCOXI1 a
mitokondridlis COX1 gén detektdlasara alkalmas és a kisérletek sordn referenciaként
alkalmaztuk (4. fiiggelék), mig a BcAR primerpar a CYTB pontmutécidjara specifikus. A
BcAR-F (forward) a 143-as kodon pontmutéicidjidhoz lett tervezve, a BCAR-R (reverse) pedig
a CYTB gén utolsé intronjdnak egy egyedi szekvencidjdhoz (JIANG et al., 2008) (5.
fiiggelék).

BcCOXI1-F: 5" - CTTCGGTCATCCAGAGGTC -3’
BcCOXI1-R: 5 — ACAGCAATTATTAAAGTAGCCG -3’
BcAR-F: 5° - GGCAAATGTCACTGTGAGC - 3’
BcAR-R: 5" — ACCATCTCCATCCACCATACCT -3’

Az 0sszemért reakcidelegy a kovetkezoket tartalmazta:

2x Fast Eva Green MasterMix (Biotium): Sul
Primer F (2,5 pmol/ul): Tul
Primer R (2,5 pmol/ul): Tul
Templat DNS: 2,5ul
H,O0: 0.5ul
Végso térfogat: 10ul
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A reakcidk inkubécids programjat Rotor Gene 6000 (Corbett Research) real-time PCR
késziiléken futtattuk (7. dbra): 1x (enzim aktivalasa 96°C — 2 perc), 40x (denaturdlas 96°C — 5
madsodperc, hibridizalas 54°C — 6 méasodperc, szintézis 72°C — 25 mdsodperc). A kutatds sordn
kétféle reakcié térfogatot alkalmaztunk: a kezdeti kisérletek a CYTB génben taldlhatéd
pontmuticié detektdldsanak optimalizaldsa érdekében torténtek, ekkor kevesebb szamui DNS
mintdval, nagyobb térfogatban (20 ul) zajlott a reakcié. A paraméterek megfeleld bedllitasa
utdn nagyszamu minta egyidejii Osszehasonlithatésdga érdekében kisebb méreti PCR

csoveket hasznaltunk lecsokkentve a térfogatot (10 pl) is.

S

S

7. abra: Rotor Gene 6000 (Corbett Research) real-time PCR l;észiilék
Kép forrasa: I3

3.6. Real-time PCR adatelemzés

Az eredmények kiértékelése Rotor Gene 1.7.61 software segitségével tortént.
3.6.1. Mennyiségi elemzés

A reakci6 korai fazisdban a reakcidelegynek van egy sajét fluoreszcencidja, amit hattér
fluoreszcencidnak neveznek. Ez a korai ciklusok sordn mért fluoreszcencidk 4tlagértéke

(baseline). Ahogy egyre tobb PCR termék keletkezik, a reakcidelegy fluoreszcencidja

magasabb lesz a hattérnél. A szignifikdns kiilonbséget egy kiiszobérték (treshold)
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megaddsaval biztositjuk (8 dbra). A templat mennyiség abbdl a ciklusszdm értékbdl (Ct=
treshold cycle) hatiarozhat6 meg, amikor a reakcidelegy fluoreszcencidja eléri, vagy

meghaladja a kiiszobértéket.

Morm. Fluara.

5 10 15 P P 20 35 a0 a5

Cyele
8. abra: A kiiszob egyenes meghiizdsaval megkapjuk a Ct-értékeket, ha annak az amplifikdcids gorbékkel valo
metszéspontjait a vizszintes tengelyre vetitjiik.

Vizszintes tengelyen a ciklusszam (id6), a fiigg6élegesen a fluoreszcencia intenzitdsa van feltiintetve.

Az adatok kiértékelésének tobb mddja 1étezik. Munkédnk sordn az abszoludt kvantitalds
mddszerét alkalmaztuk. Ismert koncentricidji templat DNS-bOl (standard) higitdsi sort
készitettiink, majd minden higitdsra meghataroztuk a Ct-értéket QPCR segitségével. A
szoftver ezek utdn dbrazolta a standard mintdk Ct-értékeit a megadott koncentraciok
fliggvényében és l1étrehozott egy kalibracids egyenest (9. dbra). Az egyenes egyenlete alapjan
az ismeretlen mintdk koncentricidja a kapott Ct-értékekbdl meghatarozhat6 (standard gorbe
analizis). Az egyenes egyenlete: Ct=M*log(koncentraci6)+B, ahol Ct a kiiszobérték

ciklusszam, M az egyenes do6lésszoge és B az egyenes y-tengellyel valé metszéspontja.
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Cycling A.Green (Page 10
R=0,99997
R*2=0,99395
M=-3,330

B=14 263
Efficiency=1,00

..............................................................................................................................

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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cT

..............................................................................................................................

..............................................................................................................................

Concentration

9. abra: QPCR standard higitasi sor: a Ct-értékeket a koncentraciok fiiggvényében dbrazolva. Ct: kiiszobérték
ciklusszdm, Concentration: a DNS koncentracidk logaritmusa, R: korreldciés egyiitthaté négyzetgyoke, R™2:
korrelaciés egyiitthatd, M: az egyenes ddlésszoge, B: az egyenes y-tengellyel valé metszéspontja, Efficiency: a
reakcié hatékonysdga, Kék pontok: a gorbén az altalunk definidlt standardokat jelolik, Piros pontok: az
ismeretlen koncentraci6ji mintakat jelzik.

3.6.2. Mindségi elemzés

A keletkezett termékek megkiilonboztetése, genotipizdldsa olvaddspont analizissel
tortént. Minden DNS fragmentumnak jellemzdé olvaddspontja (Tm) van, mely az a
hémérséklet, melyen az adott DNS fragmens 50%-a egyszdld. Az olvadaspontot leginkdbb
befolydsol6 tényezOk: a fragmens G-C tartalma, valamint a hossza. Amikor a hdmérséklet
eléri a vizsgdlt fragmens Tm értékét, a fluoreszcencia emisszid hirtelen csokkenni kezd és a

duplaszal specifikus, interkaldl6dé festék levélik az amplikonrol.

Az olvaddspont analizis a nyers adatok derivaltjat elemzi. A mintdk homérséklete
linedrisan valtozik 60°C és 99°C kozott, kozben minden minta fluoreszcencidjat méri a
késziilék. A program a fluoreszcencia negativ elsé derivaltjat 4brdzolja a homérséklet

fliggvényében (10. dbra).
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10. abra: Olvadasi gorbe analizis a real-time PCR specifikussdganak ellenérzésére.
deg: a degeneracié hdmérséklete (°C), dF/dT: a fluoreszcencia intenzitdsdnak véltozdsa a hémérsékletvaltozas
fliggvényében.
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4. EREDMENYEK ES AZOK ERTEKELESE

A Novényvédelmi Intézet Kutatécsoportja 2008 és 2009 kozott 160 szabadfoldi
Botrytis cinerea egyspords izolatumot vizsgalt, melyek sziirkerothaddsos szamodca- és
malnaszemekrdl, levélrdl, illetve repceszarrdl szarmaztak és Nagyréde térségében keriiltek

begyljtésre. Munkdjuk sordn a torzseket kategorizaltdk a CYTB gén pontmuticidjanak és a

nagy intron meglétének, valamint az azoxystrobinnal szembeni rezisztencia mértékének,

szempontjdbol. Az dltaluk Osszegylijtott adatok alapjdn valasztottuk ki a kutatdsunk targyét
képezd torzseket (1. tablazat), melyek az eldzetes vizsgalatok alapjan szenzitivnek
bizonyultak az azoxystrobinnal torténd kezeléssel szemben, ugyanakkor a G143A mutécid

kimutatdsara alkalmas BcAR primerparral végzett PCR reakci6 sordn pozitiv eredményt adtak

€s nem tartalmaztdk az 1205 bp hosszisagu nagy intront a CYTB gén 143-as kodonja utén.
Ezek a torzsek a kovetkezok: 9028, 9031, 9043, 9058. Negativ kontrollként a 9001-es torzset,

mig pozitiv kontrollként a 9022-es térzset valasztottuk.

1. tablazat: A vizsgdlt Botrytis cinerea torzsek jellemzoi.

Torzs szama Azoxystrol’)in’rez'isztencia G143A%* Nagy intron jelenléte
mértéke*
9001 S - nincs
9022 HR +++ nincs
9028 S ++ nincs
9031 S ++ nincs
9043 S ++ nincs
9058 S +++ nincs

*S: érzékeny, HR: magas rezisztencia
**.: a PCR reakcid eredménye negativ, ++: a PCR reakci6é eredménye erdsen pozitiv, +++, PCR reakcié
eredménye nagyon erdsen pozitiv

A kontroll torzsek kivédlasztdsa sordn figyelembe vettiik a Kutatdcsoport eldzetes

munkdjat, valamint a real-time PCR reakcié optimalizdldsa sordn kapott eredményeket, mivel

a paraméterek megfeleld bedllitdsa céljabol végzett reakcidk tobb lehetséges kontroll torzs

felhaszndlasdval zajlottak.
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4.1. A novekvé azoxystrobin koncentracié hatasa a torzsekre

A kisérletben négy, az elOzetes vizsgalatok sordn szenzitivként viselkedd szabadfoldi

Botrytis cinerea izolatumot vizsgaltunk, melyekben allél specifikus PCR reakci6 segitségével

kimutathat6é volt a CYTB gén pontmuticidja. A torzseket egyre nagyobb koncentracidban

azoxystrobint tartalmazé PDA taptalajra oltva mértiik a telepek atmérdjét (2. tablazat). A

kapott eredmények alapjan meghataroztuk a fungicid altal kivaltott dtlagos novekedésgatlas

értékeit (3. tablazat).

2. tablazat: A Botrytis cinerea torzsek novekedése kiilonb6z6 azoxystrobin tartalmi tiptalajokon

Atméré (mm) az 1. 4toltds

Atméré (mm) a 2. atoltas

Atméré (mm) a 3. atoltas

elétt elott elétt
Torzs Azoxystrobin Torzs Azoxystrobin Torzs Azoxystrobin
széma SHAM 0,5 mg/1 széma SHAM 5 mg/l széma SHAM 50 mg/l
100 mg/1 | SHAM 100 100 mg/1 | SHAM 100 100 mg/1 | SHAM 100
m mg/l mg/l
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
60 | 58 35 40 75 | 70 50 50 58 | 57 30 31
2001 60 | 58 35 36 2001 75 | 72 47 50 2001 57 | 55 31 29
45 | 50 45 43 46 | 47 43 42 53 | 55 50 40
9022 48 | 50 43 41 9022 45 | 49 42 45 9022 50 | 53 45 43
65 | 55 38 32 75 | 75 42 33 52 | 50 22 28
9028 58 | 56 36 34 9028 76 | 75 31 29 9028 52 | 50 21 28
60 | 60 33 30 70 | 73 35 36 55 | 53 20 20
9031 55 | 55 34 30 9031 71 | 73 35 35 9031 50 | 52 23 24
45 | 46 40 40 28 | 23 38 15 10 | 10 18 15
9043 40 | 42 35 35 9043 25 | 20 28 12 9043 10 | 10 19 10
50 | 50 40 44 70 | 73 45 45 52 | 48 25 25
9058 45 | 46 44 43 9058 73 | 72 45 46 9058 50 | 50 24 24

3. tablazat: A novekvd azoxystrobin koncentrdcié hatdsdra kialakult
kiilonb6z6 Botrytis cinerea torzsek esetén.

atlagos novekedésgitlds értékei a

Torzs Atlagos novekedésgatlas Atlagos novekedésgatlas Atlagos novekedésgatlas
szama | 0,5 mg/l azosystrobin esetén 5 mg/l1 azosystrobin esetén 50 mg/l azosystrobin esetén
(%) (%) (%)

9001 38,0747 32,4554 46,6925
9022 10,6882 7,9842 15,4576
9028 40,1890 55,1611 51,3269
9031 44,7826 50,8622 58,5714
9043 13,2687 6,3405 -55,0000
9058 10,4770 37,1522 50,9804
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A kapott eredmények alapjan a 9043-as Botrytis cinerea izolatum rezisztensnek
mutatkozott azoxystrobinnal szemben, hiszen a harmadik atoltdst kdvetden a gomba az
azoxystrobint tartalmazdé téptalajon jobban ndtt, mint a kontroll, fungicid nélkiili tdptalajon (2.
tdblazat; 11. dbra). A 9028, 9031 és a 9058 izoldtumok esetében az atlagos novekedésgatlds
emelkedett magasabb azoxystrobin koncentraci6é alkalmazasdnak hatdsira, melyet az 11. 4dbra
szemléltet. A kontroll torzsek esetében kapott eredmények alapjdn elmondhatd, hogy a 9001-
es izoldtum j6 negativ kontroll (12. dbra), mig a 9022-es izoldtum j6 pozitiv kontroll (13.

abra).

60,0000

40,0000

20,0000

B0 3mg]l azoxystrobin

Micelials nivekedésgallas (%)

0.0000 m 3mgl azoxvstrobin
504 m30mgl azoxvstrobin
-20,0000
-40.0000
-60.0000

11. abra: Az dtlagos novekedésgitlds mértékének viltozdsa a novekvd azoxystrobin koncentracié hatésara.
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12. abra: 9001 negativ kontroll térzs novekedése SHAM tartalmi tdptalajon (balra) és 50 mg/l azoxystrobin
tartalmu téptalajon (jobbra). (Mojtaba Asadollahi felvétele)

13. abra: 9022 pozitiv kontroll térzs novekedése SHAM tartalmu téptalajon (balra) és 50 mg/l azoxystrobin
tartalmu téptalajon (jobbra). (Mojtaba Asadollahi felvétele)

42. A CYTB gén pontmuticiojanak (G143A) detektialasa PCR-RFLP vizsgalat

segitségével

A DNS izoldldasa Petri csészén novesztett tenyészetek micéliumabdl tortént
NucleoSpin® Plant IT protokoll (MACHEREY-NAGEL) szerint. A CYTB gén vizsgalatdhoz
sziikséges, megfeleld mennyiségli genetikai anyagot PCR reakci6é segitségével kaptuk a
CYTB génre specifikus cytb-BcF és cytb-BcR primerpar felhasznédldsdval. A reakciot
kovetden az eredményeket agardz gélelektroforézis segitségével ellendriztik. A gélkép
alapjan lathatd, hogy a 9031-es Botrytis cinerea minta DNS-ének felszaporitdsa sikertelen

volt (14. abra). A PCR termék tisztitasat Wizard® SV Gel and PCR clean up rendszerrel
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(Promega) végeztikk (15. 4bra), majd FastDigest® Fnu4HI (satl) restrikciés enzim

segitségével emésztettiik (16. dbra).
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14. abra: A CYTB gén PCR reakcid segitségével torténd felszaporitasinak eredménye agardz géles futtatast

kovetden (a 9031-es minta eltiint).
M: molekulasiily marker (O’GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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15. abra: PCR termék tisztitds eredménye agaréz géles futtatdst kovetden.
M: molekulasily marker (O’GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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16. abra: PCR termék emésztése FnudHI restrikciés endonukledz segitségével (agaréz gélelektroforézist
kovetden). Pozitiv eredmény volt tapasztalhaté a 9022 (SHAM, azoxystrobin), 9043 (SHAM, azoxystrobin) €s

9058 (azoxystrobin) izolatumok esetén.
M: molekulasily marker (O’GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas)

A restrikciés endonukledzok mindig azonos helyen, az adott enzimre jellemzd
felismerési szekvencidn beliil, vagy annak kozelében hasitjdk a DNS-t. Az altalunk hasznalt
Fnu4HI restrikciés endonukledz abban az esetben vigja ketté a DNS-t, amennyiben az
tartalmazza a G143A pontmuticidt. A vart eredményeknek megfelelden a 9022 pozitiv
kontroll izolatum esetében tortént emésztés, tehat kimutathaté volt a rezisztenciat okozod
G143A pontmuticié. Az eldzetes kisérletekben szenzitivként viselkedd 9043-as izoldtum
azoxystrobinnal szemben rezisztensnek bizonyult és a PCR-RFLP vizsgédlat sordn pozitiv
eredményt adott. Meglepé médon a 9058-as torzs esetében eltérés volt megfigyelhetd a csak
SHAM-ot tartalmaz6 taptalajon és a SHAM-ot és azoxystrobint egyardnt tartalmazé
tdptalajon novesztett mintdk emészthetOsége kozott, mely szerint a G143A pontmuticid
azoxystrobinnal torténd kezelés hatdsara valt detektdlhatovd. Az eredményeket a CYTB gén
pontmutdcidjara specifikus BcAR primerparral végzett allél specifikus PCR reakcid is

megerdsitette (17. dbra).
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17. abra: Allél specifikus PCR reakcié eredménye (agardz gélelektroforézist kovetden): termékképzidés a 9022
(SHAM, azoxystrobin), 9043 (SHAM, azoxystrobin) és 9058 (azoxystrobin) izoldtumok esetén.
M: molekulasily marker (O’GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas)

4.3. A CYTB gén pontmutaciéjanak (G143A) vizsgalata valds ideji (real-time) QPCR

technika segitségével

A valds idejli (real-time) kvantitativ (QPCR) sordn a mérOmiiszerek fluoreszcencia
jelet detektdlnak, melynek intenzitdsa ardnyos a PCR termék mennyiségével. A QPCR reakcié
sordin a keletkezett DNS termék két moddon detektdlhatd: szekvenciatdl fiiggetleniil
(aspecifikusan), illetve szekvencia-specifikusan. A vizsgédlatok sordn 2x Fast Eva Green
Master Mix (Biotium) DNS polimerdzt alkalmaztunk, mely interkaldlodik a kettdsszali DNS-
be, aspecifikus detektdlast téve lehetové. Mivel a festék a keresett szekvencia mellett
detektdlja a primer dimerek és nem-specifikus amplifikéacids termékek képzodését is, a mérés

sikerének feltétele a reakcié optimalizélésa.
4.3.1. A QPCR reakciokoriilményeinek optimalizdldsa

Munkénk nagyon fontos részét képezte a CYTB gén pontmuticidjdnak detektdldsara
hasznélt QPCR reakci6 koriilményeinek optimalizdldsa. Ezen beliil a f6 célunk az volt, hogy
meghatdrozzuk az optimdlis templdt DNS és primer koncentraciét, a megfeleldé anelldcids
hémérsékletet, valamint tobb QPCR reakciét futtattunk a vizsgédlatok sordn negativ és pozitiv

kontrollként felhaszndlt DNS mintdk kivédlasztasanak céljabol. Ezen kiviil harom féle,
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kereskedelmi forgalomban kaphaté6 DNS polimerdzt probdltunk ki a végtermék nagyobb

hatasfoku amplifikacidjdnak érdekében.

Elsé 1épésben megallapitottuk, hogy a BcAR primer par alkalmas a CYTB gén
pontmuticidjdnak detektdldsara valds idejli (real-time) PCR rendszerben Rotorgene
segitségével. Az eredményt igazolta, hogy az elOzetes szenzitivitdsi vizsgalat, a PCR-RFLP
analizis és a BcCAR primerparral tortént PCR reakcié sordn magasfokud rezisztenciat mutatd
(HR) és a G143 A pontmutéiciét hordoz6 9010-es DNS minta felszaporodott. Ezzel szemben a
8001-es DNS minta esetében, mely mérsékelt rezisztencidt mutatott (LR), az endonuklizos
emésztés alapjan nem tartalmazta a G143 A muticiot és hordozta az 1205 bp hosszisigi nagy
intront a CYTB génben nem keletkezett specifikus PCR termék. A kisérlet sordn 2x Fast
EvaGreen® qPCR Master Mix (Biotium) DNS polimerdzt haszndltunk. Az inkubdacids
programot a gyartd utasitasa szerint allitottuk be (4. tdblazat), az anellaciés homérsékletet
54°C-on dllapitottuk meg. A tobbi paramétert, a reakcidelegyben 1évé komponensek

térfogatat az 5. tablazat szemlélteti.

4. tablazat: A 2x Fast EvaGreen® qPCR Master Mix (Biotium) DNS polimeraz felhasznildsival elvégzett
QPCR reakcié inkubécids programja a gyartd leirdsa szerint.

Homérséklet |Idotartam | Ismétlések szdma
Enzim aktivilasa 96°C 2 min 1x
Denaturélas 96°C 5 sec
Hibridizalas (anellacio) 50-60°C 6 sec 40x
Szintézis (amplifikacio) 72°C 25 sec

5. tablazat: A QPCR reakcidhoz sziikséges komponensek és azok térfogatai.

2x Fast Eva Green Master Mix (Biotium): 10 ul
BcAR primer F (10 pmol/ul): 2ul
BcAR primer R (10 pmol/ul): 2ul
Templat DNS: Sul
H,O: 1 ul
Végso térfogat: 20 ul

Meghataroztuk a kisérletek sordn alkalmazott megfeleld primer koncentriciot,

melynek sordn a templdt DNS-bol €s a 10 pmol/ul koncentraciéji BcAR és BcCOX1
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torzsoldatokbol higitasi sorokat készitettiink. A primerek 10 pmol/ul, 5 pmol/ul, 2,5 pmol/ul
és 1,25 pmol/ul koncentraciéju, valamint a DNS 10x, 100x és 1000x higitasaival végeztiik el
a reakciot. Az eredmények alapjan lathat volt, hogy kisebb primer koncentracié esetében
nagyobb Ct értékeket kaptunk, valamint kisebb volt a primer dimerek képzddésének aranya.
Még 8x higitdsi primerekkel is jol lehetett dolgozni, megmaradtak az ardnyok a DNS
higitisban. A kovetkezOkben az optimdlis primer koncentriciét 2,5 pmol/ul értéken

allapitottuk meg, és a tovabbiakban igy alkalmaztuk.

A specifikusabb termékképzodés érdekében emeltiik az anelldciés homérsékletet
54°C-r6l 60°C-ra elozetesen elvégzett gradiens PCR reakcié eredményei alapjdn. A reakciot
My Genie96 Thermal Block (Bioneer) PCR késziiléken futtattunk BcAR primerpar és a
kovetkezd anellaciés homérsékletek felhasznaldsaval: 55°C, 57°C, 58,2°C, 58,6°C, 59°C és
60°C. Annak ellenére, hogy gradiens PCR vizsgalat soran BcAR primerparral specifikus
termék képzodott 60°C anelldciés homérsékleten (18. dbra), ugyanez a hdmérséklet a real-
time PCR reakcié sordn til magasnak bizonyult, és nem specifikus termékképzddéshez

vezetett (19. dbra), ezért az anellaciés homérsékletet a tovabbiakban nem valtoztattuk.
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18. abra: Agaréz gélelektroforézissel torténd futtatds utdn lathaté volt, hogy 60°C-os anelliciés homérséklet
esetén is tortént termékképzddés. (A 9010-es mintdt pozitiv kontrolként, a 9001-es mintit negativ kontrolként
alkalmaztuk.)

M: molekulasiily marker (O’GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
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19. abra: QPCR vizsgalat sordn keletkezett termékek olvadasi gorbe analizise 60°C-os anelldciés homérséklet
esetén: BcCOX1 primerpdrral mind a pozitiv (lila gdrbék), mind a negativ kontroll (z6ld gérbék) DNS mintdk
felszaporodtak. BcAR primerpdrral a pozitiv kontroll DNS felszaporodott, l1étrejottek specifikus és kisebb nem
specifikus cstcsok egyarant (piros és rézsaszin gorbék), a negativ kontroll DNS esetében nem specifikus csticsok
képzddtek (kék gorbék). A templdt DNS nélkiili elegyben (fekete gorbék-NTC) felszaporodtak kisebb, nem
specifikus cstcsok.

deg: a degenerdcié hémérséklete (°C), dF/dT: a fluoreszcencia intenzitdsanak véltozdsa a hdmérsékletvaltozas
fliggvényében.

A 2x Fast EvaGreen® gPCR Master Mix (Biotium) mellett kiprébaltuk az AccuSure™
Mix (Bioline), valamint a SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Biorad) DNS polimerazokat is. A
két polimerazt egy reakcidban teszteltiik, amikor a reakciokoriilményeket a Bioline gyarto cég
utasitdsa szerint allitottuk be (6. tdblazat). A kapott eredmények alapjan (20. dbra) az
AccuSure™ Mix (Bioline) nem megfeleléen miikodott, vagy nem specifikus csicsok
keletkeztek. A SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Biorad) 72°C-on is miikodott, de termék
keletkezett mindkét kontroll minta esetében, tehdt nem specifikus. Ezek az enzimek kisebb
hatékonysdggal és kevésbé specifikusan dolgoztak rendszeriinkben, ezért a tovabbiakban is a

2x Fast EvaGreen® gPCR Master Mix (Biotium) DNS polimerézt hasznaltuk.
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6. tablazat: Az AccuSure™ Mix (Bioline) és a SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Biorad) DNS polimerdzokkal
elvégzett QPCR reakcié inkubécids programja a Bioline gydrté cég leirdsa szerint. A Biorad gyarté cég altal
megallapitott optimumok: aktivalds 95°C-2 min, polimerizacié 60-65°C.

Homérséklet |Idotartam | Ismétlések szama
Enzim aktivalasa 95°C 7 min 1x
Denaturalas 96°C 6 sec
Hibridizalas (anellacio) 54°C 6 sec 40x
Szintézis (amplifikacio) 72°C 60 sec
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20. abra: QPCR vizsgiélat sordn keletkezett termékek olvaddsi gorbe analizise AccuSure™ Mix (Bioline) és a

SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Biorad) DNS polimerdzokkal elvégzett reakcié esetén: AccuSure™ Mix és
BcCOX primerpar felhasznildsidval nem jottek létre detektdlhaté csticsok, BcAR primerekkel pedig nem
specifikus csticsokat kaptunk (piros gorbék). SsoFast™ EvaGreen® Supermix hasznalatdval specifikus csticsok
jottek 1étre BcCOX primerekkel (zold gorbék), valamint specifikus és 62°C-ndl kis, nem specifikus csticsokat
detektaltunk BcAR primerrel (lila gorbék).

deg: a degenerdcié hémérséklete (°C), dF/dT: a fluoreszcencia intenzitdsdnak véltozdsa a hémérsékletvéltozas
fliggvényében.

4.3.2. Heteroplazmia szintjének meghatdrozdsa QPCR segitségével

A hagyomanyos PCR sordn képzddott termék mennyiségét akkor mérik, amikor a
reakcié mar a platé fazisba keriilt, dtlagosan a 30-40. ciklus utdn. Ekkorra a PCR-t a késdi
ciklusok sordn gatlé tényezOk mar fenndlnak, példaul a szubsztratok elhasznéldsa (primerek,

dNTP), DNS polimerdz hdinaktivdldsa és limitdlé koncentrdcidja. A kiinduldsi templat
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mennyisége és a PCR termék mennyisége kozotti log-linedris Osszefiiggés csak a PCR
exponencidlis fazisdban 4ll fenn, ha PCR hatékonysaga kozel 100%. A kvantitativ PCR-
késziilékek minden egyes ciklus végén detektdljdk €s kvantitdljdk a PCR terméket, lehetové

teszik a reakcié folyamatos nyomon kovetését.

A real-time PCR vizsgdlatok sordn a CYTB gén potmuticidjdnak kimutatisara
alkalmas BcAR-F és BcAR-R primerparral dolgoztunk. Az adatok kiértékelése az abszolut
kvantitdlds modszerével tortént. Ismert koncentraciéju templatbol (standard) higitdsi sort
készitettiink, a Ct-értékeket (kiiszobérték ciklusszdm) minden higitisra real-time PCR
késziilékkel hatdroztuk meg. A program a standard mintdk esetében kapott Ct-értékeket
abrazolta a megadott koncentraciok fiiggvényében és 1étrehozott egy kalibracids egyenest (21.
abra). Az egyenes egyenletébdl az ismeretlen koncentracidk a Ct-értékek alapjan szamithatok

(7. tablazat).

Cyeling A Green (Page 1)
R=0,99354

R*2=0,93903

M=-2 995

B=17 544

Efficiency=116

............................................................................................

__________________________________________________________________________________________

CT

___________________________________________________________________________________________

__________________________________________________________________________________________

___________________________________________________________________________________________

o ” = @

Concentration

21. abra: QPCR standard higitési sor: a Ct-értékeket a koncentracidk fiiggvényében dbrazolva.

Ct: kiiszobérték ciklusszam, Concentration: a DNS koncentraciék logaritmusa, R: korreldciés egyiitthaté
négyzetgyoke, R™2: korreldcids egyiitthaté, M: az egyenes dOlésszoge, B: az egyenes y-tengellyel vald
metszéspontja, Efficiency: a reakcié hatékonysdga, Kék pontok: a gorbén az altalunk definidlt standardokat
jelolik, Piros pontok: az ismeretlen koncentraciéji mintdkat jelzik.
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7. tablazat: A koncentriciok meghatdrozésa a Ct értékek és a standard higitasi sor segitségével

Torzsek Standard Ct- Standard koncentraciok Szamolt koncentraciok
higitdsok értékek (ng/ul) (ng/ul)
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 49,83
9028 SHAM 36,15 0
9028 Azoxystrobin 32,1 0
9058 SHAM 33,28 0
9058 Azoxystrobin 13,17 28,791

A program dltal meghatdrozott koncentracid értékek alatdmasztottak, hogy 9058-as

minta esetében a heteroplazmia azoxystrobinnal kivaltott szelekciés nyomds hatdsdra valt

detektalhatéva. Kiszamitottuk, hogy a 9058-as azoxystrobin jelenlétében ndvekedett és BcAR

primerpérral felszaporitott minta koncentraciéja mekkora %-at képezi a 9022-es pozitiv

kontrolként hasznalt minta BcAR primerparral kapott koncentracidjanak, mely szintén

azoxystrobin tartalmu tdptalajon volt ndvesztve. Az eredmények alapjdn a heteroplazmia

szintjét 57,78%-os szinten allapitottuk meg.
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5. KOVETKEZTETESEK

A quinol oxid4z inhibitorok (Qol) valésziniileg a leghatékonyabb mezdgazdasdgban
alkalmazott fungicidek, melyek a sejtlégzést gatoljdk. Azonban a fungicid-rezisztencia
napjainkban a gyakorlati névényvédelem hatékonysdgat veszélyeztetd egyik legfontosabb
probléma. Szdmos irodalmi adat 4ll rendelkezésiinkre, melyekbdl kideriil, hogy a Botrytis
cinerea nagyfoku genetikai diverzitdst mutat mind mitokondridlis DNS-ét, mind sejtmagban
kédolodé szekvencidit tekintve. A mitokondridlis DNS 10%-kal magasabb muticiés ratat
mutat, mint a nukledris DNS. Ennek tobb oka is van. A mitokondriumban nagy
koncentricioban vannak jelen reaktiv oxigén tartalmu koztitermékek (ROIs), viszont nem
mikodik szamos olyan repair folyamat, mely a nukledris DNS hibajavitdsat végzi, és a
mitokondrium nem rendelkezik hisztonokkal sem (TAYLOR et al., 2002; AVILA-ADAME
AND KOLLER, 2003). Az a tény, hogy a vizsgdlataink tdrgyat képezé Qol fungicidek
gatlasdnak célpontja, a Qo target, a mitokondridlis genomban kédolddik, noveli az esélyét a
rezisztencia kialakuldsdnak. Tovéabbi kockédzatot jelent a Qol fungicidek egyoldald
hatdsmechanizmusa (,,single-site inhibitor”), velilk szemben nagyobb eséllyel alakul ki
rezisztencia, mint a tobb hat6helyen hatd (,,multi-site inhibitor”) nodvényvéddszerekkel

szemben.

A GI143A a mitokondridlis CYTB gén pontmutécidja, egyetlen glicin alaninra torténd
kicserélodése, mely nagymértékii rezisztencidhoz vezet a Qol fungicidekkel szemben.
Azonban a gomba sejtek akdr tobb mint 100 mitokondriumot is tartalmazhatnak, ezért
barmilyen pontmuticié megjelenése egy mitokondridlis DNS koépidban, elenyészd hatédssal
van a gomba tulélésére. Még nem tisztazott, hogyan valasztédik ki egy muticié a
mitokondriumok egy ,,vad-tipusi” populédcidjabol. Tobb tanulméany is igazolta, hogy a
G143A mutdcidra vonatkoz6 mitokondridlis heteroplazmia a Qol rezisztencia kiilonféle
szintjeihez vezet (LESSEMANN et al., 2007). Ugyanakkor még nem vdlaszoltdk meg azt a
kérdést, hogy mennyi megvaltozott mitokondriumra van sziikség sejtenként, hogy teljesen

rezisztens fenotipust eredményezzen.

Munkédnk sordn sikeriilt eldidézniink a heteroplazmia szintjének valtozasat

azoxystrobinnal torténd kezelés hatdsdra. Ezzel igazolva, hogy azoxystrobin jelenlétében a

35



rezisztenciat hordoz6é mitokondridlis genom ardnya megnd a szenzitiv hatéhelyet kdédold
szekvencidval szemben. Kifejlesztettiink egy, a heteroplazmia kovetésére alkalmas modszert
valés idejl (real-time) PCR segitségével. Melynek alkalmazdsdval a heteroplazmia szintje
gondosan megvalasztott kontroll minta felhaszndldsdval szamszerlsithetd. Léteznek PCR-re
alapozott diagnosztikai eljardsok, melyek célja a kiillonboz6 fungicidek alkalmazdsa sordn
kialakul6é rezisztencia kimutatisa a novénypatogén gombapopuldciokban, valamint a
rezisztencia kialakuldsdnak felmérése még a vegyszeres védekezés megkezdése elott
(FRAAIJE et al., 2002; FRAAIJE et al., 2005). Az éltalunk alkalmazott molekularis biol6giai
modszerekrdl, mint a PCR-RFLP analizis és a valds ideji (real-time) PCR technika,
koztudott, hogy lehetdvé teszik a kis gyakorisiggal eldéfordulé muticié kimutatdsat is.
Eredményeink alapjan azonban elmondhat6, hogy azoxystrobin hidnydban novesztett
tenyészetekbdl izoldlt genomban a G143A pontmuticié kimutathatatlan volt. Ez azt jelenti,
hogy a heteroplazmia szintje 0%-on allapithatd meg. Ugyanazon Botrytis cinerea torzs
esetében minddssze 15 napig tartd fungicides kezelés hatdsara a mutdns mitokondriumok
ardnya elérte a kozel 58%-ot. Ez a megallapitds nehezitheti a molekuléris bioldgiai eljarasok
mezogazdasagi gyakorlatban valé alkalmazdsat, mivel kizdrja azt, hogy a gazdik teljes

biztonsdggal elkotelezhessék magukat valamely novényvédelmi stratégia mellett.

Vizsgalataink alapkutatds szinten dllnak és még szamos kérdés megvalaszoldsa vdrat
magara. Célravezetd lenne példdul a tovdbbiakban megallapitani a heteroplazmidnak azt a
szintjét, mely egyértelmiien fenotipusos valtozast okoz €s azt az id6t, ami ennek a szintnek az
eléréséhez sziikséges. Ezek az informaciok kiilondsen fontosak azokban a régidkban, ahol mar
fenndll vagy fennallt a Qol rezisztencia jelensége. Ezeken a teriileteken mindenképpen keriilni
kell az egyoldalu szerhasznélatot, hiszen az eldsegiti a rezisztens torzsek nagymértékii, gyors
elszaporodasat. Segithet a megfeleld gazdédlkodasi gyakorlat, példaul a vetésforgd
alkalmazasa rezisztens kultirdkkal. Feltételezhetd ugyanis, hogy a mutdcié csokkenti a
patogén fitneszét, tehdt csak fungicid jelenlétében jelent szelekcids elonyt. Tovabba igazoltik
a lisztharmat kérokozdjanak strobilurin (Qol) rezisztencia vizsgdlata sordn, hogy rezisztens
torzsek ismét szenzitivvé valtak a fungicid hidnydban (FRAAIJE et al., 2002). Azonban a
G143A mutici6 eltlinésének valdszinlisége egyik évrdl a masikra kicsi, igy szdmitani kell a

heteroplazmikus gomba populéci6 jelenlétére.
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OSSZEFOGLALAS

Kutatémunkénk célja volt, hogy a széles gazdandvény korli, minden évben jelentOs
gazdasagi kart okozé Botrytis cinera gomba fungicid-rezisztencidjdnak in vitro
tanulmanyozdasaval 4j ismeretekhez jussunk. A vizsgalatainkhoz sziikséges négy torzset 2008
és 2009 koztott, Nagyréde térségében sziirkerothaddsos szamoéca- és madlnaszemekrol,
levélrdl, illetve repceszarrdl izoldlt 160 Botrytis cinerea egyspords izoldtum koziil
véalasztottuk ki. Ezek a torzsek az elOzetes vizsgédlatokban szenzitivnek bizonyultak az
azoxystrobinnal torténd kezeléssel szemben, ugyanakkor a G143A muticié kimutatdsara
alkalmas BcAR primerparral végzett PCR reakcié sordn pozitiv eredményt adtak és nem

tartalmaztdk az 1205 bp hosszisagi nagy intront a CYTB gén 143-as kodonja utén.

Célunk volt, hogy kifejlessziink egy, a heteroplazmia kovetésére alkalmas modszert
val6s idejli (real-time) PCR segitségével, valamint kerestiik a valaszt a kovetkezd kérdésekre:
Létezik-e egyértelmii 0sszefiiggés a Qol rezisztencia és a CYTB-ben leirt muticié kozott a
magyarorszagi Botrytis cinerea populdciokban? A heteroplazmia mértéke hogyan
befolydsolja a rezisztencia szintjét? Els6é 1épésként a torzseket egyre novekvd azoxystrobin
koncentraci6ju tdptalajokon novesztettik és meghatdroztuk a micélidlis novekedésgatlas
értékeit. Ezt kovetden a fungicides kezelés hatdsira 1étrejott genetikai véaltozasokat vizsgédltuk
PCR-RFLP analizis és a valos idejii (real-time) PCR technika segitségével. Az daltalunk
alkalmazott molekuldris biolégia moddszerek alkalmasak kis gyakorisiaggal eléfordulo

mitokondrialis mutaciok kimutatasara.

A valés idejii (real-time) PCR reakcidkoriilményeinek optimalizdldsaval és megfeleld
kontrol mintdk vdlasztisaval sikeriilt kifejleszteniink a heteroplazmia meghatirozdsara és
szamszerlsitésére alkalmas moddszert. Ki tudtuk mutatni a heteroplazmia mértékének
valtozasat a fungiciddel torténd kezelés hatdsara, tehat bebizonyitottuk, hogy azoxystrobin
jelenlétében a rezisztenciat hordozé mitokondridlis genom ardnya megnd a szenzitiv
hat6helyet kédol6 szekvencidval szemben. Ugyanakkor az azoxystrobin hidnydban novesztett

tenyészetekbdl izolalt genomban a G143 A pontmutéacié nem volt kimutathato.
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Fiiggelék

1. NucleoSpin® Plant II (MACHEREY-NAGEL) protokol
Az izolédlds megkezdése, a termoshakert 65°C-ra kell bedllitani.
Az eluici6 elott a nukledz mentes vizet fel kell melegiteni 70°C-ra.
Sejt lizise PL1 pufferrel
e Keramiagyongyoket tartalmazé csovekbe 400 ul PL1 puffert mériink
(Roche Magyarorszag Kft.).
¢ A mintdk homogenizdldsa MagNalLyser késziilékben 90 sec 5.000 rpm-en .
¢ A homogenizatumokhoz 10 ul RNase A oldat addsa, majd keverés vortexel .
e A lizdtumokat 10 percig 65°C-on termoshakerben inkubaljuk.
Homogenizatum tisztitasa a Nucleospin oszlopon (lila gytiriivel)

® NucleoSpin oszlopot gyiijtécsébe helyezziik és a feltart mintdkat felvissziik az

oszlopra.

e C(Centrifugdlds 2 percig 11000 x g-n. A tiszta aluliszé Osszegyljtése. (A

NucleoSpin oszlopot nem hasznaljuk tovéabb - kidobasa.)

e Az alulaszokat tiszta, 450 ul PC puffert tartalmazé eppendorf csdvekbe mérjiik

majd vortexel dsszekeverjiik..
DNS megkotése a Nucleospin szilika membranon (zold gyiirtivel)

¢ NucleoSpin Plant II oszlopot (zold gyliriis) 4j gytijtécsdbe helyezzik, és a

mintdkat az oszlopra pipettazzuk.

¢ A mintdkat 1 percig 11000 x g-n centrifugéljuk, majd eldobjuk az aluliszét, az

oszlopot pedig visszatessziik a gylijtdcsobe.
A szilika membran mosasa:
e 400 ul PW1 mosé puffert pipettdzunk az oszlopra.

e (Centrifugéléds 1 percig 11000 x g-n, majd az aluliszo6t eldobjuk.
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A szilika membran mosasa és szaritasa:

1.

mosas:

700 ul PW?2 puffert pipettdzunk az oszlopra.
Centrifugdlds 1 percig 11000 x g-n, az alulisz6t ledntjiik.
mosas:

megismételjiik az el6z6 1€pést 200 ul PW2 pufferrel.

A szilika membran szdritdsa, hogy a maradék etanol elpdrologjon az oszloprol.

Nagy tisztasagi DNS elualasa

Az oszlopot egy 4j 1.5 ml-es centrifugacsobe helyezziik.

50ul 70°C-os nukledz mentes vizet pipettdzunk az oszlopra.

Az oszlopot 5 percig 70°C -on inkubdljuk termoshakerben.
Centrifugélas 1 percig 11000 x g-n, (DNS eludlasa ).

Az utols6 1€pés megismételhetd djabb 50 pl nukledz mentes vizzel.

DNS tarolasa -20 °C-on.

43



2. A CYTB gén szekvenciaja, az exonok és a primerek pontos elhelyezkedésével

>gi11092877421dbjlAB262969.11 Botryotinia fuckeliana mitochondrial cytb gene for
cytochrome b, complete cds
TTTTTTTTTTTTTTATTTCTCTTTCTAGCCTAAGTTACTTCAGGTAACTTAGCTTTTTTGTGCTGCTA
GGCAGCAAGAGTTATCTTTGTTTATTATCCTGTATGTGGTTAAGTTAACTTAGTTGTTATAAAATAAT
TGACCGAATGGTGGGATCAATATTCTAAATTTGTTTTCTACCTATTAGATGCTTATAAAAGATATATT
AATAGATCTTTTCTGTGCCCTTTCCCTGCTAAGCAGGGAAAGGGCAATACCTAAAAATTAGGGGAGAA
GTGTTATATTAGCTTAATTAAGCTAATATAACTTAAAGCCCGTTTATATAAACGAATTAATGTTTAAG
ACTTTCACGCTTGCACAAGAAATATAGTTTAAACTACTAGAGAACTTATATATTAAATAATTTTACCC
TTTAACTTCTAGAAAAAAAAAATATTAATAAAATTTTAATTATAAAATGAGAATTTTTAAAAGTCATC
CCTTATTAAAATTGGTTAACTCTTATATGATCGATTCACCACAACCAAGTAACCTAAGTTATTTATGA
AATTTTGGTTCTTTATTAGCTGTTTGTTTAGTTATACAAATAATCACAGGTGTAACTTTAGCAATGCA
CTACAACCCTAGTGTATTAGAAGCCTTTAACTCTGTAGAGCATATGGCATAATGTGCTCTTTAAATCA
GGTTAATTGCTGGAAAACCTTTGTTAAGGCAATCAGCAGGAAACCTACGGATATATTTTATACATAGT
AGGATCTTCAGAGGCTATACGCCTGACATCTGATTTAAGTTTAAATATAGATGATGATATAGTCCATC
CTCTACTGTAAAGTAGAGTAGTTTAGATTAGCTATCTATCCCCTTTTGAGGGCATAACTTTATCATTG
TTTATTTTTGTACCGGGTTATAAAAATAAAATGGGGTTTCGTAACTTTACAACTTATTTAAGTAAAAA
CTCTGCGGCCTTCGGTTCAGTAAGTGACCACTTTACAAATAAAGACTTTTTATTTTGATTTAGTGGAT
TTACTGATGCTGAAGGTAATTTTTTAGTTACAATAGACCGTAAATATGTTAAATTAAGATTTAAAATA
AGTTTGCATATTGACGATATAGAAGTACTTTATACCATTAAATCTAACTTAGGTTTTGGTAGAGTTGT
AGAAGAATACAACAGAAACAGCTGTTCTTTTATTGTCGAAGATTTTTTAAGTATAAGTAAGTTATGTG
ATATTTTTAATCATTATCCACTTCATACTAGTAAAAAGTTAGACTTCATTAGTTTTTATGAGGTTTCA
CTTATAAAATCCACTAATAAAGTCTTGTCTGAGGTAGATATAAATAAAATTGTATCTATTAAAAACAC
TATGAATTCTAAGAGAGAAGTGTTCACATATGGTATTTCGGAATCTCAAATTACAATAAACCCAAATT
GGTTTGTAGGGTTTATAGAAGGTGAAGGTACCTTCGGTATTAAAACAGGGTCTTCTTTGTATTTCCAA
GTAGCACAGAAAAATACTAGTCTAGATTGTTTAAATGCTATAACAAAATTTTTGTTAGACTTGTICTAG
TAATGCTGCAATACATAAAGATCCTTATAATAAAATACTACCTATAAACGTTACAAATACGATTAATA
TAAGAACTAGTGTAGTATCTTTAGCAATAGCTAACACAGATGCTTTATTTTATTACCTGTTACCATAT
TTAGATTCATCTAAATTTTACTCTCGTAAAGCGATAGATTTAAAATTATGAAGAATGGCTTTATTACT
GAAGGTTTATGGGTATTACTATACAGTAGAAGGTAAGAATTTATTTTTAGATATTTCAGAAATTCTTA
ATAAAAGATATAGTACAAATTCATCTGTAAGCGACATTAATAATGTTATTAAGAATATAACTGAAARAA
TTTAATGATATTATGCAAAAGGATTCTCCTTTTGATGTAAAACTTAACCAACGACACACAGAAAATGT
GCGTAAGTATAGTATAGCCAATAAGTCTGATAGTTCTAAGGTTGTTTATATATATGATGGTAATAAAA
TGGTGCATGGGTCGCCTTTTGCTTCATTCAGTATGGCGCATAAAGCATTGGGGCTAAACCCTAGTAGT
AATACTTGTAATCGTTATATTGATACAAATAGACTTTATAAAAGTAAATATATTTTCACATCTAAGCC
CATAGATAGAGCGTCTAGGGATTAGACCATAGTAGATAGCAATTTGGAATAGGCTCAGTCGAGCAGAG
TTTGATTATGCGTGATGTTAACAATGGATGATTAATACGTTACTTACACAGTAACACAGCTTCAGCTT
TTTTTTTTATAGTATATTTACACATAGGAAGAGGTTTATATTATGGATCATACAGAGCTCCTAGAACA
TTAGTTTGAACAATAGGTGTAGTTATATTCATATTAATGATAGTTACAGCTTTCTTGGGTTATAAACA
TAGCCCCAAATGGTTTAATATAAATAATAAAGGAAATACAATAAAGTATAACAAAGTAAATAGTAATA
AACTGTTTAACAAAAGTAGAGTCAAAAGGGGATATTGTACAAGTTGTGATTCAAATAGTACTAAAGTT
TCAGAAAGTTTAAGCACAGTAATTAGTGAATTAGGTTTAAACCCTATATATTTATATGAAAATTTAAA
CTTAGAAAATACTAGAAAACAAGTATTAAAAGACACAAGAGGTTTAAGTGGAATATATATGATAGTTA
ATAAAACAACTAAAGATTATTATATAGGTTCTGCATCAACTAATAGATTTTATGCTAGATTTTGTAAC
CATCTTATCTATTTTAGAGGTAGCAAAATAGTTAAATTAGCCGTTAAAAAGTATGATTTAAAAAATTT
TGCTTTCCTTATACTAGATTTATATCCTAATGTTGTTACCCAAGGTAATAATAAGGAATTAATGGATT
TAGAAGATAAATATTTAAAATTATTAGTGCCTAATTACAATATTTTAACCGAAGCAGGTTCTAGTTTT
GGTTACAAACACACTGAAGTAGATCGAAATAAGATGAAAGATATTTATAGTGACGCCAGACGGGAGAG
AATTGGTAATCTAAATAAGGGTAAAAAGCTTTCACCTGAAACAATAGAAAGAATCAGGGAAAAAGCTT
TAATTAGACCAGCCATGTCTGAAGAAACTAAAAGTAAGTGTATAACTAATACAAGACCTGTTGTGTTG
TATAACTTAAATAGAACTGTTTACGGAAAATATTCGACTATTTTAGAAGCAGCTAAGGCCATAGACTG
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TAGTGAAAAAACTATTAGAAGGGCACTACAAACAGAAAAAAAATTAGTTAAAAGACAATGGATAGTAG
AAGATTTATGTGATAAATAGGTTGGTATAAACTTCTTGTTAATAGTTGTTTCTAGACTAGATTACTTG
TGCTTTIGCTITTGCTTITGCTAGATGTAACCCCAGAAAATTTTACTTITATCTITATTATATATAAATCAT
AGTCCCATGAGTAACAATCTTTTTGTAATTTTTATAGAAAAAAAAAGAT

GGTTATAGAATAGTICTITTCAGATTATTTGGCGATATTAGTGTAAACGATCAAAGAAGTTTTATAAG
CTTTTAGATCGTCGGCCATATAAAAGGTCGCGACAGACTGGGTCACTAATGGGTGTCTGAAATGATGC
TTAATGTACAGGCGGAACTTTITAGTTAAATTAATTTAATTTAACTAATAGAATAAACGAATTTAAAGT
TATTCTAGCTTATTCTACAGATTAATTTATAATTAAAGTTGTITTGTACGGATAAGTTTGTATTTTGTA
TGTTCTGCCCTACGGGCAAATGTCACTGTGAGGTGCTACAGTTATTACAAATCTTATGAGTGCTGTAC
CATGAATTGGACAAGATATTGTTGAGTCAAACAACACAAATATATATTTAACAACAGATTGTTTAACG
ATGCTACCTCTAATAGGTACTGTACATAAAAATGCCATTAAAAAATTGCAAAATACTTTTAAACCAGA
CAATAATGAATATCTTTCTATACCATCATCTTITTATAGCTTTITTITTIGTAGCGTATGGTGGATGGAGATG
GTTATATTCAAATAACCAGAACATCTAAAGGATTTATAGCTATGAAGCTAGTAATATCCTTACAGATA
GAGGATGTTTCTACTCTAGAGTATATACATTCAGTTTTTAAAGTCGGAAAAATCAATATATACCGTGA
TAACAGAAATCCTAGTTGTAAATTAGTCATCAATAGAACTGATTTACAACAAATTGTATTCCCTTTAC
TTTTATATCACAATATTTITTITTTITAACTGATACTAGAAAAGAACAGTTTGATTITAGCCATACACATC
TTAGAACAAGATATAAAAAACTTTCATGAGATAGGTAATAGGAAAGATCTGCCTITCIGTTITTTACATT
ACCAAAAACAGCGTTAGACTACACTAATTTGTITTITTTTITTAAAAATTGATTAGTGGGGTTCACAATGG
CTGAAGGTTCTTTTITTTATGAAAAAGAATAATGATGGTTGTTTCCAATTAAAGCAGAGAGTACATACA
AATTTATTTGAAGCTTTTAAATTGGTATTTAATACAACTAGAAAAATAGAAGTAGTAGAAGGATTATA
TAATCAATTTGGAGTTAGTTCTAAGGCCGACGTACAAAGAGTTATAGATTTICTTTTCATTTTCAGGTG
TACATCCCTITAGTTGGTTTAAAGGGTATTCAATATATGCAATGGTTAAATTTATTACGTAATAACAAT
CGTTATAAAAATCTTAATTTACCTGAAACTGTAATATAGTTTACTTGTTTCATGTAATATATTTTTAA
CTTAAATGTTTTAAGTTGTAGATAATTTGTGAAGGCTCCTTGAAACAGTAATGTTTCAAAGGCAAATG
GGCTTAATTGCAAGGACATCTAATAAAATTTCTCCTGTITTATTAGATCATTTGCAGCGAAGTTTGATT
CGGTATACATTATATTCTTAATATATATTATATATTATTAATATAAGGGAATCAAGAACGTTCAACGA
CTAATGAGTGAGTAGTACCAACAATAAGCTCGACACGAATGCCCTACAACCAAACAAGGACTTGTTTG
GTTGAAGACATAGTICTAAACATCTAGGTAACAGATGAAAAGGATATTAAATTATCCTTTATTAATATA
TTGTTTTATGAGGAGGTTTCTCTGTTAATAACGCAACTTTAAACAGATTCTTTGCTTTACACTTTGTA
TTACCTTTCGTTTTAGCGGCTTTAGCTTTAATGCATTTAATTGCACTTCACGATAGTGCAGGTTCTGG
TAACCCTTTAGGTATATCAGGTAACTATGATAGGTTAGCTTTTGCTCCTTATTTCTTATTTAAAGATT
TAATAACTATATTTTTATTTATAATAATATTAAGTATATTTGTATTCTTTATGCCTAACGTATTAGGA
GATAGTGATAATTATATAATGGCTAATCCAATGCAAACACCACCAGCTATAGTTCCGGAATGATACCT
ACTTCCATTCTATGCTATACTAAGATCTATACCTAATAAACTATTAGGTGTTATTGCTATGTTAAGTG
CTATTTTAATACTATTAGCTATGCCTTTTACTGATTTAAGTAGAAGTAGAGGTATACAATTTAGACCT
TTAAGTAAAATAGCTTTCTATATCTTTATTGCTAACTTCTTAATATTAATGGTATTAGGAGCTAAACA
CGTTGAGTCTCCATATATAGAATTTGGACAAATAAGTACAGTTATTTATTTTGCCCATTTCTTAATTA
TAGTGCCTTTTATTAGTTTACTAGAAAATAGTTTAGTAGAATTAGCAGTATTAACTAAAGAAAAGCCT
AGTAGATAAAATAGATAAATTACATTTATTITTTAACTGGTTGCTAAGGAAGTTAAATAGATAAATTAT
ATTTATTTTAATCGGTICTTCCTATAGGTTTAATAACTATAAACGCTACTGGTATCTCGGATTTAAATC
TTGATTITTTTAGTATTATAGCTAATTTAATAAAAGATGGTATAAATATTACACCTGCTGTAGTTGTAA
GAGTAATTACAGTGTTTACC

Az exonok kék szinnel vannak jeldlve

A primerek:
15 —TAAAGTGGTATAACCCGACGG -3’

cytb-BeR: 57 —= CCATCTCCATCCACCATACCT -3’
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3. PCR termék tisztitasa Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Rendszerrel

A PCR termékkel megegyez0 mennyiségi Membrane Binding Solution-t

pipettaizunk a PCR csovekbe.

Az oszlopokat gytijtdcsovekbe helyezziik.

A mintdkat az oszlopokra pipettazzuk, majd 1 percig inkubéljuk.
Centrifugélas 16, 000 x g-n 1 percig, majd az alulisz6t eldobjuk.

700 ul moso oldatot pipettdzunk az oszlopokra, melyhez eldzdleg etanolt adtunk a
gyarté utasitasa szerint. Centrifugdlds 16, 000 x g-n 1 percig, majd ismét eldobjuk

az aluldszot.

Az eldz6 1€pést megismétlése 500 ul Membane Wash Solution-nal. A centrifugélds

16, 000 x g-n 5 percig, az aluliszét eldobjuk.

Az oszlopokat visszahelyezziik a gylijtdcsovekbe, majd egy percig centrifugaljuk,

hogy a maradék etanol elparologjon a membranrol.

Ovatosan dthelyezziik az oszlopokat 1.5 ml-es tiszta eppendorf csovekbe, majd 40
ul nukledz mentes vizet pipettdzunk a membranra. A mintdk inkubdldsa 1 percig,

majd centrifugélds (16. 000xg, 1 perc). Végezetiil eldobjuk a membrant.

A tiszta PCR terméket -20 °C-on taroljuk.
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4. B. cinerea COX1 gene

>gil5825128lemblAL110841.11 Botrytis cinerea strain T4 cDNA library
CTGATTCTTCGGTCATCCAGAGGTCTACATATTAATTATACCAGGGTTTGGTATAATAAGTA
CTGTAATATCAGCTAGTTCTAATAAGAGCGTTTTCGGTTATCTTGGTATGGTCTACGCCATG
ATGTCGATAGGTGTATTAGGATTTGTTGTTTGAAGTCATCACATGTACACAGTTGGTTTAGA
TGTAGATACAAGAGCATATTTTACAGCGGCTACTTTAATAATTGCTGTACCTACGGGAATTA
AAATTTTCTCTTGATTGGCTACATGTTACGGAGGATCTTTACAATTAACTCCTTCAATGTTA
TTTGCTTTAGGTTTTGTTTTCATGTTTACAATCGGAGGGTTAAGTGGTGTTGTTTTAGCGAA
CGCATCTCTTGATATTGCATTCCACGATACTTACTATGTGGTTGCTCATTTCCACTACGTTN
TAAGTATGGGAGCAGTATTTGCATTATATAGTGCATGATACTTCTGAATACCTAAAATACTA
GGTTTAGATTATAATAAAATGTTGGGTAAAGCGCATTTCTGAATTTTATTTATAGGGGTTAA
TGTAACATTCTTCCCTCAACATTTCTTAGGTCTGCAAGGAATGCCACGTCGAATAAGTGATT
ACCCCGATGCATTTGC

Primerek:
BcCOX1-F: 5’ - CTTCGGTCATCCAGAGGTC -3 19 mer
BcCOX1-R: 5 - ACAGCAATTATTAAAGTAGCCG - 3° 22 mer

Termék hossza: 228 bp

T Becoxi-F: 62,4 °C
T Becoxir: 58,9 °C
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5. A CYTB gén szekvenciaja, az exonok, a primerek és a pontmuticié pontos
elhelyezkedésével

>gil1092877421dbjlIAB262969.1I Botryotinia fuckeliana mitochondrial cytb gene for cytochrome b,
complete cds
TTTTTTTTTTTITTTATTTCTCTTTCTAGCCTAAGTTACTTCAGGTAACTTAGCTTTTTTGTGCTGCTA
GGCAGCAAGAGTTATCTTTGTTTATTATCCTGTATGTGGTTAAGTTAACTTAGTTGTTATAAAATAAT
TGACCGAATGGTGGGATCAATATTCTAAATTTGTTTTCTACCTATTAGATGCTTATAAAAGATATATT
AATAGATCTTTTCTGTGCCCTTTCCCTGCTAAGCAGGGAAAGGGCAATACCTAAAAATTAGGGGAGAA
GTGTTATATTAGCTTAATTAAGCTAATATAACTTAAAGCCCGTTTATATAAACGAATTAATGTTTAAG
ACTTTCACGCTTGCACAAGAAATATAGTTTAAACTACTAGAGAACTTATATATTAAATAATTTTACCC
TTTAACTTCTAGAAAAAAAAAATATTAATAAAATTTTAATTATAAAATGAGAATTTTTAAAAGTCATC
CCTTATTAAAATTGGTTAACTCTTATATGATCGATTCACCACAACCAAGTAACCTAAGTTATTTATGA
AATTTTGGTTCTTTATTAGCTGTTTGTTTAGTTATACAAATAATCACAGGTGTAACTTTAGCAATGCA
CTACAACCCTAGTGTATTAGAAGCCTTTAACTCTGTAGAGCATATGGCATAATGTGCTCTTTAAATCA
GGTTAATTGCTGGAAAACCTTTGTTAAGGCAATCAGCAGGAAACCTACGGATATATTTTATACATAGT
AGGATCTTCAGAGGCTATACGCCTGACATCTGATTTAAGTTTAAATATAGATGATGATATAGTCCATC
CTCTACTGTAAAGTAGAGTAGTTTAGATTAGCTATCTATCCCCTTTTGAGGGCATAACTTTATCATTG
TTTATTTTTGTACCGGGTTATAAAAATAAAATGGGGTTTCGTAACTTTACAACTTATTTAAGTAAAAA
CTCTGCGGCCTTCGGTTCAGTAAGTGACCACTTTACAAATAAAGACTTTTTATTTTGATTTAGTGGAT
TTACTGATGCTGAAGGTAATTTTTTAGTTACAATAGACCGTAAATATGTTAAATTAAGATTTAAAATA
AGTTTGCATATTGACGATATAGAAGTACTTTATACCATTAAATCTAACTTAGGTTTTGGTAGAGTTGT
AGAAGAATACAACAGAAACAGCTGTTCTTTTATTGTCGAAGATTTTTTAAGTATAAGTAAGTTATGTG
ATATTTTTAATCATTATCCACTTCATACTAGTAAAAAGTTAGACTTCATTAGTTTTTATGAGGTTTCA
CTTATAAAATCCACTAATAAAGTCTTGTCTGAGGTAGATATAAATAAAATTGTATCTATTAAAAACAC
TATGAATTCTAAGAGAGAAGTGTTCACATATGGTATTTCGGAATCTCAAATTACAATAAACCCAAATT
GGTTTGTAGGGTTTATAGAAGGTGAAGGTACCTTCGGTATTAAAACAGGGTCTTCTTTGTATTTCCAA
GTAGCACAGAAAAATACTAGTCTAGATTGTTTAAATGCTATAACAAAATTTTTGTTAGACTTGTCTAG
TAATGCTGCAATACATAAAGATCCTTATAATAAAATACTACCTATAAACGTTACAAATACGATTAATA
TAAGAACTAGTGTAGTATCTTTAGCAATAGCTAACACAGATGCTTTATTTTATTACCTGTTACCATAT
TTAGATTCATCTAAATTTTACTCTCGTAAAGCGATAGATTTAAAATTATGAAGAATGGCTTTATTACT
GAAGGTTTATGGGTATTACTATACAGTAGAAGGTAAGAATTTATTTTTAGATATTTCAGAAATTCTTA
ATAAAAGATATAGTACAAATTCATCTGTAAGCGACATTAATAATGTTATTAAGAATATAACTGAAAAA
TTTAATGATATTATGCAAAAGGATTCTCCTTTTGATGTAAAACTTAACCAACGACACACAGAAAATGT
GCGTAAGTATAGTATAGCCAATAAGTCTGATAGTTCTAAGGTTGTTTATATATATGATGGTAATAAAA
TGGTGCATGGGTCGCCTTTTGCTTCATTCAGTATGGCGCATAAAGCATTGGGGCTAAACCCTAGTAGT
AATACTTGTAATCGTTATATTGATACAAATAGACTTTATAAAAGTAAATATATTTTCACATCTAAGCC
CATAGATAGAGCGTCTAGGGATTAGACCATAGTAGATAGCAATTTGGAATAGGCTCAGTCGAGCAGAG
TTTGATTATGCGTGATGTTAACAATGGATGATTAATACGTTACTTACACAGTAACACAGCTTCAGCTT
TTTTTTTTATAGTATATTTACACATAGGAAGAGGTTTATATTATGGATCATACAGAGCTCCTAGAACA
TTAGTTTGAACAATAGGTGTAGTTATATTCATATTAATGATAGTTACAGCTTTCTTGGGTTATAAACA
TAGCCCCAAATGGTTTAATATAAATAATAAAGGAAATACAATAAAGTATAACAAAGTAAATAGTAATA
AACTGTTTAACAAAAGTAGAGTCAAAAGGGGATATTGTACAAGTTGTGATTCAAATAGTACTAAAGTT
TCAGAAAGTTTAAGCACAGTAATTAGTGAATTAGGTTTAAACCCTATATATTTATATGAAAATTTAAA
CTTAGAAAATACTAGAAAACAAGTATTAAAAGACACAAGAGGTTTAAGTGGAATATATATGATAGTTA
ATAAAACAACTAAAGATTATTATATAGGTTCTGCATCAACTAATAGATTTTATGCTAGATTTTGTAAC
CATCTTATCTATTTTAGAGGTAGCAAAATAGTTAAATTAGCCGTTAAAAAGTATGATTTAAAAAATTT
TGCTTTCCTTATACTAGATTTATATCCTAATGTTGTTACCCAAGGTAATAATAAGGAATTAATGGATT
TAGAAGATAAATATTTAAAATTATTAGTGCCTAATTACAATATTTTAACCGAAGCAGGTTICTAGTTTT
GGTTACAAACACACTGAAGTAGATCGAAATAAGATGAAAGATATTTATAGTGACGCCAGACGGGAGAG
AATTGGTAATCTAAATAAGGGTAAAAAGCTTTCACCTGAAACAATAGAAAGAATCAGGGAAAAAGCTT
TAATTAGACCAGCCATGTCTGAAGAAACTAAAAGTAAGTGTATAACTAATACAAGACCTGTTGTGTTG
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TATAACTTAAATAGAACTGTTTACGGAAAATATTCGACTATTTTAGAAGCAGCTAAGGCCATAGACTG
TAGTGAAAAAACTATTAGAAGGGCACTACAAACAGAAAAAAAATTAGTTAAAAGACAATGGATAGTAG
AAGATTTATGTGATAAATAGGTTGGTATAAACTTICTTGTTAATAGTTGTTTCTAGACTAGATTACTTG
TGCTTTIGCTITTGCTTITGCTAGATGTAACCCCAGAAAATTTTACTTITATCTITATTATATATAAATCAT
AGTCCCATGAGTAACAATCTITTITTGTAATTTTTATAGAAAAAAAAAGATTAAAGTGGTATAACCCGAC
GGGGTTATAGAATAGTCTTTCAGATTATTTGGCGATATTAGTGTAAACGATCAAAGAAGTTTTATAAG
CTTTTAGATCGTCGGCCATATAAAAGGTCGCGACAGACTGGGTCACTAATGGGTGTCTGAAATGATGC
TTAATGTACAGGCGGAACTTTITAGTTAAATTAATTTAATTTAACTAATAGAATAAACGAATTTAAAGT
TATTCTAGCTTATTCTACAGATTAATTTATAATTAAAGTTGTTTGTACGGATAAGTTTGTATTTTGTA
TGTTCTGCCCTACGGGCAAATGTCACTGTGAGCTGCTACAGTTATTACAAATCTTATGAGTGCTGTAC
CATGAATTGGACAAGATATTGTTGAGTCAAACAACACAAATATATATTTAACAACAGATTGTTTAACG
ATGCTACCTCTAATAGGTACTGTACATAAAAATGCCATTAAAAAATTGCAAAATACTTTTAAACCAGA
CAATAATGAATATCTTTICTATACCATCATCTTTTATAGCTTTTTTTGTAGGTATGGTGGCGATGGAGATG
GTTATATTCAAATAACCAGAACATCTAAAGGATTTATAGCTATGAAGCTAGTAATATCCTTACAGATA
GAGGATGTTTCTACTCTAGAGTATATACATTCAGTTTTTAAAGTCGGAAAAATCAATATATACCGTGA
TAACAGAAATCCTAGTTGTAAATTAGTCATCAATAGAACTGATTTACAACAAATTGTATTCCCTTTAC
TTTTATATCACAATATTTITTITTTITAACTGATACTAGAAAAGAACAGTTTGATTTAGCCATACACATC
TTAGAACAAGATATAAAAAACTTTCATGAGATAGGTAATAGGAAAGATCTGCCTITCIGTTITTTACATT
ACCAAAAACAGCGTTAGACTACACTAATTTGTITTITTTTITTAAAAATTGATTAGTGGGGTTCACAATGG
CTGAAGGTTCTTTTITTTATGAAAAAGAATAATGATGGTTGTTTCCAATTAAAGCAGAGAGTACATACA
AATTTATTTGAAGCTTTTAAATTGGTATTTAATACAACTAGAAAAATAGAAGTAGTAGAAGGATTATA
TAATCAATTTGGAGTTAGTTCTAAGGCCGACGTACAAAGAGTTATAGATTTCTTTTCATTTTCAGGTG
TACATCCCTITAGTTGGTTTAAAGGGTATTCAATATATGCAATGGTTAAATTTATTACGTAATAACAAT
CGTTATAAAAATCTTAATTTACCTGAAACTGTAATATAGTTTACTTGTTTCATGTAATATATTTTTAA
CTTAAATGTTTTAAGTTGTAGATAATTTGTGAAGGCTCCTTGAAACAGTAATGTTTCAAAGGCAAATG
GGCTTAATTGCAAGGACATCTAATAAAATTTCTCCTGTITTATTAGATCATTTGCAGCGAAGTTTGATT
CGGTATACATTATATTCTTAATATATATTATATATTATTAATATAAGGGAATCAAGAACGTTCAACGA
CTAATGAGTGAGTAGTACCAACAATAAGCTCGACACGAATGCCCTACAACCAAACAAGGACTTGTTTG
GTTGAAGACATAGTICTAAACATCTAGGTAACAGATGAAAAGGATATTAAATTATCCTTTATTAATATA
TTGTTTTATGAGGAGGTTTCTCTGTTAATAACGCAACTTTAAACAGATTCTTTGCTTTACACTTTGTA
TTACCTTTCGTTTTAGCGGCTTTAGCTTTAATGCATTTAATTGCACTTCACGATAGTGCAGGTTCTGG
TAACCCTTTAGGTATATCAGGTAACTATGATAGGTTAGCTTTTGCTCCTTATTTCTTATTTAAAGATT
TAATAACTATATTTTTATTTATAATAATATTAAGTATATTTGTATTCTTTATGCCTAACGTATTAGGA
GATAGTGATAATTATATAATGGCTAATCCAATGCAAACACCACCAGCTATAGTTCCGGAATGATACCT
ACTTCCATTCTATGCTATACTAAGATCTATACCTAATAAACTATTAGGTGTTATTGCTATGTTAAGTG
CTATTTTAATACTATTAGCTATGCCTTTTACTGATTTAAGTAGAAGTAGAGGTATACAATTTAGACCT
TTAAGTAAAATAGCTTTCTATATCTTTATTGCTAACTTCTTAATATTAATGGTATTAGGAGCTAAACA
CGTTGAGTCTCCATATATAGAATTTGGACAAATAAGTACAGTTATTTATTTTGCCCATTTCTTAATTA
TAGTGCCTTTTATTAGTTTACTAGAAAATAGTTTAGTAGAATTAGCAGTATTAACTAAAGAAAAGCCT
AGTAGATAAAATAGATAAATTACATTTATTITTTAACTGGTTGCTAAGGAAGTTAAATAGATAAATTAT
ATTTATTTTAATCGGICTTCCTATAGGTTTAATAACTATAAACGCTACTGGTATCTCGGATTTAAATC
TTGATTITTTTAGTATTATAGCTAATTTAATAAAAGATGGTATAAATATTACACCTGCTGTAGTTGTAA
GAGTAATTACAGTGTTTACC

Az exonok kék szinnel vannak jeldlve.

Primerek:
BcAR-F: 5 - GGCAAATGTCACTGTGAGC -3’
BcAR-R: 5 — ACCATCTCCATCCACCATACCT-%

A kiemelt nukleotid mutatja a pontmutaci6 helyét: gunanin helyett citozin
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