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1. Bevezetés

A Botrytis nemzetség el6fordulasa nagyobb részt a
mérsékelt dvre korlatozodik és ott nagyszamu, tobb mint
200 gazdanovény fajt képes megtamadni, és rajtuk a
szirkerothadds nevii megbetegedést kivaltani. A
termesztett novények olyan  fontos  csoportjai
veszélyeztetettek, mint a szant6foldi és iliveghazi
kultarak, bogyods gyiimdlesok, szold, disznovények és
facsemeték. Sok egyéb ndvény ¢és kultura s
veszélyeztetett, azonban kevésbé szamottevd gazdasagi
jelentdségilk  miatt nem kerlilnek a  figyelem
kézéppontjadba. A nemzetség tagjait, mint tarolasi
betegséget okoz6 mikroorganizmusokat is szamon
tartjuk, mivel hidegtiiré képességiikk miatt jelentds
probléméakat okozhatnak a termékek raktirozasa ¢és
szallitmanyozésa soran.

A megbetegedések megelozésének ¢és kezelésének
tobb utja ¢és lehetdsége is van, de a védelem
megvalositasa altaldban nem egyszeri feladat. A
nehézségek gyakran a gomba életciklusabol erednek, a
sporacsirazas, a fert6zés, a micélium ndovekedés és a
sporulaci6d gyorsan torténik a nemzetség legtobb tagjanal.
A védekezés nehézkes, mivel a gomba kiillonboz6
populacioi eltér6 modon tolerdljak a  kiilonbozo
vagy alatt jelenik meg, ami tovabb neheziti, vagy
lehetetlenné teszi a kémiai védekezést.

A sziirkerothadas korokozoja, a Botrytis cinerea
(teleomorf: Botryotinia fuckeliana) gombafaj nagyon
valtozatos megjelenésli, €s genotipusaban is nagy
valtozékonysagot mutat. A modern novénykoértan kiemelt



figyelmet fordit a patogén gombapopulaciok genetikai
szerkezetének megismerésére, hogy ezen informaciok
megismerése révén alakithassak ki, illetve egészithessék

crer

2. Célkitiizések

A dolgozatban bemutatott — korantsem befejezett —
kutatasaink célja, hogy valaszt keressiink azokra a
kérdésekre, melyek mind a tudoményos kozélet, mind a
mindennapi  sz6lomiivelésbeni, novényvédelmi és
boraszati gyakorlatban felmeriilhet. A gyakorlatban
felmeriild kérdések megvalaszolasdhoz azonban el6szor
az elméleti alapokat, jelen esetben az Egri borvidéken
eléforduld B. cinerea populaciok genetikai diverzitasat
kell megvizsgalunk és ezen keresztil a kovetkezo
kérdésekre valaszt kapnunk:

1. Genetikailag milyen modon épiil fel az Egri
borvidék a B. cinerea allomanya, ha tobbféle populacié
létezik, akkor milyen fenotipusos és genotipusos
kiilonbségek vannak kozottiik?

2. Vannak vagy lehetnek-e specialis az Egri
Borvidékre jellemz6é markerek vagy szekvenciak?

3. Milyen genetikai markerek alkalmasak a B.
cinerea populaciok vizsgalatara?

4. Milyen modon (szexudlis illetve klonalis)
szaporodnak az egyes populaciok?



5. Van vagy lehet-e foldrajzi alapu kiillonbozdéség a
borvidék populacioi kdzott?

6. Van-e Osszefliggés a fungicid rezisztencia és a
vizsgalt genetikai paraméterek kozott?

3. Anyag és modszer

Kiilonb6zd sz6lotermd teriiletekrél 2003 ¢és 2006
kozott gytijtottiink B. cinereaval fertézott flirt-részleteket
¢s szOlobogyokat, jaliustél novemberig terjedd
idészakban. Az izolalas els6 1épéseként sporaszorassal
bengal-rozsa szelektiv taptalajra, majd monosporas
tenyészetként a novesztéshez sziikséges burgonya-
dextrdz agarra helyeztiik az izolatumokat.

A genom vizsgalatdhoz micéliumb6l nyertik ki a
DNS-t. A sejtek feltardsa apr6 kerdmiagolyokat
alkalmaz6, nagy teljesitményli, mechanikus sejtfeltaro
késziilék segitségével (MagNaLyser, Roche) tortént. Az
extrakciohoz kereskedelmi forgalomban kaphaté DNS
izolalo kit-et (DNEasy Plant Mini Kit, Qiagen)
hasznaltunk, a gyart6 leirasa szerint.

A DNS fragmentumok amplifikacidja és detektalasa
hagyomdnyos modon, specifikus primerek hasznalataval
tortént. A transzpozonok detektalasat PCR és dot blot
modszerrel végeztiik.

Szekvenalas el6tt a mintdkat Microcon YM-100
oszlopon (Millipore) tisztitottuk a gyartd utasitdsai
szerint, majd a megfeleld6 mennyiséget beszaritva
juttattuk el szekvendltatni. Az izoltalt DNS mintak
szekvenalasat az MWG Biotech AG. (Erdberg,
Németorszag) végezte.



A DNS szekvencidk illesztését a Clustal X. 1.81
programmal, majd azt kovetden a Genedoc 2.6
programmal  végeztik. Az  elemzésekhez  és
szamitdsokhoz  PAUP 4.0 B10 filogenetikai
programcsomagot hasznaltunk. A torzsfa készitésé¢hez
heurisztikus keresést alkalmaztunk. Az igy kapott
torzsfak egyes elagazédsainak valdsziniiségét bootstrap
analizissel teszteltiik.

A mikroszatellit  szekvencidk  felszaporitasa
specifikus jelolt primerekkel, vizsgalatuk pedig fragment
analizis automatizalt szekvenald berendezés (ABI
PRISM® 310 Genetic Analyser) segitségével tortént.

A molekularis filogenetikai elemzésekhez a MEGA
3.1, a PhyML ¢és a Mr. Bayes v3.0B4 programokat
hasznaltuk. A kés6bbiekben a MODELTEST v.3.06
internetes oldal online szolgaltatasat hasznaltuk a
legvalosziniibb ~ nukleotid  szubsztitucios  modell
kivalasztasara, AIC (Akaike Information Criterion)
kimeneti stratégiat alkalmazva.

A haplotipus  kapcsolatok  felderitésére  a
szekvencidkat DNASp programmal elemeztiikk. Minden
haplotipus egy-egy szekvenciajat illesztettiik és NEXUS
formatumba konvertalva parsimony analizis segitségével
vizsgaltuk a fennalldé kapcsolatokat. Az adatok
elemzésére a TCSv. 2.11 program segitségét vettiik
igénybe.

Az asszocidcioés index vizsgalatokat a kapcsoltsagi
egyensulytalansag analizis segitségével végeztiik, amely
az MLST internetes oldalon elérhetd vizsgalati modszer.
A szignifikanciat 1,000-t61 becsiiltiikk az adatok random
permutacidja alapjan.



A Maximum Chisquare és Phi teszt végrehajtasat a
SplitsTree v. 3.8 program segitségével végeztiik.

A fungicid-rezisztencia vizsgalatokat kiilonbozo
novényvéddszer  mennyiségeket  tartalmazd  agar
lemezeken vizsgaltuk az ECsg érték szamitasaval.

4. Eredmények bemutatasa

A Botrytis cinerea két filogenetikai csoportba
sorolhatd. Vizsgalataink soran egyértelmiien bizonyithatd
volt, hogy minden egyes izolatum a II. filogenetikiai
csoportba tartozik, transzpozon dsszetétele pedig eltér az
irodalomban leirtaktél. Az izolatumok tobbsége a
transposa csoportba sorolhaté (67.8%), a vacuma
izolatumok ugyanolyan ardnyban voltak jelen (9.1%),
mint azon izolatumok, amelyek csak Boty (11%) vagy
csak Flipper (11.9%) transzpozon elemet tartalmaztak.
Az a tény, hogy a B. cinerea 11. csoporban eléfordulnak
olyan izolatumok, amelyek csak Flipper vagy csak Boty
traszpozont tartalmaznak, ravilagit arra, hogy a
transzpozonok jelenléte vagy hidnya olyan jellegzetesség,
amely nem hasznalhato fel a B. cinerea egyértelmii
rendszerezésében.

Az egri izolatumok MSBI1 miniszatellit tartalmukat
tekintve szintén nagy variabilitdst mutatnak. A
miniszatellitet felépité varidnsok kozel fele ujonnan
azonositott varians, melyek 4altaldban csak egy-egy
pontmutacidban térnek el egymastdl, illetve csak néhany
izoldtumban vannak jelen, feltételezve ezaltal, hogy
helyben kialakult mutéacié révén jottek létre.



Kisérleteink soran kiillonb6z0 genetikai markereket
(MSBI1, tefl, tubl) haszndltunk a populaciok
jellemzésére. Ezek dnmagukban azonban nem nyujtottak
elegend0  genetikiai  informaciét, = mikroszatellit
markerekkel (Bc2, Bc3, Bc6, Bc7, Bcl0) egylittesen
elemezve viszont eredményesen hasznalhatdak voltak az
izolatumok jellemzésére. Vizsgalatuk soran igen magas
foku kapcsoltsagi egyensulytalansagot tapasztalhattunk
mely adatok a szekvencia és mikroszatellit vizsgalatokkal
egyiitt elegendd informaciot nyhjtanak ahhoz, hogy a
rekombinacio lehetdségérdl alkotott kovetkeztetéseink
helytalloak legyenek. Az asszociacios index teszt
eredményei azonban ennek ellenére is sejtetik a
klonalitas jelenlétét. A fixacios index hasonld vizsgalata
kimutatta, hogy a vacuma populaciok csakugyan
mutatnak némi differencidlodast mind a flipper, mind a
transposa populacioktol, amit magyarazhatnak ezek az
eredmények. Ugyancsak észleltiink — bar igen mérsékelt
differenciaciot — a foldrajzilag kiilonb6zé helyekrol
szarmazo populaciok kozott.

A fungicid-rezisztencia vizsgélatok soran az irodalmi
adatoknak megfelelden mindharom vizsgalt vegyszer
esetében tapasztalhattuk a rezisztencia jelenlétét az
izolatumok kozott. Azonban kiilondsen elgondolkodtato,
illetve tovabbi vizsgalatokat szorgalmaz az az eredmény,
miszerint a mar régoéta nem hasznalt benzimidazol
esetében (Benomyl, Du Pont) esetében még mindig
viszonylag nagy volt a magas és kozepes rezisztencidval
rendelkezd izolatumok ardnya, mig a még nem régbta
hasznalt fenhexamid (Teldor, Bayer) esetében pedig a
kozepes szintli fungicid-rezisztencia jelenléte volt nagy
aranyu.



Az Egri borvidékrdl szarmazo izolatumok vizsgélata
alapjan eredményeink bizonyitjdk a rekombinacio
szignifikans jelenlétét és kihangsulyozzak a szignifikans
genetikai variabilitast a B. cinerea populaciok kozott. A
nagy genetikai variabilitds, valamint a szexudlis
reprodukcié egyértelmii magyarazat arra, hogy miért
alakul ki olyan gyorsan és konnyen rezisztencia a
kiilonb6z6, B. cinerea-val szemben alkalmazott
fungicidek ellen.

5. Uj tudomanyos eredmények

1. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy az Egri
Borvidéken csak II. filogenetikai csoportba tartozo
izolatumok fordulnak el6, melyeknek transzpozon
tartalma az irodalmi adatoktol eltérd. A flipper és a
boty genotipus is viszonylag gyakran eléfordult, PCR
alapi.  megbizhaté  detektalasukat  ugyanakkor
vizsgalataink nem igazoltak.

2. Az MSBI miniszatellit allélok vizsgalata soran nagy
mennyiségli, eddig csak az Egri Borvidéken
eléforduldé 1j szekvencia sorrendel rendelkezd
miniszatellit varidnst (MVR) azonositottunk (a
variansok kozel fele). Ezek azonban kevés
izoladtumban fordultak eld, valoszinisitve, hogy
helyben kialakult mutacio révén jottek Iétre,
ugyanakkor ezaltal alkalmasak a szarmazasi hely
becslésére, melynek lehetdségét elsoként vetettiik fel
ezen genetikai marker esetében.



3. Vizsgélatainkkal els6ként mutattuk ki, hogy a B.
cinerea  genetikai  jellemzésére  alkalmazhato
genetikai markerek alacsony genetikai variabilitdsuk
miatt Oonmagukban nem elegendéek a populaciok
egyértelmii jellemzésére, ill. megkiilonboztetésére.
Tobb lokusz is a haplotipusok kozott fennallo
kapcsolatok csekély mértékli hierarchidjat mutatta,
melyet statisztikai vizsgalatok is megerdsitettek.

4. Kisérleteink sordn elsdként bizonyitottuk, hogy a
mikroszatellitek és a multildkuszos genotipusok
asszociacids indexel torténd vizsgalata alapjan az egri
B. cinerea izolatumok populacioi képesek a szexualis
reprodukciora.

5. Vizsgélataink alapjan bizonyitottnak tekinthetd, hogy
az Egri borvidék kiilonbdz6 foldrajzi helyeirdl
szarmazd populaciok kozott nincs, vagy nagyon
alacsony mértékii a fixaci6, foldrajzi alapu
elkiiloniilés nem tapasztalhato.

6. A fungicid-rezisztencia ¢€s a vizsgalt genetikai
paraméterek  kozott szoros  Osszefliggést nem
talaltunk.

6. Eredmények hasznositasa

A nagy genetikai variabilitds, valamint a szexualis
reprodukci6 egyértelmii magyarazat arra, hogy miért
alakul ki olyan gyorsan és konnyen rezisztencia a
kiilonb6z6, B. cinerea-val szemben alkalmazott
fungicidek ellen. Az egyoldali ¢és okszerlitlen



szerhasznalat kovetkeztében ugyanis mindenképpen
szamitani kell rezisztens torzsek megjelenésére és
elterjedésére. Vizsgalataink ezt megerdsitették, illetve
ugyanilyen tendencia kialakulasat mutattdk a B. cinerea
ellen jelenleg hasznalt fungicidek esetében is. A
populaciok struktirdjanak és rezisztencia biologiai
viszonyainak alapos megismerése segitséget nyujthat a
megfeleld ¢és hatékony ndvényvédelmi technologia
kifejlesztéséhez, szertakarékos ¢és kornyezetkiméld
novényvédelem megvaldsitasahoz.
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1. Introduction

Botrytis cinerea (anamorph of Botryotinia fuckeliana)
is a haploid, filamentous ascomycete that causes grey
mould on many economically important crops such as
fruits, especially grapevine, vegetables, as well as
ornamentals, in temperate regions. Several other cultures
are also endangered, but due to their low economical
importance they are not studied thoroughly. The
members of the genus also play an important role in
storage diseases, because of their cold tolerance, so they
cause heavy problems in storage and in transportation
too.

The prevention and the attendance of diseases has
several ways and possibilities, but the complete
protection can barely be feasible. The main difficulties in
general rise from the life cycle of fungi: the spore
germination, the infection, the mycelium growing and the
sporulation happens rapidly in the most member of the
genus. The protection is difficult, because the fungicide
tolerance varies in different populations. In other cases
the disease appears before or under maturity, when the
chemical protection is difficult or impossible.

The causative agent of grey mould, the Botrytis
cinerea is systematic and important pathogen of many
plant cultures also. Its appearance and genotype is very
variable. The modern plant pathology has a great respect
for cognition of genetic structure of plant pathogen
fungal populations, for shaping and developing
protection strategies.
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2. Objectives

The aims of our work were to answer scientific and
practical questions which occur in grape production,
plant protection and in oenology. The analysis of
theoretical basics, namely the genetic diversity of B.
cinerea populations have to answered before dealing with
practical questions. The most imporatant questions that
our research work intended to answer are as follows:

1. Are the B. cinerea populations genetically
homogeneous or diverse in the Eger wine region?
If they are inhomogenous, what kind of
phenotypic and genotypic differences can be
identified?

2. Is it possible to find special markers or sequences
which are unique for the B. cinerea populations in

Eger wine region?

3. What types of genetic markers can be used for the
characterization of the B. cinerea populations?

4. Sexual or clonal reproduction is preferred in the
studied B. cinerea populations?

5. Are there geographical differences between the
populations in Eger wine region?

6. Are there correlation between the fungicide
resistances and the examined genetic parameters?

12



3. Materials and methods

Strains of B. cinerea were collected from vineyards in
various locations of the wine region, between 2003 and
2006. They were isolated from infected berries. Single-
spore isolates were prepared from each strain and
maintained on potato dextrose agar.

DNA was extracted from aerial mycelium of B.
cinerea strains grown on PDA medium Magnalyser
(Roche, Osterode, Germany) was used for the disruption
of fungal cells, and DNA was isolated with the Plant
DNA Purification Kit (Qiagen, Hilden, Germany).

Detection of transposable elements Boty and Flipper
was done by PCR and dot blot method.

PCR amplification and sequencing of single copy
genes was done by conventional methods.

Purified PCR products were subjected to automatic
sequencing at MWG-Biotech AG, Ebersberg, Germany.

DNA sequences were aligned first with Clustal X
1.81 and then visually adjusted with Genedoc 2.6.
Molecular phylogenies were analyzed with MEGA 3.1,
PhyML (provided online by PHYML), and Mr. Bayes
version 3.0B4. For the latter, MODELTEST 3-06 was
used to compare the likelihood of different nested models
of DNA substitution and select the best-fit model for the
investigated data set using Akaike information criterion
(AIC) output strategies.

For construction of haplotype networks, sequences
were collapsed to haplotypes with DNASp. Sequences,
one per each haplotype, were aligned and converted to a
NEXUS file, and the networks computed by statistical
parsimony analysis as implemented in TCS version 2.11.
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Microsatellite ~ amplification ~was  done by
fluorescently labeled primers and the fragment analysis
was performed in an automated single-capillary genetic
analyzer (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer).

Recombination within B. cinerea isolates was tested
by (i) the index of association (IA) test, which measures
whether the alleles from the different loci in a population
are randomly or nonrandomly associated in the analyzed
genomes, and which was computed with the linkage
disequilibrium analysis available on the MLST website
(published online by Multi Locus Sequence Typing), and
significance was gauged from 1,000 random
permutations of the data; (ii) the maximum chi-square
test, with the modification that all expected >2 are
considered; and (iii) the phi test as implemented in
SplitsTree version 3.8.

Computation of the fixation index (FST) as a measure
of population differentiation was done with POPGENE32
version 1.31 and by calculating GST, which is equal to
the weighted average of FST for all multiple alleles.

Fungicide resistance examinations were done by
classical methods with fungicide added agar plates, with
calculation of ECsy number.

4. Scientific results

Our experimental results unequivocally prove that
B. cinerea isolates consist entirely of phylogenetic group
II. The determined transposon pattern shows that the
majority of isolates (67.8%) contained both Flipper and
Boty transposons. However, some of the isolates
contained only Flipper (11.9%), or only Boty (11%), in
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same proportion respectively. Ten isolates (9.1%) were
vacuma, i.e. they contained neither transposon. The
results show that the B. cinerea populations in the Eger
wine grape growing exhibit an unusual transposon
composition; while the majority of isolates indeed were
transposa, vacuma isolates were present in about the
same percentage as isolates containing only Boty or only
Flipper. In any case, the evidence from our data, i.e., that
B. cinerea group II also contains isolates which only
contain Flipper or Boty, further underlines that the
presence or absence of either transposon is not a valid
character for speciation in B. cinerea. The isolates sow
high diversity in MSB1 minisatellite contents also.
Almost moiety of minisatellite variant repeats were
newly referred variants, which were occurred ordinarily
just in few sample, supposed that was evolved by local
mutation.

In the course of our experiments the individual
genetic markers (MSBI1, tef1, tubl) in themselves are not
present enough genetic information, but all of them
completed with microsatellite (Bc2, Be3, Bc6, Bc7,
Bc10) markers are suited for genetic analysis of isolates.
In the score of our examination a very high degree of
linkage disequilibrium was shown both by analyses of
gene sequences as well as of microsatellites, which
minimizes a potential bias. However, the Association
Index test also suggested an element of clonality. A
corresponding analysis of the fixation index revealed that
indeed the vacuma population exhibited some
differentiation from both the Flipper and the transposa
populations, which may explain these results. We could
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also detect some (albeit very moderate) differentiation
between some geographic populations.

In the course of fungicide resistance
examinations, different resistance levels were found in
isolates against all of three tested fungicides. It is
especially interesting, and the fact indicates further
examinations, that in case of for long time did not used
fungicide like benomyl we found a great number of
resistant isolates and in case of examination a relative
new fungicide (in the time of examination), fenhexamide
we found a great number of medium resistant isolates.

In summary, our data underline a significant genetic
variability within populations and consistently indicates
that the population of B. cinerea in the Eger wine region
undergoes sexual reproduction. The complexity and
variability of this fungus make it difficult to control, thus
the high genetical variability and the sexual reproduction
is an unambiguous answer for evolving of rapidly and
easily fungicide resistance among isolations against
fungicides.

5. New scientific results

1. In the course of our examinations were proved
unequivocally that B. cinerea isolates from Eger wine
district consisted entirely of phylogenetic group II.
The occurrence of transposons was different from
literature data: there were more flipper and boty type
isolates and the duplex PCR reaction was not a stabile
method for transposon detection.
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In the course of our examinations almost moiety of
minisatellite variant repeats were newly referred
variants, which were occurred ordinarily just in few
samples, supposed that was evolved by local
mutation.

The investigated genetic markers in themselves did
not give enough genetic information, but all of them
completed with microsatellite markers were suited for
genetic analysis of isolates. More loci showed just a
little hierarchy between haplotypes. That was
confirmed by statistical examinations also.

Examination of microsatelites and multilocus
genotypes with Association Index showed that B.
cienera populations form Eger wine district were

capable for sexual reproduction.

In B. cinerea populations from different geographical
areas the fixation index was very low.

It was not found any connections between fungicide
resistance and examined genetic markers.

6. Results in practical use

The high genetic variability and the existence

sexual reproduction unambiguously explain why the
resistance against fungicides is growing so quickly and
easily in B. cinerea populations. The effect of unilateral
and inefficient fungicide using eventuate appearing and
spreading of resistant isolates. Our examinations affirmed
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that fact as well as shown the same tendency in the usage
of fungicides against B. cinerea nowadays. The deep
cognitions of the population structure and biological
relations of fungicide resistance would give help to
develop a more suitable and effective plant protection
technology and attainment of an environment friendly
plant protection by using less fungicide.
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