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1. BEVEZETES

Az almatermésii novényfajok sulyos betegségét, az un. ,tiizelhalast” az Erwinia amylovora
(Burrill) Winslow et al. (1920) nevii baktérium okozza. Az ENSZ FAO Eurdpai és Foldkozi-tenger
melléki orszagok Novenyvédelmi Szervezete (EPPO) ajanlédsa alapjan Eurdpa szerte, igy
Magyarorszagon is —mint tagorszagban- zarlati (karantén) karosito.

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban honos, mintegy 200 éve ismert betegség. Az 1950-es évek
kdzepén hurcoltak be Eurdpaba (Anglia) es a Féldkodzi-tenger medencéjébe (Egyiptom), és mara a régié
szinte valamennyi orszégéaban elterjedt. Elsé magyarorszagi el6fordulasat 1995 nyaran észlelték egy
43,5 ha-0s 6 éves almaiiltetvényben, Nyarlérinc kozség hataraban (Hevesi, 1996). Megjelenése Ota
évrél-évre el6fordul, a baktérium szamara kedvez6 id6jaras esetén az okozott kar igen jelentds.

A Rosaceae csaladon bellil 40 nemzetségbe tartozd 200 novényfaj tekintheté a baktérium
gazdandvényének (Steiner és Zeller, 1996). A gazdandvények kozil a Cotoneaster, Crataegus,
Cydonia, Malus, Pyrus, Photinia, Pyracantha és Sorbus nemzetséghez tartozé fajok a legfontosabbak
kereskedelmi szempontbol. Magyarorszagon nem annyira jelentds mirtuszgalagonya és a japan naspolya
is a korokozd gazdandvénykorébe tartozik. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a tiiskétlen szedren
(Evans, 1996) és malnan is jelezték a korokoz6 megjelenését (Schnabel és Jones, 2001). Beszamoltak a
japan szilva hajtasfert6zésérél (Mohan és Thomson, 1996) valamint Eurépaban, Németorszag északi
részén a szilva és japan rdozsa természetes ferté6zodésérdl is (Vanneste és mtsai, 2002). Az USA-ban
szilva és kajszi hibridjének hajtasszaradasat (Mohan, 2007) és Csehorszagban a kajszi természetes
fert6zO0dését is publikaltak (Korba és Sillerova, 2010).

Magyarorszagon az E. amylovora Malus, Pyrus, Cotoneaster, Crataegus, Cydonia, Pyracantha
és Sorbus fajokon terjedt el. Eddig mas Rubus vagy Prunus fajokon torténé megjelenésr6l még nem
szdmoltak be. 2011 nyaran Budadrson telepitett 10-15 éves szilvafa (Prunus domestica L. ‘d’Agen’)
fiatal hajtasan észleltiik a tiizelhalas tiineteit.

Ezért munkank soran célul tiiztik ki:

- a kérokozo azonositésat,

- a korokozo klasszikus és molekularis bioldgiai jellemzését,
- a korokozo rokonsagi kapcsolatainak feltarasat,

- a mesterséges visszafertdzést,

- mas gazdandvényrdl szarmazo izolatummal valo 6sszehasonlitast.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A kérokozo6 tudoményos besorolasa

. Torzs: Protebacteria

. Osztaly: Gammaproteobacteria

. Rend: Enterobacteriales

. Csalad: Enterobacteriaceae

. Nemzetség: Erwinia

J Faj: Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. (1920)

2.2 A tiizelhalas betegség eredete

Az Erwinia amylovora (Burill) Winslow et al. baktérium okozta tlizelhalas az almatermési
gyumolcsfajok legrégebbi és legveszélyesebb kdrokozédja. Az elmult 35 évben szamos elérelépést tettek,
hogy a betegséget megértsék jarvanytani szempontb6l, de ezek ellenére a tiizelhalas ma is hatalmas
karokat okoz az alma- és korteultetvényekben, és minden évben tobb milliés gazdasagi karokat okoz
szerte a vilagban. A tiizelhalas elnevezés egyértelmiien utal a korokozo altal okozott perzseléses,
¢gésszerl tiinetekre.

Az els6é irasos feljegyzések 1780-bol szarmaznak, amit New York allamban egy
korteultetvényben észleltek. 1882-ben Burrill publikalta elészor, Micrococcus amylovorus néven, de 6
nem izoléalta a baktériumot. 1884-ben Joseph C. Arthur végezte el az elsé izolélast, és kisérletben
bizonyitotta, hogy egy baktérium a betegség kozvetlen okozoéja. Az Erwinia nemzetség, illetve E.
amylovora faj megjelolés, Winslow és mtsai. (1920) nevéhez fliz6dik, ett6] kezdédéen a korokozo neve
Erwinia amylovora (Burrill), amit 1923-t6l az Amerikai Bakterioldgiai Tarsasag hivatalosan is elismert
(van der Zwet és Beer, 1995).

2.3 A tiizelhalas betegség elterjedése

Az Erwinia amylovora egyre nagyobb mértékii elterjedésérél a XVIII. szazad végétol
folyamatosan éllnak rendelkezésiinkre adatok. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban az 6sszes allamban
megjelent. 1870-ben Kanadaban szamoltak be elészor a korokozorol, 1921-ben Mexikdban, majd 1968-
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ban Guatemaldban. 1903-ban Japanban is megjelentek irdsos kozlemeények, jelentések a betegségrol,
majd ezt kovetéen 1921-ben Uj-Zélandon észlelték a korokozot alma, korte, birs és galagonya
novényeken (Bonn és van der Zwet, 2000).

Eszak-Amerikabol tobb mint fél évszazad alatt jutott el a kérokozé szaporitéanyaggal a tobbi
kontinensre: eldszor Nyugat-Eurdpaba (Anglia, 1957) és Eszak-Afrikaba. Egyiptomban 1964-ben a
Nilus volgyében kortén jelentkezett eldszor. Azutan kozel 20 évig nem volt jelentds kar, a korokozo
ugymond eltiint, mignem az 6koldgiai feltételek ismét kedvezévé valtak szamara. A 80-as évek elején
viszont robbanasszerii jarvany tort ki. Egyiptombdl terjedt el a korokozo lzraelbe (Shabi és Zutra,
1987), Jordaniaba, Torokorszagba (Demir és Glindogdu, 1993), Iranba, Gérdgorszagba.

Anglidbol és Egyiptombol alig 50 év alatt 39 orszagban jelent meg a koérokozo6. 1966-ban
Lengyelorszagban, Gdansk mellett talaltak meg alman és kortén (Sobiczewski, 1996). Belgiumban,
Franciaorszagban, Németorszagban 1971-1980 kozott jelent meg a tlizelhalas. Németorszagban elGszor
Hamburg kornyékén talalkoztak vele és kozel 10 év alatt ért el a fertézés Bajororszagig (van der Zwet
és Beer, 1995). Eszak-Eurdpaban, Norvégiaban, Svédorszagban és Eszak-irorszagban 1986-ban
jelentkezett a tlizelhalas disznovényeken, galagonyan, tliztovisen €¢s madarbirsen. Csehorszagban eldszor
1987-ben Praga mellett fedezték fel galagonyan (van der Zwet és Walter, 1996). Olaszorszagban,
Szicilidban 1990-ben, Bolognaban 1994-ben talaltdk meg a kérokozét és Kokoskova (1996) szerint
fertézott import szaporitéanyaggal vagy légaram Utjan jutott be az orszagba. Svajcban 1989-ben,
Romaénidban 1992 augusztusaban észlelték eldszor, Bralia kozelében. Az elérehaladott tiinetek alapjan
valoszintisithetd, hogy a fertézés mar legalabb 1 évvel kordbban jelent meg. Ausztriaban 1993-ban
szamoltak be a betegségrdl. Spanyolorszagban 1995-ben bukkant fel a francia hatar mellett (van der
Zwet és Walter, 1996).

A Balkan-félszigeten észak felé terjedt a tiizelhalas betegség. 1989-ben elérte Macedoniat majd
ugyanebben az évben, Szerbidban is megjelent az orszag nyugati részén, Sabac varoshoz kozel. A
tlizelhalas els6 tiineteit kortén és birsen figyelték meg (Arsenijevi¢ és mtsai., 1991). 1990-ben sulyos
jarvanyt okozott Szerbia egész terliletén (Arsenijevi¢ €s Pani¢, 1992). Disznovényeken valamivel
késébb jelent meg a korokozo, Pyracantha coccinea-n 1997-ben, mig Chaenomeles japonica-n és
Cotoneaster horisontalis-on 2000-ben (Gavrilovi¢ és Arsenijevié¢, 1998; Balaz és mtsai., 2004).
Szerbia egész teriiletén folyamatosan terjed a tlizelhalas korokozodja és gazdandvényeinek szama is
folyamatosan novekszik (Balaz és mtsai., 2009).

A déli féltekérdl csak Uj- Zélandrol jelentettek fertézést. Van der Zwet és Beer szerint (1995)

Eszak-Amerikatol vagy EurGpatol ilyen messzire csak fertézott faladakkal vagy fertézott
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szaporitdanyaggal kerulhetett be a korokozo. A kdrokozdt a mai napig 6sszesen 46 orszagban észlelték.
Eurdpaban az utolsé Erwinia mentes orszdg Szlovénia volt, mig ott is elszortan egy-egy fert6zési goc
jelent meg 2001-ben, majd egy nagyobb jarvanyrdl szdmoltak be 2003-ban (Dreo és mtsai., 2006).

Az 1980-as évek kozepétdl a betegség balkan-félszigeti eldretorését, csehorszagi, jugoszlaviai
¢s romaniai fellépését kovetéen komolyan szamitani lehetett magyarorszagi megjelenésre is.
Magyarorszagon Kecskemét termesztési korzetében (Nyarldrinc) levé almaiiltetvényben 1995 késd
6szén és 1996 kora tavasszal észlelték elGszor a tiizelhalas tineteit és Hevesi Maria azonositotta az
Erwinia amylovora karantén baktériumot (Hevesi, 1996). 1997-ben Zala és Szabolcs-Szatmar-Bereg
megye valt aldozattd, illetve tovabbi megyékbdl is jelentettek akkor még nem jelentds karokat (Németh,
1997). Békés, Bacs-Kiskun, Csongrad megyékre koncentralodtak a fert6zések, de Baranyaban is
regisztraltak fert6zott gocokat. Magyarorszagi megjelenés utan két évvel a fert6zésmentes megyék
szama mindodssze Vas és Nograd megyére korlatozddott (Németh, 1999). 2000-ben, egy jarvanyos
évben kb. 3780 ha alma, korte- és birsultetvény fert6z6dott meg (Palfi és mtsai., 2000). A kdvetkez6
években Szabolcs-Szatmar-Bereg és Borsod-Abalj-Zemplén megyében is nétt a fertézott teriiletek
ardnya (Méro, 2004; Csete és mtsai.,, 2004). A kovetkez6 években az iddjarasi viszonyok nem
kedveztek a korokozd szamara, bar 2007-ben tobb megyében - koztuk Fejér megyében - Gjabb erds
fertézésr6l szamoltak be (Dénes, 2007). Mara mar egész Magyarorszag teriilete fertézott a tlizelhalas

betegség korokozéjatol.

2.4 A koérokoz6 gazdandvényei

A korokozé a Rosaceae csalad 40 nemzetségének mintegy 200 névényfajan fordul el6 (Steiner
és Zeller, 1996). A gazdandvények kozil a Cotoneaster, Crataegus, Cydonia, Malus, Pyrus, Photinia,
Pyracantha és Sorbus nemzetséghez tartoz6 fajok a legfontosabbak kereskedelmi szempontbol (1., 2.
abra). Feltételezhetd, hogy régota karosit az Amerikaban Gshonos berkenye, galagonya, vadkorte és
vadalma fajokon. Magyarorszagon jelenleg behozatali tilalom alad es6 mirtuszgalagonya (Stranvaesia
davidiana) és a fagyérzékenysége miatt nem termeszthet6 japan naspolya (Eriobotrya japonica) kevésbé
ismert gazdanovényfajok. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a tiiskétlen szedren (Rubus rusticanus var.
inermis) (Evans, 1996) és malnan (Rubus idaeus) is jelezték a korokozd megjelenését, melyekrol
izolaltak is Erwinia amylovora baktériumtorzseket is (Schnabel és Jones, 2001), melyek viszont az
alman és a kortén nem fert6zoképesek (Sobiczewski és mtsai., 1997). A korokozd Rosa fajokon torténd
karositasarol sz6l6 informaciok nem minden esetben nyertek megerdsitést (Nemeth, 1997). A tizelhalas
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betegség nem korlatozodik feltétleniil almatermésti novényfajokra, hiszen mar beszdmoltak a japan
szilva (Prunus salicina) fiatal hajtasainak természetes fert6z6désér6l is (Mohan és Thomson, 1996). A
betegség csak a hajtasokat pusztitja el és az idosebb részekre nem terjed at, valamint a viragok
fert6z6dése sem ismert (Mohan és Bijman, 1998). Az USA-ban szilva és kajszi hibridjén (Pluot®)
hajtasszaradasrol szdmoltak be (Mohan, 2007). Csehorszagban a kajszi (P. armeniaca) (Korba és
Sillerova, 2010), Németorszag északi részén az eurdpai szilva (Prunus domestica) €s a japan rozsa

(Rosa rugosa) természetes fert6z6dését is publikaltak (Vanneste és mtsai, 2002).

L

1. dbra: A tiizelhalas tiinetei kortehajtason 2. abra: A tiizelhalas tiinetei tizt6vis hajtasan
(Foto: Hajagos Laura) (Foto: Vegh Anita)

2.5 A betegség tlnetei

A tiizelhalas jellegzetes tiineteit van der Zwet és Keil (1979) irta le. Attdl fiiggben, hogy mely
ndvényi részt tAmadja meg a korokozd, megklldnboztetink virdg-, hajtas-, levél-, gyimdlcs-, &4g- és
torzs-, valamint gyokérnyak- és gyokérelhalast.

Viragelhalas

A vegetacio soran el6szor a viragfert6zés tinetei jelennek meg. Egy kilonallé virdg, virdgok
vagy egy egész viragbog fertdzodhet. A virdgok eldszor vizenydsek lesznek, hervadnak, fonnyadnak,
elszaradnak, barnulnak, majd végul barnas feketén elhalnak (3. abra). A csészelevél és a viragkocsany
is vizzel atitatottnak tlinik. A fert6zott, megbarnult, megfeketedett virdgok lehullhatnak, de rendszerint a
fan maradnak. Meleg, paras id6jaras esetén, a virdgkocsanyon gyakran nyalkacseppek jelennek meg.

Exudatum képz6dés hianyaban egyértelmilen csak a virdgzas utan allapithatdé meg a viragzat
7



megbetegedése. A viragfert6zést kovetéen a kocsdnyon Keresztul szisztemikusan fert6z6dik a fiatal
gyimolcs. A virdgzaton kivald nyalkacseppek a hajtasfertdzés forrasai lehetnek. Egyetlen virdg

fertézodése gyakran a teljes termdag, termdalap pusztulasahoz vezet.

3. abra: A tiizelhalés tiinetei korte virdgokon
(Fotd: Végh Anita)

Hajtas- és levélelhalas

A betegség legjellemzobb tiinete. Vannak évek, amikor csak hajtasfertdzést lehet megfigyelni.
Viragzas utan, a nedvdus friss hajtasok, a vizhajtasok és a tésarjak a legérzékenyebbek a fertézésre. A
hajtasfert6zés tiinetei hasonloak a virdgfertézéshez, de sokkal gyorsabb lefolyast. Optimalis id6jarasi
feltételek esetén (meleg, paras) a fert6zés 15-30 cm-t is halad a hajtasban, mig extrém esetben akar 50-
70 cm-t is elérheti naponta. A hajtasok a csucs feldl fert6zodnek, eléri a vesszoket, gallyakat is. A
hajtasvég pasztorbotszerlien visszagorbiil, barnul, végiil elhal (4. abra). Almafa esetében a fert6zott
hajtasok vilagosbarnatol sotétbarndba, korte esetében sotétbarnabol feketébe hajlok. Ha a fert6z6dés
fekélyes sebbdl vagy a hajtast neveld gallybol szarmazik, ugy nem figyelhetd meg pasztorbotszeri
gorbilet. A korokozd szamara kedvezé iddjaras esetén baktérium nyalkacseppek jelennek meg a
hajtasvégeken, amelyek szine el0szor piszkosfehér, majd a levegén rovidesen borostyanszinii, késobb
rozsdavoros lesz.

A levél fert6z6dése a sztomakon keresztil, rovarok altal vagy sebzéseken (jégeso, szélverés) at
tortenik. A levél f6- és mellékerei barnasra szinezddnek, majd feketén elhalnak (5. abra). Az elhalt

levelek a fert6zott hajtasrol nem hullnak le.



4. abra: A tlizelhalas tiinetei kortehajtasokon 5. dbra: A tlizelhalas tiinetei korte leveleken
(Fotd: Végh Anita) (Fotd: Végh Anita)

Gyumolcselhalas

Az éretlen gyiimdlcsok megbetegedése a leggyakoribb. A kifejlodott gylimdlesokon megjelend
tinetek hasonloak a fiatal gyiimolcsokéhez. Az éretlen gylimdlesok belséleg szisztemikusan
fertdzddnek. A gylimélcs eldszor sziirkészold, majd vizenyds lesz, késébb barnulnak, megfeketednek,
mumifikalodnak és a fan maradnak vagy lehullnak. Az érett gyiimolecsok a borszovet lenticelldin,
sebzéseken, valamint a fertézott vesszokon, gallyakon keresztiil a kocsanyon at fert6zodhetnek. A

paraszemOlcsokbdl néha ragados, slrli, az opalostol az aranysargdig valtozo szinli baktériumnyalka tor

el6 (6. &bra).

6. abra: A tlizelhalas tiinetei kdrte gyiimolcsén
(http://www.apsnet.org/publications/imageresources/Pages/\VVolume87-10-3.aspx)



http://www.apsnet.org/publications/imageresources/Pages/Volume87-10-3.aspx

Ag és torzselhalas

A fert6zés a viragok, a hajtasok vagy a gyimolcsok feldl halad a vesszok, gallyak és id6sebb
agakon at a torzs felé. A hancsszovet szivacsos, puha allomanyt, vizenyds lesz, majd eziistds barnara
szinezédik. Az elhalt szovet beslipped, kiszérad, az egészséges €s beteg részeket repedés valasztja el
egymastol. A folt alatt a farész rozsdabarna vagy barna szinii. A hajtasok és agak teljesen elhalhatnak.
Az agakon és a torzson jelentkez6 elhalt foltokon exudatum valhat ki. Ha a rakos seb szélérdl
eltavolitjuk a kérget a fas részeken vorGsesbarna jellegzetes csikozottsag figyelheté meg. Az agakon
1évo fertdzott vizhajtasok illetve a kisebb elagazasok alapi részénél kialakulnak olyan rakos sebek,

melyek a kdrokozo attelelését biztositjak (7. abra).

7. dbra: A tlizelhalas tiinetei almafa torzsén
(http://www.caf.wvu.edu/kearneysville/disease descriptions/omblight.html)

Gyodkérnyak-és gyokérpusztulas

A tlizelhalasnak ez a két tipusa a legveszélyesebb és gyakran okozza az egész fa pusztuldsat. A
gyokérnyaki fertézés indulhat a téli fagy kovetkeztében kialakult sebeken at, vértetli fertézés nyoman
vagy a hajtasok fel6l jut el a torzson at a gyokérnyakba, majd a gyokerekbe. Még a fakoronabdl az ag és
a torzs feliiletérdl lemosodo baktériumok is fertdznek. A gyokérnyak fertdzés soran a fak sokszor nem
mutatnak tlizelhalasra utald tiineteket, ezért Osszetéveszthetok mas egyéb gyokér- és gyokernyaki

betegségekkel.
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2.6 A tiizelhalassal szembeni védekezés lehetdségei

Az Erwinia amylovora okozta tiizelhalas betegség, a legnehezebben lekiizdheté betegségek
kozé tartozik. Mintegy kétszaz eves ismertseég ellenére, az ellene valo védekezés a mai napig nem
megoldott. Csak a kiilonb6zé védekezési modszerek, mint a novény egészségiigyi rendszabalyok,
agrotechnikai elemek, novényvédo szeres védekezés, rezisztens €s tolerans fajtak termesztése, biologiai
védekezés dsszességének integralt alkalmazasa hozhat eredmeényt (Sobiczewski és mtsai., 1997).

A vegetacios idészakban nagymértékben fiigg a novényvédo szeres védekezések hatékonysaga
a permetezések 1dozitésétdl. Megfelelé hatdsuk csak az iddben, megel6zo jelleggel alkalmazott
kezelésnek van. Ha az id6jarasi koriilmények nem kedvezdek az inokulum felszaporodaséhoz, a fertézés
1étrejottéhez és a betegség kifejlddéséhez, akkor a vegetdcido sordn, els@sorban a virdgzas alatt a
programszeriien elvégzett kezelések feleslegesek. A jelenleg ismert elérejelzési modszerek kozil az
USA-ban a Maryblyt rendszer, mig Eurépaban a Billing féle (Firescreens) és azon alapulé rendszerek
terjedtek el leginkabb. A Maryblyt modell féként az id6jarasi adatokat veszi figyelembe, mig a Billing-
féle integralt rendszer (BIS95) a kdrokozo6 napi szaporodasi Utemére alapozott becslésen és a csapadek
mérésen alapul (Sobiczewsi és mtsai., 1997).

Legfontosabb ¢és legalapvetobb kovetelmény a fertdzésmentes szaporitéanyag eldallitasa €s
forgalmazésa. A betegség bejelentés koteles, azaz fellépése, vagy annak gyanUja esetén értesiteni kell a
teruletileg illetékes Szakigazgatasi Hivatalt és a hatdsdg zarlati intézkedéseit maradéktalanul be kell
tartania mindenkinek (Németh, 1997).

Legrégebbi védekezési mod a fert6zott novényi részek eltavolitasa és megsemmisitése. 40-60
centiméterrel a fert6zott rész alatt kell levagni a beteg hajtast. Nagyon fontos az Ultetvények rendszeres
ellenbrzése is. Az egészségesnek latszo kései vagy méasodviragzasbol szarmazo virdgok eltavolitasa is
szlikséges, mert ezek megjelenési iddszakdban a virdgfertézés kornyezeti feltételei sokkal inkabb
adottak, mint normal virdgzas soran. A viragzasi iddben megjelent fertdzott viragokat is el kell tavolitani
és meg kell semmisiteni. A fertézott novényi részek levagasakor hasznalt eszkdzoket minden
beavatkozds utan fert6tleniteni, a sebeket pedig kezelni kell. A mentesité metszésbdl szadrmazod
nyesedéket el kell égetni (van der Zwet és Beer, 1995).

A tlizelhalas ellen a rézkészitményeket- hasonléan mas baktériumos betegségekhez-
alkalmazzak. Leggyakrabb a rézoxiklorid, rézhidroxid és rézszulfat hatdanyagu szerek keriilnek el6térbe

(Sobiczewski és mtsai.,, 1997). Hasznalatuk soran figyelembe kell venni a kiilonb6z6 fajtak
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rézérzékenységét. Ajanlatos a lombhullas utani és a riigyfakadas el6tti lemosd permetezés mivel
inokulum forrasok lehetnek az attelel, beteg novényi részek. Ezen rézkészitmények jelentik a
legegyszeriibb, legolcsobb, de egyben a legkevésbé hatasos védekezést a tlizelhalas ellen (Laszlo, 2008).

Leghatékonyabb védekezési lehetdségnek a tiizelhalas ellen az antibiotikumok hasznalata volt.
Az Amerikai Egyesiilt Allamokban gyakori volt a sztreptomicin viragzaskori alkalmazasa, véleményiik
szerint eredményes védekezés nélkiile elképzelhetetlen. Viragfertézéskor, tapasztalatok szerint, 3-4
kezelés még 30 év utan is hatasos, csak 6-nal tobb kezelés utan alakul ki rezisztencia (Sobiczewski és
mtsai., 1997). Ugyanakkor az Egyesiilt Allamokban 1972 6ta ismernek sztreptomicin rezisztens Erwinia
amylovora torzseket, melyeket mar Uj-Zélandon is megtalaltak. Mivel a sztreptomicin a human
gyogyaszatban is hasznalatos, ezért az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) nem ajanlja névényvédelmi
célu felhasznalasra. Az Eurdpai Unio tobb orszagaban is betiltottak, igy Magyarorszagon is. A
kasugamycin hatdéanyagu Kasumin 2L Magyarorszagon 2007. junius 30-ig volt alkalmazhato, de
virdgzaskor még eseti engedellyel hasznalhato.

A fozetil- Al hatéanyagl Aliette 80 WG-t is lehet hasznélni, mely a rézkészitményeknél
hatasosabb és a sztreptomicinnel esetenként azonos hatékonysagu, melyet a viragzas kezdetétél a
viragzas végéig 2-3- szor lehet alkalmazni (Sobiczewski és mtsai., 1997). Hatdsmechanizmusa a
névényi rezisztencia mesterséges indukalasan alapul (Laszl6, 2008).

E. amylovora-ra esetében 20 éve zajlanak kutatdsok bioldgiai védekezés kidolgozasara
antagonista, epifita baktériumok alkalmazasaval. Ezek hatdsa gatlé anyagok termelésén és a tapanyagok
korokozo6 eldl torténd felélésén alapul, ezért kijuttatdsuknak mar a kérokozo megjelenése elétt meg kell
torténnie. Mivel az antagonistak fejlodése telelés fiiggvénye, a védekezés hatasfoka fligg az évjarattol €s
a foldrajzi helyt6l. Mire a kdrokoz6 odajutna, az antagonista baktériumoknak a sebfeliileten és a viragok
nektariumainal kell lennie. Szadmos Kkisérletet folytattak Pseudomonas fluorescens és Pantoea
agglomerans (syn. E. herbicicola) egyes torzseivel és a Bacillus subtilis tobb torzse is igen igéretesnek
bizonyult, valamint Photorhabdus és Xenorhabdus fajok antibakteridlis hatasarél is beszamoltak.
(BOszormenyi és mtsai., 2009). A baktérium elleni vedekezésben in vitro és szabadfoldon is a
kiilonbo6z6 élesztéfajok (Aureobasidium pullulans, Candida sake, Metschnikowia pulccherima) térzsei is
hatdsosnak bizonyultak (Seibold és mtsai., 2006). Eurdpa tobb orszagaban ideiglenes felhasznalasi
engedélyt kapott egy osztrak ceg (Bioferm) uj biologiai novényvédo szere, a ,,Blossom Protect”, amely
az Aureobasidium pullulans élesztofaj két torzsét tartalmazza. Magyarorszagon alma, korte, birs, és

naspolya kultirdkban engedélyezett (Baranyi és Valovics, 2011).
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Hevesi és mtsai. (2006) in vitro vizsgalatokban az Origanum-, Mentha-, Thymus-, Tagetes
fajokban a carvon, dihidrokarvon, timol és karvakrol vegyiletek hatasossagat vizsgaltdk E. amylovora
ellen.

Az E. amylovora-val szembeni rezisztenciara val6 nemesités nagy multra tekint vissza, ennek
ellenére a gyakorlatban termesztett tolerans fajtak szdma nagyon kevés. A baktérium szinte a fajtak
mindegyikét képes megfertozni, egy résziiknél azonban a tlinetekben, termés kiesében megnyilvanuld

jelentds negativ hatas nem érvényesiil. Tehat valdjaban csak toleranciarol beszélhetiink (Németh, 1997).

2.7 A kérokozo6 azonositadsanak modszerei

A baktériumok azonositasa és jellemzése azok morfolégiai (Crosse és Goodman, 1973; King
és mtsai., 1954; Miller és Schroth, 1972), biokémiai és fiziologiai (Hugh és Leifson, 1953; Lelliot és
mtsai., 1966; Suslow és mtsai., 1982) tulajdonsagaik alapjan torténik. Ha ezen tulajdonsagok mellett a
vizsgalt baktériumtorzs pontos rokonsdgara vagyunk kivancsiak, érdemes a rokonsagot genetikai
modszerrel vizsgalni. A genom 16S rDNS szakasza a baktériumtorzsek jellemzesére bevalt modszer
(Hauben és mtsai., 1998). A baktériumok molekularis vizsgalataindl lehetséges a genom egyes
részeinek (fragmentumoknak) fizikai méretkiilonbségeinek a vizsgalata is, mely elsdsorban fajon beliili
kilénbségek kimutatasara szolgal. A nukleinsav alapu markerek egy csoportja a genomban 1év6

szekvencia ismétlddésekre épiil (Kiss, 1999).

2.7.1 A korokozo izolalasa novénybol

Richter (1998) szerint, az Erwinia amylovora laboratoriumi izolalasanak legegyszeriibb
modszere: 1.) steril korllmények kozott, Kiizzitott szikével torténd mintavétel, a fertézott vagy
fert6zottnek vélt novénybol, ndvényi részbdl, az elhalt és az egészseges szovetek hatararol, 2.) desztillalt
viz hozzéadéasaval homogén szuszpenzid eldallitasa, 3.) a felszaporodott mikroszervezetek taptalaj
felszinére szélesztése, majd 48-72 h mulva a kialakult telepek megfigyelése és 4. ) tiszta tenyészet

eléallitasa. Targylemezen mikroszkop alatt is vizsgalhatd (Bereswill és mtsai., 1998; Balaz, 1999).
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2.7.2 A kbrokozo tenyésztésének feltételei

A baktérium szamara a meleg (22-28 °C), paras, nedves, csapadékos id6jaras kedvez (Hevesi,
1996). Steiner és Zeller (1996) vizsgalatai szerint széles hémérsékleti tartomanyban, 4-26 °C-on,
hetekig is képes életben maradni a ndvény feliiletén a korokozo. Bereswill és mtsai. (1998) kisérletében

7-7,5 pH érték mellett szaporodik, h6optimuma 28 °C.

2.7.3 A korokozo morfoldgiai és tenyészbélyegeli

Az E. amylovora Gram-negativ baktérium. Sejtjei 1,0-3,0 um x 0,5-1,0 um méretiiek, palcika
alakuak (8. abra). A baktérium peritrich flagellumokkal 6néllé mozgasra képes. Sporat nem képez
(Lelliott és Dickey, 1984).

8. abra: Az Erwinia amylovora baktérium flagellumokkal
(http://www.dirtdoctor.com/organic/garden/view question/id/2386/)

Az E. amylovora tenyésztéséhez és a koloniatipus meghatarozashoz szamos altalanos (Nutrient
agar, King-B) és szelektiv taptalaj (Crosse-Goodman, Miller and Schroth, Kado-Heskett, EMB) all
rendelkezéslinkre (Bereswill és mtsai., 1998). Az altalanos taptalajok a tenyésztéshez, fenntartashoz
szilkségesek. Koloniatipus alapjan a baktérium fajok kozotti, és a fajon beluli kilonbségek nem
mutathatoak ki, egyseges koldoniakat képeznek (Ishimaru, 1984). King-B taptalajon az E. amylovora

egyontetii krémszinti telepeket hoz Iétre, fluoreszcens festék nem képzoédik (Hevesi, 1996).
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Szelektiv téptalajok esetében a koldniatipusok milyensége nagymértékben a téptalajok
Osszetételétdl és a korokozod novekedési erélyétdl fiigg. A korokozok tenyésztése sordn leggyakrabban a
koldniak alakjat, allagat, szinét, szélét, feluletét vizsgaljak (Vanneste és Eden-Green, 2000). A Miller-
Schroth szelektiv taptalaj jellegzetessége, hogy minden Erwinia faj képes rajta novekedni, jol
megkiilonboztetheté koloniatipusokat alkotva. Az azonositas fénymikroszkdp segitségével torténik jo
megvilagitds mellett. Az E. amylovora koloniai narancssarga szintiek attetsz6 udvarral. Esetenként
Pseudomonas és mas baktérium fajok is megjelenhetnek a taptalajon és kékeszold telepeket képeznek
(Miller es Schroth, 1972). A Crosse-Goodman taptalaj kifejezetten E amylovora-ra szelektiv, magas
szachar0z (40%) tartalmu téaptalaj. A kdrokozo jol toleralja a magas szachar6z tartalmu kornyezetet.
Novekedése sordn a kolonidk feluletén jellegzetes kraterek alakulnak ki, mely alapjan az E. amylovora
faj jol elkiilonitheté mas szaprofita baktériumoktol (Crosse és Goodman, 1973). Az EMB (Eosin
Methylene Blue agar) taptalaj egy mérsékelten szelektiv taptalaj Gram-negativ, enterikus baktériumok
megkulonboztetésére. Ezen belll kilonbséget tesz a laktdzt fermentald és nem fermentalé mikrobak
kozott. A laktdzt bontd baktériumok vilagos, attetszo széli, fekete kozept koloniat képeznek, mig a
laktdzt nem bontoak szintelenek (Holt-Harris és Teague, 1916). A Kado-Heskett taptalaj kimondottan
Erwinia fajokra szelektiv. A taptalajon piros szinii koloniakat képez, melynek intenzitasa fiigg a fajtol.
A lagyrothadast okozo6 fajok szine intenzivebb, mint az E. amylovora csoporté. A reakcioidé 48 h, majd
utana a koldniék szine egységesen narancssarga sziniivé valik (Kado és Heskett, 1970).

2.7.4 A korokozo biokémiai, fizioldgiai tulajdonsagai

A baktérium fluoreszkald pigmentet nem termel, oxidativ, aerob ritkan fakultativ anaerob
(Lelliott és Dickey, 1984). Az izolatumok jellemzésére a kovetkezd biokémiai és fiziologiai
tulajdonsagok alkalmazhatok: glikoz fermentalas (+), oxidaz jelenléte (+), katalaz jelenléte (-), indol
képzés (-), ammoniaképzés (-), nitrat redukci6é (-), zselatinhidrolizis (+). Hiperszenzitiv reakciot ad
dohanylevelen és eldidézi a burgonya lagyrothadasat. Szaporodik és nyalkat képez almaszeleteken
(Hevesi, 1996).

275 A kérokoz6 molekuléaris azonositasa

Fenotipusos vizsgalatok mellett, egy egyed, faj vagy fajta genetikai ujjlenyomata, olyan egyedi

tulajdonsagok Osszessége, melyek genotipusos megkiilonboztetést tesznek lehetéve. Ezek segitségével,
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valamint a DNS konnyii szallitasa, sokszorositasa, konzervaldsa révén az gsszehasonlitd vizsgalatok
leegyszeriisodtek (Hajosné Novak, 1999). A marker sz6 jel6ld funkciot ellatd egységet jelent, ami a
genetikdban egy tulajdonsag meglétét jelzé allél, illetve esetenként a nem kodold régioban talalhatod
motivum. A molekularis genetikai markerek két nagy csoportba oszthatok attdl fiiggéen, hogy
nukleinsav, vagy egyéb (pl.: fehérje) alkotdelemet hasznélunk fel a ndvény vagy méas organizmus
jellemzésére.

Mivel a szeroldgia mddszerek szenzitivitasa és specificitdsa nem 100%-os, elterjedében van,
mind a human, mind a névénypatogén baktériumok molekularis bioldgiai mddszerekkel, pl.: PCR-el
(polimeraz lancreakcid) valé azonositasa. (Bernet és mtsai., 1989, Mullis és mtsai., 1986). A
baktériumok esetében, valamilyen genetikai bélyeg kimutatasara legelterjedtebb a 16S riboszomalis
RNS-t (rRNS) kddold gén bazis-sorrendjének meghatarozasa szekvencia analizissel. Ezt a mddszert ma
mar széleskoriien hasznaljak baktériumok identifikalasara és taxondmiai vizsgalatok Kkivitelezésére
(Choi és mtsai., 1996; Clarridge, 2004). A bakterialis eredeti 16S rRNS gén jellegét tekintve nagyon
konzervativ, kiilonb6z6 fajok esetében is akar 95-96%-0s homoldgiat mutathat. Tartalmaz azonban
altalaban kilenc ,hipervaridbilis régiot” mely jelentds eltéréseket mutat kiillonbozd baktérium fajok
kozott, ezéltal alkalmas faj szintii identifikaciora (Van de peer és mtsai., 1996). Baktériumok esetében
egy fajhoz tartozonak nevezzilk azokat az egyedeket, melyeknek teljes DNS allomanyuk egymassal
70%-nal nagyobb homoldgiat mutat. A legtobb PCR soran olyan primereket alkalmaznak, melyek
rendkivil specifikusak a vizsgalt baktériumra, vagy baktériumok egy kisebb csoportjara. A 16S rRNS
gén specifikus primerek a megvizsgalt 6sszes baktériumra nézve univerzalisak.

A nukleinsav alapt markerek &ltaldban a genom egyes részeinek (fragmentumok) fizikai
méretkulonbségei &ltal, vagy bizonyos szekvencidk megléte révén elvégezheté azonositast, illetve
elkiilonitést tesznek lehetévé. A nukleotid ismétlodésbdl allo egységeket SSR-nek (short sequence
repeat — rovid szekvencia ismétlddés) (Jacob és mtsai., 1991) nevezzilk. Ezek az elemek nagy
polimorfizmust mutatd részek a genomok nem kddold régidiban, kodominansan, a Mendeli torvények
szerint 6roklédnek. Az SSR markerek PCR (polimerase chain reaction — polimeraz lancreakcio) (Mullis
és mtsai., 1986) technikaval, kis mennyiségi DNS felhasznalasaval megsokszorozhatoak. A I6kuszok
egyedileg definidlhatbak a genomban, a repetitiv szekvenciakat hatarold konzervativ szakaszokra
tervezett primerek révén (Weber és May, 1989).

Az SSR méret szerinti tesztek nagy elérelépést jelentettek a baktériumfajok kozotti
kilénbségek kimutatasaban. Az SSR adatok sokkal jobban reprodukélhatok, mint més tipusba sorolasi

modszerek. Ruppitsch és mtsai. (2004) vizsgaltdk az E. amylovora SSR egységeinek stabilitasat
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standard laboratdriumi és stressz korilmények kozott. Veégul bebizonyosodott, hogy az SSR egységek
megfelelnek a genetikai marker feltételeinek. Az E. amylovora-ban megtalélhaté pEA29 plazmid mérete
megkozelitdleg 28,2 kb nagysagu. Az SSR, ami jelen esetben 8 nukleotid (ATTACAGA), a pEA29
plazmid 1,1 kb hosszu Pstl fragmentjében (9. abra) 3-15 alkalommal ismétlédik a kiilonb6z6 E.

amylovora izolatumokban.

Pstl fragment
(1,1 kb) BamHI (1)
Pstl (26719)

Pstl (25658)

) ORF 21
ORF I8+ 7

Psi1 (23179)

Pstl (22636) Pstl (6033)

Pstl (6225)

ORF 16 ORF 5

pEA29

Pstl (20668) —<= |

ORF 15

/ mpR

ORF 14 7\ ORF 7

ORF 12 Pst] (9810)

ORF 13
parA

A

ORF 11 ORFS

ORF 10
thiQ

9. &bra: A vizsgalt Pstl fragment elhelyezkedése a pEA29 plazmidban
(Gayle és mtsai., 2000)

Ruppitsch és mtsai (2004) altal tervezett primerekkel (pEA29A, pEA29B) a pEA29 plazmid
Pstl fragmentuma PCR technikaval felszaporithato és értékelheté a fragmentum hossz polimorfizmus

alapjan. Ezek alapjan teljes biztonsaggal elkiilonithetek az egyes izolatumok (Keck és mtsai, 2002).
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1 A vizsgalat helye

A tineteket mutatd szilva hajtast 2011. jalius végén Budadrsr6l gyiijtottiik, majd a mintat a
Budapesti Corvinus Egyetem NOvénykortani Tanszékére szallitottuk. A kdérokozO azonositasat a
Novénykortani Tanszék laboratoriumaban végeztik el. A kdérokozo riboszomalis DNS-ének 16S
szakaszat tartalmazd rekombinans plazmidot, és a pEA29-es plazmid Pstl fragmentjének nukleinsav
szekvenciajat Szegeden a BAY-GEN No&vénygenomikai, Huméan BiotechnolGgiai és Bioenergiai

Intézetben hataroztattuk meg.

3.2 A vizsgalat anyaga
321 A vizsgélat soran haszndlt ndvények, izoldtumok

A koérokozét szilvafa (Prunus domestica L. ‘d’Agen’) fiatal fert6zott hajtasarol izolaltuk (Ea-
PlumBol). A korokoz6 patogenitasanak teszteléséhez és a Koch-posztulatumok vizsgalatahoz fiatal
szilvahajtasokat (Besztercei fajta), szilvaterméseket (Ringlo tipusu) és éretlen kortét (’Eldorado’ fajta); a
hiperszenzitiv reakcié vizsgélatahoz egészséges dohanyndvényt (Nicotiana tabacum L. cv. xanthi)
hasznaltunk. A koldniatipus, az APIS0CH kit valamint a pEA29 plazmid vizsgalatok ésszehasonlitashoz

az E. amylovora els6 hazai izolatumat (Eal) hasznaltuk, amely almar6l szdrmazott (Hevesi, 1996).

3.2.2 Vektor
A tisztitott PCR terméket a pGEM-T Easy plazmidba (Promega) ligaltuk (10. 4bra).

o
Promega

ILC pGEM*-T Easy Vector Map and Sequence Reference Points

| B2
2 | | ot
| 2o

pGEM*-T Easy
Veclor

120 150p)

10. &bra: A pGEM-T Easy Vektor
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3.2.3 Baktérium torzs a klénozashoz

A PCR termék klonozésahoz az Escherichia coli baktérium DH 5a torzsét hasznaltuk.

3.2.4 Taptalajok és termeszté kozegek

A korokozot King-B (King és mtsai., 1954) (20 g pepton, 10 g glycerol, 1,5 g K;HPO,, 1,5 g
MgSO, X 7 H,0, 15 g agar, 1 | végtérfogatban; pH: 7,2) taptalajon, 26 °C - on tenyésztettiik.

A tenyészbeélyegek meghatarozashoz King-B téaptalajt, EMB (Eosine Methylene Blue agar: 10
g zselatin, 5 g laktoz, 5 g szacharoz, 2 g dikalium-foszfat, 0,4 g eosin Y, 0,065 g metilénkék, 13,5 g agar
1 | desztillalt vizben oldva; pH: 7,2), kristalyviola-agart (Crosse-Goodman taptalaj: 160 g szachar6z, 12
g nutrient agar (BBL), 0.8 ml kristaly viola (0,1% -os oldata abszolut alkoholban) és 20 ml 0,1% -0s
cikloheximid 380 ml desztilllalt vizben oldva), Miller-Schroth (Osszetétel:

http://wiki.bugwood.org/Miller-Schroth_medium) és Kado-Heskett (8 g agar, 8 g kazein hidrolizat,

0,0358 g M@gSO4, 2 g K,PO4, 10 g szachardz, 4 g élesztékivonat) taptalajt hasznaltunk, ahol az
inkubacios homérséklet 26 °C volt.

A transzformalas soran steril 2TY (4 g tripton, 2,5 g éleszt6kivonat, 1,25 g NaCl, 250 ml
végterfogatban) és steril ampicillines LB taptalajt (2,5 g tripton, 1,25 g élesztékivonat, 2,5 g NaCl 250
ml végtérfogatban + 500 pl ampicillin), a Minipreparatum készitéséhez steril ampicillines LB szilard és

folyékony téptalajt hasznaltunk (Sambrook és mtsai., 1989).

3.25 A vizsgalat soran alkalmazott Kit-ek

A korokozé biokémiai tulajdonsagainak vizsgalata soran a Biomérieux altal gyartott API20E és
API50CH gyorstesztet hasznaltuk. A PCR termék tisztitdsat High Pure PCR Product Purification Kit-tel
(Roche) végeztilk. A szekvencia meghatarozashoz Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit-tel (Bio-Rad)

tisztitottuk a rekombinans plazmidot.

3.2.6 Enzimek
A felhasznalt enzimeket a Fermentas cégtdl vasaroltuk.
3.2.7 Primerek

A PCR soran univerzalis primereket hasznaltuk.
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A 16S rDNS szakaszhoz a kovetkezd primereket hasznaltuk:
1389r (reverse) primer 5’-ACG GGC GGT GTG TAC AAG-3’
63f (forward) primer 5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’

A pEA29 plazmidhoz hasznalt primerek a kovetkezdek:
pEA29A (reverse) 5’- CGG TTT TAA CGC TGG G- 3’

pEA29B (forward) 5°- GGG CAAATACTC GGATT-3’

3.2.8 PCR készilek

A polimerdz lancreakciét Applied Biosystems GeneAmp 9700 tipusu PCR késziilékében

végeztik.

3.3 A vizsgalat modszere
3.3.1 A Kartétel megallapitasa

A tlizelhalasra jellemzd tiinetet a szilvafan észleltiik. A fiatal hajtdson pasztorbotszerii gorbiilet

volt megfigyelhetd. A hajtas megfeketedett, elhalt.

3.3.2 A korokozo izolalasa taptalajon

A fert6zott szilvahajtast alkohollal fert6tlenitettiik, majd steril koriilmények kozott a hajtasrol,
az egeszséges €s az elhalt ndvényi rész hatarar6l mintat vettink. A ndvényi szdvetet steril desztillalt
vizzel homogenizaltuk, majd az elegyet steril King-B agar taptalajon szélesztettik, és a Petri-cseszéket
26 °C -on inkubaltuk 1-2 napon éat.

A kilonall6é koldniakat leoltottunk steril taptalajra, 26 °C -on inkubaltuk, majd a lemezeket 4
°C -on hiitében taroltuk.

A koérokozot a tovabbi vizsgalatokhoz -20 °C -on lefagyasztva glicerinben taroltuk.
Megorzésiik, fenntartasuk pedig -70 °C -on fagyasztd csOben torténik. A kozeg Osszetétele: 3 g Beaf
extract, 5 g pepton, 20 g glycerol, 1 liter desztillalt viz.
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3.3.3 A baktérium szuszpenzié eléallitasa

Az inokulélashoz sziikséges baktérium szuszpenziot a korokozo 1 napos (26 °C) tenyészetébdl
nyertiik. A spektrofotométert a vizsgalatok elott desztillalt vizzel kalibraltuk. Kémcsobe steril desztillalt
vizet toltottiink, majd ebbe helyeztiik a 24 oras, friss, tiszta tenyészetbdl szarmazo baktériumot. A

szuszpenziét homogenizaltuk, majd spektrofotométerrel 5x10° sejt/ml téménységiire allitottuk be.

3.34 Patogenitési teszt

A patogenitasi teszt elvégzése kiilonbozo tesztndvényeken szintén nélkiilozhetetlen modszer a
korokozd baktérium meghatarozasdhoz (Agrios, 1997). A betegségek mikrobidlis eredetére
vonatkozéan teljestlnilk kell a Koch-féle posztulatumoknak (Koch, 1876), melyek a kovetkez6ek:

1. A korokozd minden beteg novénybdl kimutathato

2. A koérokozé izoldlva mesterségesen tenyészthetd (nem obligat parazita esetében) vagy
obligat parazita esetén, fogékony gazdandvényen (tiszta tenyészet).

3. Az eredeti, de egeszséges gazdandvény inokulélva a korokozo a tiszta tenyészetéb6l azonos
tineteket hoz létre, mint a megfigyelt eredeti névényen.

4. A korokoz6 kimutathato ezekbdl az inokulalt novényekbdl és ismét tiszta tenyészetbe hozva
ugyanazok a tenyészbélyegek figyelhetbek meg, mint a 2. 1épésben nem obligat parazita

esetén.

A patogenitas vizsgalatban hasznalt szilva-, kortegylimdolcsok és a szilvahajtasok fellletét
alkohollal fertétlenitettiik.

Gyenge, fiatal, friss szilvahajtasokat fert6ztiink. A fertdzéskor a hajtdsok 20-25 cm
hossztséagliak voltak, melyek nem fasodtak. Hat hajtast fertéztiink, a baktérium szuszpenziét (5x10°
sejt/ml) a hajtas csuicsatol szamolt 2. teljesen kifejlodott levél honaljaba juttattuk be injekcios tlivel.
Ezutan péras korilmények kdzott (70-80 % relativ paratartalom) folia alatt a laboratériumban 25-27 °C -
on taroltuk, igy biztositva a kedvezd korilményeket a betegség kialakulasahoz. A kontroll novényt
desztillalt vizbe martott steril tiivel szirtuk meg és azonos koriilmények kdzott, elkilonitve tartottuk.

A gyumolcsok (fogyasztasra alkalmas &llapotu szilva és éretlen *Eldorado’ kortefajta) fert6zése steril

kortlmenyek kozott tortént. A tesztelésnél a természetes fert6z6dés mechanizmusat szurassal imitaltuk.
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A termést 3-6 helyen szrtuk meg baktérium szuszpenziéba (5x10° sejt/ml) martott landzsatiivel. A
kontrollt steril desztillalt vizbe martott tlivel kezeltiikk. A fertdzott gytimdlcsoket 5 napig 25-27 °C -on
inkubaltuk, 70-80 % -os paratartalmat biztositva. A fertézottség mértékét 5 fertézési fokozatba, fertézési
index (Horsfall és Barratt, 1945) soroltuk a fert6zott folt atméréje (mm) szerint: 0- tlinetmentes
gyumolcs, 1- kissé fogekony (1-5 mm), 2- kdzepesen fogékony (6-10 mm), 3- fogékony (10-20 mm), 4-

erdsen fogékony (>20 mm).

3.35 A korokozo azonositasa klasszikus modszerekkel
3.35.1 A Gram-féle tulajdonsag vizsgalata

A baktérium 24 6rés, friss, tiszta tenyészetébol a Petri-csészérdl steril fogpiszkalo segitségével
egy-két koloniat veszunk, és steril targylemezre helyezzilk. Majd hozzaadjuk a 3 % -os kalium-

hidroxidot és homogenizaljuk.

3.35.2 Hiperszenzitiv reakcio

A baktérium szuszpenzi6t (5x10° sejt/ml) a dohanylevél (Nicotiana tabacum L. cv. xanthi)

szOvetébe juttattuk injekcios tiivel. Majd 24-48 Ora elteltével figyeltik az elvaltozast.

3.35.3 A korokozo morfologiai jellemzéinek megallapitasa

A tenyészbélyegeket altaldnos és szelektiv taptalajokon (King-B téaptalaj, EMB agar,
kristalyviola-agar (Crosse-Goodman), Miller-Schroth és Kado-Heskett taptalaj) hataroztuk meg 24-48 h
(26 °C) inkubaciot kovetéen. A koloniatipusokat az irodalomban leirtak szerint, mint példaul: alak,

méret, szin, felllet, fényesség, allag alapjan értékeltik.

3.35.4 A biokémiai tulajdonsagok vizsgéalata

A vizsgalatokat a gyartd utasitasait kovetve végeztik el. Az API20E és az API50CH
tesztcsikokat 24-48 o6ran at 36 °C -on inkubaltuk.
Az API20E a baktériumfajok meghatarozasara szolgalnak. Ertékelése soran az eredményeket a
gyartd altal rendelkezésilinkre bocsatott pozitiv és negativ minta-tesztcsikok alapjan értékeltik (11.
abra).
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pozitiv teszt

negativ teszt

11. &bra: API20E pozitiv és negativ teszt (Biomérieux, France)
(http://www.tgw1916.net/Tests/api.html)

Az API50CH a baktériumok biokémiai jellemzésére szolgal. APISOCH kit mddszer
szinvéltozas megfigyelésen alapszik: ha az adott baktérium hasznositja az adott szénhidréatot, akkor az
eredeti piros szinll oldat sargara valtozik. Ezek az eredmények egy biokémiai profilt képeznek.

Az oxidaz-tesztet kilon végeztik el a gyartd utasitasai alapjan. Az oxidaz-teszt lényege egy
baktériumok altal termelt intracellularis oxiddz-enzim kimutatisa. Légkori oxigen és citokrom C
jelenlétében az enzim oxidalja a P-aminodimetilalanin-oxalat reagenst, melynek soran egy bibor szinii

vegyiilet, indofenol képzddik 30 masodpercen beliil.

3.3.6 A korokozo6 azonositasa molekularis médszerekkel
3.36.1 A 16S rRNS gén molekularis vizsgalata
3.36.1.1 PCR paraméterei

A PCR -hez hasznalt indit6 szekvenciak:
1389r (reverse)
63f (forward)

A PCR eleqy 0sszetétele 50 pl végtérfogatra:

2 pl baktérium szuszpenzi6 (107 sejt/ml)
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35,5 ul steril H,O

1 pl primer 63f (20 pmol/ul)

1 pl primer 1389r (20 pmol/ul)

3 ul MgCl; (25 mM)

5 ul 10x Taq puffer (+ KCI — MgCly)
0,5 ul Taq polimeraz enzim (5 u/pl)
2 ul 5 mM dNTPs

A reakcid paraméterei:

1. 94 °C -on 3 perc kezdd denaturalas (1 alkalommal)

2. 94 °C -on 15 méasodperc denaturalas (a két komplementer DNS szal szétvalasa)
3. 55 °C -on 0,5 perc anellalas (a primerként szolgalé oligonukleotid kapcsolddasa)
4. 72 °C -on 1,5 perc elongacié (lanchosszabbités)

5. 94 °C -on 0,5 perc denaturélas

A reakci6 (2.-4.) 35 cikluson at ismétlédik, majd egy zaré szintézis kdvetkezik 72 °C -on 10 percig.

3.3.6.1.2 Gélelektroforézis

A PCR terméket GelRed-del (Biotium) festett 1 % -os agar6z gélben, vizszintes mini
elektroforézis készilékben valasztottuk el, 140 V-tal, TBE pufferben (1x TBE (12,11 g Tris; 5,135 ¢
borsav; 0,372 g EDTA 1000 ml desztillalt vizben). A nukleinsav frakciokat ates6 ultraibolya fényben
értékeltiik és fényképeztiik (UVP, BioDoc- It™ System).

3.3.6.1.3 A PCR-termék tisztitasa

A PCR terméket a High Pure PCR Product Purification Kit-tel (Roche) a gyartd utasitasait

kovetve tisztitottuk meg.

3.3.6.1.4 Ligalas

A tisztitott PCR terméket pGEM-T Easy vektorba ligaltuk, melyet kifejezetten PCR

termékekhez fejlesztettek ki.
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A ligalashoz a kovetkezdket mértiik 6ssze 10 pl végtérfogatra:
5 ul steril H,O

1 ul plazmid (pGEM-T Easy)

1 ul puffer (T4 DNS ligaz 10x-es puffere)

1 pl enzim (T4 DNS ligaz enzim, 5 u/ul)

2 ul inzert (tisztitott PCR termek)

Ezt 6 6ran 4t szobahdmérsékleten ligaltuk.

3.3.6.1.5 Transzformalés E. coli DH 5. torzsébe

A -70 °C -on téarolt kompetens sejtet jégen kiolvasztottuk, a ligatumot szintén jégre tettlik. A
mar felolvadt kompetens sejtet hozzamértilk a ligitumhoz, 30 percig hagytuk jégen allni, majd egy
percig 42 °C -on tartottuk, hogy kinyiljanak az E. coli baktérium poérusai és a plazmid bejuthasson.
Ezutan azonnal jégre tettik és 6t percig jégen tartottuk. Ezt kovetden hozzamértiink 500 pl antibiotikum-
mentes 2TY folyékony téptalajt, és ezzel Osszeforgattuk. Egy 6ran &t 37 °C -on rézattuk. Ezalatt
ampicillin tartalma LB szilard taptalajra 10 pl IPTG-t és 40 ul X-Gal-t (Fermentas) szélesztettiink, és
megvartuk, mig megszarad. A rézatas utan az elokészitett taptalajra 100 pl ill. 50 pl -t kikentiink a mar

felszaporodott baktérium tenyészetb6l. Szaradas utan a lemezeket egy éjszakan at 37 °C -on inkubaltuk.

3.3.6.1.6 Minipreparatum keészitése

Hat egyedi fehér kolonidbdl 2-2 ml folyadékkultaraba (ampicillines LB) inokulaltunk, és 37
°C -on éjszaka razattuk. A baktériumkulturat 3 percig centrifugaltuk. A felllGszot ledntottik, és a
pellethez hozzaadtunk 200 pl ,,A” oldatot (15 mM TRIS HCI pH: 8, 10 mM EDTA, 50 mM gliik6z),
Vortex segitségével Osszekevertilk, majd 06t percig szobahdmérsékleten allni hagytuk. Aztan
hozzadmértiink 400 pl ,,B” oldatot (0,2 M NaOH, 1 % SDS), 6sszeforgattuk, majd 300 ul ,,C” oldatot (60
ml 5 M Na-acetat, 11,5 ml ecetsav, 28,5 ml steril H,0) és ezzel is 0sszeforgattuk, 6t percre jégre
helyeztiik, azutan 0t percig szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A feliiluszo6t Gj Eppendorf csdbe
toltottik, igy Ot percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot ismét uj Eppendorf csébe toltottik, és
hozzaadtunk 600 pl izopropanolt, ezzel dsszeforgattuk, €s 6t percig centrifugaltuk szobahémérsékleten.
Elontottik a fellluszot, lecsopogtettik, és a pellethez hozzaadtunk 200 ul ,,D” oldatot (0,1 M Na-acetat
pH: 7, 0,05 M TRIS HCI pH: 8), ezt hagytuk szobahOmérsékleten allni 10 percig, majd Vortex
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segitségével kevertiik, végiil 400 ul etanollal 6t percig centrifugéltuk, a felulUszot elontottik, és a
pelletet beszaritottuk 30 perc alatt. Utolso lépéskent a pelletet visszaoldottuk 100 pl RNase TE-ben (1
ml 10x TE, 9 ml steril H,0O, 10 pul RNase (10 mg/ml)) (Maniatis és mtsai., 1989).

3.3.6.1.7 Az inzert ellenorzése

A Minipreparatum modszerrel tisztitott rekombinans klonok plazmidjaibol EcoRI enzimmel
ellendriztiik a PCR termék beépilését. Az EcoRI enzim jol hasznalhato erre a célra, hiszen a beépulés

helye mellett mindkét oldalon megtalalhaté ez a specifikus hasito hely.

Az emésztéshez az alabbiakat mértiik 6ssze, egyenként 10ul végtérfogatra:

2 ul plazmid (0,5 pg)

1 ul 10x EcoRlI puffer

0,2 pl EcoRI enzim (10 u/ul)

6,8 ul H,0

Az Eppendorf csoveket 1 éran at 37 °C -on inkubaltuk.

A mintdkat 1 % -os agar6z gélben megfuttattuk, és ellendriztilk, a megfeleld hosszsagu inzert

kivagodasat.

3.3.6.1.8 Plazmid tisztitas szekvenalashoz

A kivalasztott klont 2 ml folyadékkultdraban (ampicillines LB) ujra felszaporitottuk (37 °C,
egész ¢jszakan at torténd razatds). A baktériumkultdraval toltott Eppendorf csdvet 3 percig
centrifugaltuk szobahémérsékleten, majd Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit-tel (Bio-Rad) a gyartd

utasitasai szerint tisztitottuk.

3.3.6.1.9 A nukleinsav szekvencia meghatarozasa és analizise

Szekvencia meghatarozasra a tisztitott rekombinans plazmidot M13 reverse és M13 forward
primerekkel szekvenaltattuk Szegeden, a BayGen Novénygenomikai, Huméan Biotechnoldgiai es
Bioenergiai Intézetben, ahol a szekvencia meghatarozast GeneAmp PCR System 9700-as szekvenatorral

végezték.

26



A szekvencidk dsszehasonlitasahoz az NCBI (National Center for Biotechnology Information)
adatbazist hasznaltuk fel. A filogenetikai torzsfa elkészitéséhez és a szekvenciak dsszehasonlitdsdhoz a
CLC szekvencia analizal6 programcsomagot hasznaltunk
Az adatbankbol a kovetkezé hivatkozasi szamokon talalhato E. amylovora izolatumok 16S rDNS
szekvenciait hasonlitottuk 6ssze az altalunk meghatarozott E. amylovora izolatuméval: af289542,
af141892, aj46201, am980507, ay456710, fn434113, fn666575, fj594363, aj010485, x83265, fj611856,
nr041970, ab546196, 296088, fj594366.

3.3.6.2 A pEA29 plazmid molekularis vizsgalata
3.36.2.1 PCR paraméterei

A PCR-hez hasznalt indité szekvenciak:
PEA29A (reverse)
pPEA29B (forward)

A PCR elegy 6sszetétele 50 ul végtérfogatra:

35,5 ul steril H,O

2 ul baktérium szuszpenzi6 (10 sejt/ml)

5 ul 10x Tag puffer

3 ul MgCl; (20 mM)

2 ul dANTPs (nukleotidok: A, G, C, T; SmM)
1 pl primer pEA29A (20 pmol/pl)

1 pl primer pEA29B (20 pmol/ul)

0,5 ul Taq polimerdz enzim (5 u/pl)

A reakcid paraméterei:

1. 94 °C -on 3 perc kezd6 denaturalas (1 alkalommal)

2. 94 °C -on 30 méasodperc denaturalas (a ket komplementer DNS szal szétvalasa)

3. 45 °C -on 15 méasodperc anellalas (a primerként szolgal6 oligonukleotid kapcsolodasa)
4. 72 °C -on 1,5 perc elongacio (lanchosszabbitas)

5. 94 °C -on 0,5 perc denaturalas

27



A reakci0 (2.-4.) 35 cikluson at ismétlddik, majd egy zard szintézis kovetkezik 72 °C -on 10 percig.

3.3.6.2.2 Gélelektroforézis

A PCR terméket GelRed-del (Biotium) festett 1 % -os agaréz gélben, vizszintes mini
elektroforézis készilékben valasztottuk el, 140 V-tal, TBE pufferben (1x TBE (12,11 g Tris; 5,135 g
borsav; 0,372 g EDTA 1000 ml desztillalt vizben). A nukleinsav frakcidkat atesd ultraibolya fényben
értékeltiik és fényképeztiik (UVP, BioDoc- It™ System).

3.3.6.2.3 A PCR-termék tisztitasa

A PCR terméket a High Pure PCR Product Purification Kit-tel (Roche) a gyartd utasitasait

kovetve tisztitottuk meg.

3.3.6.24 A szekvencia meghatéarozasa és analizise

A tisztitott PCR termékeket Szegedre, a BayGen N&événygenomikai, Human Biotechnoldgiai
és Bioenergiai Intézetbe kuldtink, ahol a szekvencia meghatarozast GeneAmp PCR System 9700-as
szekvenatorral végezték. A szekvenciak osszeillesztéséhez a CLC SEQUENCE Viewer 6.5.1.

szekvencia analizal6 programcsomagot hasznaltuk.
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4, EREDMENYEK

4.1 A betegség tiinetei szilvahajtason

A tinetek a friss szilvahajtason jelentkeztek. A tlnetek tipikusan E. amylovora jelenlétére

utaltak: pasztorbotszer(i gorbiilet, a hajtas megbarnult, majd elhalt (12. 4bra).

12. abra: E. amylovora tunetei szilvahajtason
(Fotd: Némethy Zsuzsanna)
4.2 A korokoz6 azonositasa klasszikus modszerrel
4.2.1 A Gram-féle tulajdonsag

A 3 % -os kélium-hidroxid feloldotta a baktérium sejtfalat, igy az altalunk izolalt baktérium

Gram-negativ.
4.2.2 Hiperszenzitiv reakcié vizsgalata

A kérokoz6 5x10° sejt/ml toménységli szuszpenziojaval inokuldlt dohany noévények levelein

24-48 ora elteltével kialakult a hiperszenzitiv reakciot jelz6 gyors szoveti nekrozis (13. abra).
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13. &bra: Szilvardl szarmaz6 Ea izolatum hiperszenzitiv reakcioja dohanyndveny levelén
(Fotd: Hajagos Laura)

4.2.3 A korokozo6 morfolégiai jellemzoi

A kérokozd tenyészete altalanos King-B taptalajon folyos, tejszerii, mukoid, krémszin(i. Ezen
taptalajon egységes koldnidkat képez, mely alapjan elkilonitése méas fajoktol nem lehetséges. King-B

taptalajon kdnnyen tenyészthetd, fenntarthatd, mert gyorsan fejlodik (14. abra).

14. bra: Szilvarol szarmazo Ea izolatum 2 napos tenyészete King-B taptalajon
(Fot6: Végh Anita)

Miller-Schroth (MS) téaptalajon minden Erwinia faj képes novekedni. Az E. amylovora

tenyészete narancssarga szinti, attetszé udvarral. A tenyészet folyos allagh, a koloniak fellilete sima, ép

sz¢li (15. bra).
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15. dbra: Szilvérdl szarmazé Ea izolatum 2 napos tenyészete Miller-Schroth taptalajon
(Fotd: Hajagos Laura)

A Kado-Heskett taptalaj kimondottan Erwinia fajokra szelektiv. A taptalajon piros-
narancssarga szini koldnidkat képez, melynek intenzitasa fiigg a fajtol. A reakci6idé 48 h, majd a
kolonidk szine egységesen narancssarga sziniivé valik. A koldnia szintén folyds allagu, feliilete sima, ép

sz¢li (16. abra).

»‘_

e

16. &bra: Szilvardl szarmazé Ea izolatum 2 napos tenyészete Kado-Heskett tiptalajon
(Fotd: Hajagos Laura)

A Crosse-Goodman (CG) taptalaj kifejezetten E amylovora-ra szelektiv. A kdrokozo

tenyészete kiemelked6, ép széli (17. dbra).
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17. &bra: Szilvéardl szarmazd Ea izolatum 2 napos tenyészete Crosse-Goodman taptalajon
(Fotd: Hajagos Laura)

Novekedése soran a koldniak fellletén jellegzetes kraterek alakulnak ki. Mivel ez a taptalaj a
korokozora szelektiv, ezért a szilva mintardl szarmazo izolatumot &sszehasonlitottuk az Eal
izoldtummal, mely almardl szdrmazott. A szilva izolatum kolonidin nem figyelhetéek meg kraterek, mig
az Eal izolatum kraterekkel rendelkezik (18. abra). Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a két

kiilonb6zd gazdandvényrdl szarmazo izolatum eltéré morfologiai eredményt ad a CG téptalajon.

18. &bra: Szilvardl (A) és almérol (B) szdrmazo Ea izolatumok tenyészetei Cross-
Goodman taptalajon
(Fotd: Végh Anita)

Az Eosin Methylene Blue (EMB) agar tiptalajon a baktérium tenyészete kiemelkedd, sima

feliilett, ép széli (19. abra).
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19. abra: Szilvardl sz&rmazo6 Ea izoladtum tenyészete EMB taptalajon
(Fotd: Hajagos Laura)
A laktozt, szachardzt bontd és nem bontd baktériumok kdzott tesz kulonbséget. Ezeket bonto
baktériumok vilagos, attetszé szélli, fekete kozepli koloniat képeznek, mig a laktdzt, szachar6zt nem
bontdak szintelenek (20. abra). A kol6nidk alapjan elmondhatd, hogy a szilvardl szarmazé izolatum

erdteljesen bontja a laktdzt, szachar6zt, mig az Eal nem.

20. abra: Szilvarol (A) és almardl (B) szarmazé Ea izolatumok koloniai EMB taptalajon
(Foto: Végh Anita)

4.2.4 A korokozo biokémiai jellemzoi

Az API20E kit alapjan az altalunk vizsgalt baktérium izolatum pozitiv reakciokat adott a B-
galaktozidaz, citrat hasznositasra, acetoin termelésre valamint glikéz, mannit, szorbit, szacharéz,
melibi6z, arabin6z vizsgalatokban (21. abra, 1. tdblazat). Az oxidaz-teszt soran az izolatum pozitiv

reakcidt adott. Az altalunk vizsgalt baktérium nagy valoszintiséggel, az Enterobacteriaceae csaladba
tartozik.
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21. bra: Az API20E 24 6rés teszt eredmenye szilvarol szarmazd Ea izolatum esetében
(Foto: Hajagos Laura)

1. tblazat: Az API20E 24 6rés teszt eredménye szilvarol szarmazo Ea izolatum esetében

ONPG | B-galaktozidaz + | GEL | Gelatinaz | -
ADH | arginin-dihidrolaz - | GLU | Glukoz +
LDC | Lizin DeCarboxilaz | - | MAN | Mannit +
ODC | Ornitin DeCarboxiladz | - | INO | Inozit -
CIT Citrat hasznositas + | SOR | Sorbit +
H,S H,S termelés - | RHA | Rhamn6z | -
URE | UREaz - | SAC | Sachar6z |+
TDA | Triptofan DeAmindz | - | MEL | Melibiéz | +
IND INDol termelés - | AMY | Amygdalin | -
VP Acetoin termelés + | ARA | Arabinéz | +

Az APISOCH kit az adott kérokozora vonatkozd biokémiai jellemzdket hatdrozza meg. Az
API50CH kit jellegzetessége, hogyha az adott baktérium az adott szénhidratot hasznositja, akkor egy
szinreakcid megy vége: az eredeti piros szinl oldat sargara valtozik at (22. 4bra). A kit a baktériumok
49 féle szénhidrat hasznositasat vizsgalja. Ebben a Kisérletben 6sszehasonlitottuk a szilvarél szarmazé
izolatumot az Eal izolatummal. Mindkét izolatum 48 o6ra elteltével hasznositotta a glicerolt, L-arabindzt,
ribdzt, D-xilézt, galaktozt, glikozt, fruktozt, manndzt, inozitolt, mannitolt, szorbitolt, N-acetil-
gliikozamint, cellobidzt, keményitdt, trechaldzt, raffindzt és gentiobidzt. Azonban kiilonbségeket
talaltunk az izolatumok kozott, mert a szilvardl szarmazé izolatum nem hasznositotta az amygdalint,
arbutint és a D-fukdzt. Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a két kiilonb6zé gazdanovényrol

szarmazo izolatum kozott eltérések vannak a biokemiai vizsgalatok alapjan.
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22. abra: Szilvardl szarmazo6 Ea izolatum szénhidrat hasznositasa kiilonb6z6 idédpontban
(0- kontroll, 1-49 kiilonb6z6 szénhidratok; szénhidrat hasznositas szinreakciot eredményez)

4.2.5 Patogenitési teszt

Kisérletiinkben visszafertoztiink fiatal szilvahajtasokat, illetve gyiimolcsoket (szilva, korte). A
baktérium szuszpenzidval inokulalt tesztnovények kiilonbozé mértékben fertézédtek. Megallapitottuk,
hogy a szilvahajtasok 5 nap elteltével intenziven reagéltak a fertdzésre. A mesterséges visszafertozés

sikeres volt (23. 4bra).

23. dbra: Szilvardl szarmazd Ea izolatummal mesterségesen visszafert6zott szilvahajtasok
(Fotd: Végh Anita)

A szilvatermés esetén a betegsegre jellemz6 tiinet nem alakult ki. A korte mesterséges
fertdzése viszont pozitiv eredményt adott, melynek mértékére a gyiimolcson kialakult tiinet méretébol
kovetkeztettiink. A fogékony kortén az inokulacid helyén diffuz, hatarozott sz€li, beslippedo
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konzisztencidju nekrotikus folt jelent meg. A fertézési index alapjan a szilva izolatummal fertdzott

"Eldorado’ kortefajta kdzepesen fogékonynak tekinthetd (24. abra).

24. &bra: Ea szilva izolatummal inokulalt termések (A- szilva, B-’Eldorado’ kortefajta)
(Fotd: Hajagos Laura)

4.3 A kdrokoz6 molekuléris azonositasa
4.3.1 A 16S rRNS gén molekuléris vizsgalata

43.1.1 PCR vizsgélat

A reakci6 eredményeként kb.1300 bp hosszisagi PCR-termék keletkezett (25. abra).

1500 bp
1000 bp
750 bp

~1300 bp

500 bp

250 bp

25. abra: Szilva Ea izolatum PCR analizise
Jelmagyarazat: 1.- 1 kB méretmarker, 2.- PCR termék, 3. negativ kontroll
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43.1.2 Minipreparatum

A hat minipreparatum mindegyikénél a plazmid tartalmazta a kivant hosszusagu PCR-

terméket. Az 5-0s szamu klont valasztottuk ki, és szaporitottuk fel a szekvencia meghatarozasahoz.
4.3.1.3 Tisztitott, EcCoRI enzimmel emésztett plazmid

Az EcoRI enzimmel emésztett rekombinans plazmidbol kiilonb6z6 hosszUsdgu részlegesen
emésztett, ill. egy 610 bp, egy 385 bp és egy 330 bp hosszisagu teljesen emésztett inzertek vagddtak ki
(26. &bra). A szekvencia analizis megerdsitette két ECORI restrikcids enzim hasitohely jelenlétét a

bakterialis szekvencia részben.

610 bp

385 bp
330 bp

26. dbra: Szilva Ea izolatum hasitott plazmidja

Jelmagyarazat: 1. — 1 kb méretmarker, 2. — EcoRI enzimmel vagott rekombinans plazmid, a specifikus
hasitasi termékeket jeldltik, méretik feltlintetésével, a tobbi részleges emésztett hasitasi termék

4314 Rokonsagi kapcsolatok feltarasa

A magyar izolatum (Ea-PlumBol) részlegesen meghatarozott 16S rDNS nukleotid
szekvencidjat (1323 bazis) elkuldtik a nemzetkdzi adatbankba, amely az HE610678 hivatkozasi szamon
talalhato (1. sz. melléklet).

A nemzetkdzi adatbazisban talalhatd szekvenciakkal 6sszehasonlitottuk a szilvardl szarmazo
izolatum szekvenciajat. Az 6sszehasonlitas alapjan a vizsgalt szakaszon 100 % homoldgiat mutatott a

szilva izolatum két masik izolatummal, az fn434113 hivatkozasi szamon talalhaté német izolatummal,
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illetve az fn666575 szamu angol izoldtummal. Mig a tobbi vizsgalt izolatumokkal a szilva izolatum 98-
99 %-0s homologiat adott, melyek kiilonb6z6 gazdandvényekrdl, kortérdl, japan kortérél valamint
Rubus fajokrol szarmaztak. Az adatok alapjan elkészitettik a filogenetika torzsfat (27. abra). A
filogenetikai fan megfigyelhetd, hogy a szilva izolatum a legtavolabbi rokonsagban az af289542

azonositasi szamu kanadai izolatummal van.

af289542

1000 af141892
_811{:1 2j46201
m am980507

ay456710
n434

675

x83265
611856
nr041970
* ab546196
* 296088

+ 1594366

0,004

27. dbra: E. amylovora izolatumok filogenetikai torzsfaja, adatbanki hivatkozési szammal,
EA-PlumBo1 a sajat izolatumunk

Magyardzat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymastol vald genetikai tavolsagat mutatjak, a
fliggbleges vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az elagazdsokndl feltlintetett
szamok a bootstrap-analizis eredményeit mutatjadk, 1000 mintavétel esetén, mely filogenetikai fa
megbizhatésagat mutatja. A torzsfa alatti skala 4 bazis valtozast mutat 1000 bazisonként.

4.3.2 A pEA29 plazmid molekuléris vizsgalata

43.2.1 PCR vizsgélat

Munkank soran a szilvarol szarmazé E. amylovora izolatumot vizsgaltunk SSR molekularis

¢s pPEA29B primerekkel megkozelitéleg 1100 bazispar (bp) hosszi szakaszat sikeriilt felszaporitanunk

(28. abra). A PCR-termék nukleotid szekvenciajat meghataroztuk. A szekvencidkban megtalaltuk a

crcr

ismétlodés), mely a hazai szilvarol szarmazo E. amylovora izolatum esetében 8 ismétlédést jelent.
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1500 bp
1000 bp
750 bp

500 bp

~1100 bp

250 bp

28. abra: Az E. amylovora (szilva) izolatum PCR termékének gélelektroforézis fotoja

Jelmagyarazat: 1. — méretmarker, 2. — PCR termék

EaPlumBet pEAZS

EaPiumBot pEAZS

EaPwmBol pEAZS

EaPumBol pEAZS

EaPumBot pEA2S

EaPumBel pEAZS

EaPumBot pEAZ9

EaPumBot pEAZS

EaPumBo? pEAXS

EaPumBot pEAZS

EaPumBol pEA2S

EaPumBet pEAZS

EaPumBot pEAZS

EaPumBet pEAZS

EaPumBot pEAS

EaPumBot pEAZS

EaPumBel pEAZS

x © ©
' | I
CTTOGGGCCAAAATTAACTCGGGATTTTTTACCCTGTAAAGCTAAAAAAAAACTGATTTTAACC

~ 100 120
| I 1
CTTGCCACTATCCTTITAACAGGAAGAACGACGTATYCACGGCTTICGCAGATCCCTTTCCCCCCC
0 ] =
i | t
TAATCCCTCCAGAATTTATTAACATTTTCCGTCGGATTGCTCATAGCAGAATTCTGACAGTGAT

o 0 D

1 I l
GATTTTCGCTTACTTAGCCATAACGCAACAAATATATGCCAGCGGATATCCCTAAAAACCTCAG

SSR ismétlodo
régio
(ATTACAGA)

| ¥ i I
EREHATTATCARACAGGCTGCATTTAAATACAGTTAATCTTAACACAGAATGGGACAGAACAAG

400 o

| | 1
AATAGATCTCACGAAAGGAAAGACATCCGGCTTCTGAAATACGCCTGAAAAAATCAAGAGATAC

o &0 oo

t 1 ]
TAATCATTAATTCCGGTGAAATTATTTACTGATACTGATGACGGTATCTYIGTCATCCCGTAATC
520 40

I I |
CCGGGATGACCGTTTAATCACTCCAGGGGTAATTACGGCAACAAAAATGATCTCTTTYCTGAAG
a0 =m B
J

1 | |
GGGAAAGGTGOGGCAGGGAAAACCACAACATTCATCAACATCGCTACCAGCCTCGCACGTAAAG
L) n 0
' 1 |
GGCACAAGGTTGCGATGGTCGATACTGATCCTCAGGGCAGCATCAGTAACTGGTATAACGAGTC
™ 740 780
I | 1
AAAATGTCTATTCGACCTTGCAGAGACATCATCGGAAAAAAGAAGTTTATAGCGTGCGTAAATA

20 o e
'

I |
TCTGAAAAATCATGATGATGTGGTCACTGATGGTGCCGTTGCCATTACCTCCGCAGCCGTCATG

&0 L o
|

| |
GTGAGCGATCTGGTATGAATTCCGGTAACACCTTCACTGCTCGACTTTGCTGCATATGCGACTA
w20 40 w0
' | I 1
TCCTGGCGGTTGTGGAGGCAAGAAAAAAATTTACAGCCCGTCATTGCACGTTITTIGTGATCGCC

w0 1 000

440

o

>

ey

1020

' | [
CTAAAAGTGGTCCTCCACGCGCACGC TGGGAGGTTCTGCAAGCTTTCGATCGAGAAACAGGTGT
1040
I
CCCAGCGTTTAAAAACCGAGAA

29. &bra: Szilvarol szarmazo E. amylovora pEA 29-es plazmid Pstl fragmentum ismétlodé régidja
(Lila szinnel jeloltiik az ismétl6dé szekvenciat tartalmazo szakaszt.)
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5. KOVETKEZTETESEK

A tiizelhalas koérokozojat, az E. amylovora-t 2011 nyardn, Budaorsrdl szarmazo szilva (Prunus
domestica L. ‘d’Agen’) hajtdsarol azonositottuk. Eddig a tlizelhalas szilvan torténé természetes
fert6z6désérol az irodalmak alapjan csak az USA-ban (Mohan és Thomson, 1996; Mohan és Bijman,
1998; Mohan, 2007) és Németorszagban (Vanneste és mtsai, 2002) szamoltak be. A korokozo
Magyarorszagi megjelenésérdl a hazai irodalomban még nincsenek adatok.

Van der Zwet és Keil (1979) leirdsai alapjan a tlizelhalas tipikus tlinetei a hajtasvégen
pasztorbotszerlien visszagorbiilnek, barnulnak, végiil elhalnak, mely az altalunk vizsgalt szilva hajtés
tlineteivel megegyeztek.

A baktérium Lelliott és Dickey (1984) szerint Gram-negativ, palcika alaki. Megfigyeléseik
megegyeznek az altalunk izolalt baktérium tulajdonséagaival.

Hevesi (1996) szerint a kérokoz6 a dohanyndvényen hiperszenzitiv reakciot valt ki, ez azonos
a mi megfigyeléseinkkel. Az inokulalt dohanyleveleken 24-48 ora elteltével erdteljes szoveti nekrozis
jelentkezett. Bereswill (1998) kisérletei alapjan a baktérium fejlédésének a 26 °C kedvez, de Steiner és
Zeller (1996) szerint 4-26 °C -ig jol fejlédik. A korokozo megfigyeléseink alapjan jol tenyészthetd 24-
26 °C -on.

Bereswill és mtsai (1998) alapjan a King-B, Miller-Schroth, Kado-Heskett, Crosse-Goodman
taptalajok alkalmasak az E. amylovora tenyésztésére és mas fajoktdl vald6 megkilonboztetésre, illetve
fajok kozotti killonbségek kimutatasara. Eredményeink is ezt timasztottak ald: a kdrokozd tenyészete
King-B taptalajon folyos, tejszer(i, mukoid, krémszini, mely taptalajon egyseges koloniakat képez;
Miller-Schroth (MS) taptalajon minden Erwinia faj képes novekedni, tenyészetiik narancssarga szinii,
attetsz0 udvarral; Kado-Heskett taptalaj kimondottan Erwinia fajokra szelektiv, melyen piros-
narancssarga szinti kolonidkat képez; mig Crosse-Goodman taptalaj kifejezetten E amylovora-ra
szelektiv, ahol ndvekedésiik soran a koloniak feluletén jellegzetes kraterek alakulnak ki. Holt-Harris és
Teaque (1916) leirasa szerint az Eosin Methylene Blue agar taptalajon a baktérium tenyészete
kiemelkedd, sima feliiletti, ép sz&li, mely a laktozt, szachardzt bontd és nem bontd baktériumok kozott
tesz kiilonbséget. Ezeket bontd baktériumok viladgos, attetszd szElli, fekete kozepli koloniat képeznek,
mig a laktdzt, szachardzt nem bontdak szintelenek. Eredményeink a szilvardl szarmazo és az Eal
izolatumok 6sszehasonlitd vizsgalata alatamasztja ezt a megallapitast.

A korokoz6 biokémiai vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az API20E kit alkalmas az

azonositasara, és az APIS0CH kit pedig a korokozo biokémiai tulajdonségainak jellemzesére. Az
40



API20E eredményei alapjan az altalunk vizsgalt baktérium izolatum pozitiv reakciokat adott a R-
galaktozidaz, citrat hasznositasra, acetoin termelésre valamint gluk6z, mannit, szorbit, szacharoz,
melibidz, arabin6z vizsgalatokban és oxidaz-teszt soran az izolatum pozitiv reakciot adott, mely
eredmények részben egybevagnak Hevesi (1996) megallapitasaival. Az APIS0CH kit kisérletben
dsszehasonlitottuk a szilvarél szarmazo izolatumot az Eal izoldtummal. Mindkét izolatum 48 ora
elteltével hasznositotta a glicerolt, L-arabin6zt, ribdzt, D-xilozt, galaktozt, glikdzt, frukt6zt, mannozt,
inozitolt, mannitolt, szorbitolt, N-acetil-gliikozamint, cellobiozt, keményit6t, trechaldzt, raffindzt és
gentiobidzt. Azonban kiilonbségeket talaltunk az izolatumok kdzott, mert a szilvardl szarmazo izolatum
nem hasznositotta az amygdalint, arbutint és a D-fukézt, tehat a két kiilonb6z6 gazdandvényrol
szarmaz0 izolatum kozott eltérések vannak a biokémiai vizsgalatok alapjan.

A molekularis vizsgalatok soran vizsgaltuk a 16S riboszémalis RNS-t kddold gén bazis-
sorrendjét valamint az E. amylovora -ban megtalalhaté pEA29 plazmid nukleinsav szekvenciajat. A 16
S RNS gén vizsgéalat sordn PCR technika segitségével egy 1300 bazispar (bp) hosszlsagu PCR termék
keletkezett, mely szekvenciajat meghatéaroztattuk. Az 6sszehasonlitds alapjan a vizsgalt szakaszon 100
% homoldgiat mutatott a szilva izolatum a német (fn434113) és az angol (fn666575) izolatumokkal, mig
PEA29A és pEA29B primerekkel megkozelitéleg a PCR sordn 1100 bp hosszu szakaszt sikerilt
felszaporitanunk. A PCR termék nukleotid szekvenciajat meghataroztuk. A szekvenciakban megtalaltuk
PlumBol) izolatum esetében 8 ismétlodést jelent. Keck és mtsai (2002) egy osztrak-magyar kooperacio
keretén belll elvégezték tobb magyarorszagi és ausztriai E. amylovora izoldtumok @sszehasonlito

crcr

molekularis vizsgalatat a pEA29 plazmid Pstl fragmentjének ismétlddo régiojara. Eredmeényeik alapjan
10-14-szer ismétlddik, mig a magyar izoldtumok esetében az izoldtumok dominans populécidja (75 %) a
4-szer ismétl6do szekvencia csoportba tartozott. A magyar izoldtumok alma, korte, birs és galagonya
novényekrdl szarmaztak. Vizsgalatuk soran meghataroztak az Eal -es izolatumot is, melynek SSR
szama kilenc. Eredményeinket 0sszevetve itt is tapasztalhatd az Eal és a szilvarol szarmazoé izolatumok
eltérése. Ruppitsch és mtsai (2004) kisérletei alapjan megallapithato, hogy a kiilonbozo
gazdanovényekrél (alma, korte, tliztovis) szarmazd izolatumok eltér6 SSR-eket (3-14 SSR)

tartalmaznak.
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6. OSSZEFOGLALAS

Kutatbmunkdm soran feladatom volt az orszdgban Uj gazdandvényen, szilvan (Prunus
domestica L. ‘d’Agen’) megjelent E. amylovora baktérium meghatérozasa, jellemzése klasszikus és
molekuléris bioldgiai moddszerekkel, rokonsagi kapcsolatainak feltardsa, mesterséges visszafertdzés
szilvahajtdson ¢és terméscken (szilva, korte) és mas gazdandvényrdl szarmazd izolatummal vald
0sszehasonlitasa.

A korokozo Budadrson, 10-15 év korili szilvafa fiatal hajtasan jelent meg. A fertdzott
hajtasbdl a baktériumot a Budapesti Corvinus Egyetem Novénykdrtani Tanszékenek laboratoriumaban
izolaltuk, majd azonositottuk. A klasszikus jellemzés sordn megallapitottuk, hogy a baktérium Gram-
negativ, tenyészete a kiilonbozé taptalajok esetében megegyezik az irodalomban leirtakkal, valamint a
Crosse-Goodman és az Eosine Methylen Blue agaron kilénbséget taldltunk a szilvardl és az almardl
(Eal) szarmazoO izolatum esetében. Dohanynovényen hiperszenzitiv reakciot valt ki. Biokémiai
tulajdonsagaiban az API120E esetében megegyezik az E. amylovora tulajdonsagaival. A szilva API50CH
eredményét 0Osszehasonlitottuk az Eal izolatuméval. A 49 féle szénhidrat hasznositds soran
kiilonbségeket fedeztiink fel a kiilonb6z6 gazdandvényrdl szarmazé izolatumok kozott.

Az izolatum 16S riboszomdlis RNS-t kodolé6 DNS szakaszanak nukleotid sorrendjét is
meghataroztuk. Megallapitottuk, hogy a betegség kérokozoja az E. amylovora. A magyar izolatum (Ea-
PlumBol) legkozelebbi rokonsagban egy német és egy angol izoldtummal all, mely az NCBI
adatbazisban a HE610678 nyilvantartasi szamon talalhaté. Meghatéaroztuk a szilvardl szarmaz6 izolatum
PEA29 plazmid Pstl fragmentjének ismétlédo nukleotid szekvenciajat, mely nyolc ismétlodést jelent.

A patogenitasi teszt alapjan mesterségesen visszafertdztiink fiatal szilvahajtasokat, melyek
erosen fertdzddtek. Megallapitottuk, hogy a korokozd nem fertézi a szilva gylimdlesot, valamint az
"Eldorado’ kortefajta kdzepesen fogékony a szilvardl szarmazo E. amylovora izolatumra.

Eredményeinket 0sszegezve, elmondhatjuk, hogy mind Kklasszikus, mind molekularis
vizsgalatok alapjan a thizelhalds korokozojat az E. amylovora-t izolaltuk szilvahajtasrol, melynek
természetes fert6z0désérdl eddig csak az USA-ban és Németorszdg északi részén szamoltak be.
Vizsgélataink alapjan megallapitottuk, hogy kiilonb6z6 gazdandvényekr6l szarmazd izolatumok
morfologiai, biokemiai és genetikai tulajdonsagok alapjan eltérnek. A tiizelhalas megjelenése szilvan a
hazai gylmolcstermesztés szempontjabol jelentds gazdasagi karokat okozhat, ez arra hivja fel a
figyelmet, hogy a Prunus fajok is fogékonyak lehetnek a tlizelhalas betegségre, eldsegitve ezzel a

korokozo fennmaradésat és tovabbterjedését 0j gazdandvényekre.
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1. sz. melléklet

Accession#: HE610678

Status: confidential until 09-NOV-2011

Description: Erwinia amylovora partial 16S rRNA gene, isolate EA-PlumBol, clone
2RA2.5

1D HE610678; SV 1; linear; genomic DNA; STD; PRO; 1323 BP.
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DE Erwinia amylovora partial 16S rRNA gene, isolate EA-PlumBol, clone 2A2.5
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1..1323
/organism="Erwinia amylovora"
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/mol type="genomic DNA"
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rev name:
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0 other;
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atcggagtct
ctacggtgaa
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Enterobacteriales;

rev_seq:

agtaatgtct
cgcataacgt
agatgggatt
tgagaggatg
agtggggaat
ggcctteggg
ccattgacgt
cggagggtgc
agtcggatgt
gtctcgtaga
ataccggtgg
gagcaaacag
gttcccctga
ccgcaaggtt
ttaattcgat
atgcggaagt
tgtgaaatgt
tcggtcggga
aagtcatcat
aagcgacctc
gcaactcgac
tacgttcccg

Menesi Road

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1323
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