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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A ,tlizelhalas” betegség a vilag mintegy 40 orszagaban el6fordul. A betegséget az Erwinia
amylovora (Burrill) nevli baktérium okozza. A korokozd Amerikdban 6shonos, Eurdépaban 1955-
ben, Anglidban jelent meg, majd fokozatosan terjedt észak-kelet, kelet felé. Magyarorszagon a
korokozot és tiineteit eldszor 1995 telén észlelték Nyarlorine térségében almafakon (Hevesi, 1996).
Megjelenése 6ta évrdl-évre eldéfordul, s bizonyos években, a baktérium szamara kedvezd, meleg,
paras vagy nedves iddjaras esetén, az okozott kar igen jelentds.

A baktérium a Rosaceae csaldd mintegy 40 nemzetségébe tartozé 200 novényfajt képes
megfertdzni, foként az almatermésiicket, szamos disznovényt €s vadon €16 novényfajt (van der
Zwet ¢s Keil, 1979). A korokozd megjelenését egyre tobb 1) gazdandvényrdl publikaltdk az elmult
években. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a tiiskétlen szedren (Evans, 1996) és malnan is
jelezték a korokozd megjelenését (Schnabel és Jones, 2001). Hazdnkban nem annyira jelentds
korallberkenye €s a japan naspolya is a korokozd gazdandovénykorébe tartozik (Németh, 1997). A
tizelhalds betegség nem feltétleniil almatermésti ndvényfajokra korlatozodik, hiszen mar
beszamoltak japan szilva (Mohan ¢s Thomson, 1996), valamint Eur6paban, Németorszag €szaki
részén az eurdpai szilva (Vanneste €s mtsai., 2002) természetes fert6z0désérdl is. A korokozo csak
a hajtasokat pusztitja el és az iddsebb részekre nem terjed at. Az USA-ban szilva és kajszi faj-
hibridjén hajtasszaradasrol (Mohan, 2007), és Csehorszdgban a kajszi természetes fertdzddésérol
jelentek meg publikaciok (Korba és Sillerova, 2010).

Eddig a kérokozo csonthéjasokon vald hazai eldfordulasat csak szilvan jelezték (Végh és
mtsai., 2012). Magyarorszagon a baktérium foként a Malus, Pyrus, Cotoneaster, Crataegus,
Cydonia, Pyracantha és Sorbus fajokon terjedt el. Nem zarhat6 ki az a feltételezés, hogy a jovoben
hazankban is potencidlis gazdandvényei lesznek mas Prunus fajok a baktériumnak €s jarvanyszerii
fellépésére i1s szamithatunk. Ezért 2011 nyaran Prunus cerasifera novényfajrol szérmazo, a
tiizelhalas jellegzetes tiineteit mutatd hajtasokat gyiijtottiink, hogy bizonyitsuk, a korokozd képes
megfertdzni mas csonthéjas ndovényeket is.

Egy fajta fo értékmérd tulajdonsagai kozeé tartozik a betegségekkel szembeni ellenallosag.
Magyarorszagon a tlizelhaldst okozé Erwinia amylovora baktérium ellen engedélyezett novényveédo
szerek szdma drasztikusan lecsokkent, igy a korokozdval szembeni rezisztencia még fontosabb
szempontta valt a fajtavalasztas sordn. A fogékonysag meghatarozasakor figyelembe kell venniink a
lathato tlinetek kialakuldsanak mértékét €s gyorsasagat, illetve a fertdzés hatasdra a ndvényi

szovetekben lejatsz6do valtozasokat.



A munkank soran tehat célul taztik ki:

e a begylijtott, a tlizelhalas jellegzetes tlineteit mutatd Prunus cerasifera novényfaj hajtasairol
a baktérium azonositasat,

e akorokozo klasszikus ¢és molekularis biologiai jellemzését,

e a viragok ¢és éretlen termések mesterséges fertdzése soran megallapitani a disz- és
termesztett cseresznye- ¢és meggyfajtak fogékonysagat,

e valamint, hogy az egyes novényi szervek ellendllosaga/fogékonysaga kozott talalhato-e

szignifikéans kiilonbség egy adott fajtan beliil.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A korokozoé tudomanyos besorolasa

° Torzs: Proteobacteria

o Osztaly: Gamma Proteobacteria

o Rend: Enterobacteriales

o Csalad: Enterobacteriaceae

o Nemzetség: Erwinia

o Fa;: Erwinia amylovora (Burrill) Winslow és mtsai. (1920)

2.2 A korokozo elnevezése

Az Erwinia amylovora (Burill) Winslow és munkatarsai (1920) baktérium okozta tlizelhalas
az almatermésii gylimolcsfajok legrégebbi és legveszélyesebb betegsége. Az elmult 35 évben
szamos elorelépést tettek, hogy a betegséget megértsék jarvanytani szempontbol, de ezek ellenére a
tiizelhalas ma is hatalmas karokat okoz az alma- és korteiiltetvényekben. A tlizelhalas elnevezés
egyértelmiien utal a korokozo altal okozott perzseléses, ¢gésszerl tlinetekre.

Korabban a koérokozd megnevezése Micrococcus amylovorus (Burrill, 1882), Bacillus
amylovorus (Burr.) (Trevisan, 1889), majd Bacterium amylovorum (Burr.) (Chester, 1897).

Winslow és munkatarsai (1920) nevéhez fiiz8dik az Erwinia nemzetség, illetve Erwinia
amylovora faj megjelolés, ettdl kezdédden a kérokozod neve Erwinia amylovora (Burr.), amit az

Amerikai Bakteriologiai Tarsasag 1923-t6l hivatalosan is elismert (van der Zwet és Keil, 1979).

2.3 A korokozo gazdasagi jelentésége

Az Erwinia amylovora a vilagon szinte mindenhol igen nagy karokat okozott a
gyimdlcstermesztésben, €s napjainkban is az egyik legveszélyesebb koérokozd. 1902-ben a
kaliforniai Fresno megyében 125 ezer ha, mig Kings megyében 44 ezer ha korteiiltetvényt kellett
megsemmisiteni a fertdzés kovetkeztében. Az Amerikai Egyesiilt Allamok kortetermesztése 14%-
kal csokkent 1936-ban, mely 4 milli6 dollar veszteséget okozott. Ez a szam 1951 és 1960 kozott 1,5
milli6 dollarra cs6kkent, mig az almatermesztésben elérte a 2,5 millié dollar veszteséget is. Egyes
amerikai almaiiltetvényekben a ’Gala’ fajtak fertézottsége 30-60%-os volt (van der Zwet és Keil,
1979). 1976-ban Kaliforniaban a betegség okozta kar kortébdl 4,7 millié dollar, majd 1991-ben

Michigan 4llam délnyugati részén 3,8 milli6 dollar volt (van der Zwet és Beer, 1995).



Macedonidban 1991-ben 400 hektarnyi kortefat és 60 hektarnyi birset vagtak ki. Az okozott
kar és az tlltetvények Ujratelepitése tobb mint 7 millid dollarba keriilt (Pejchinovski, 1996).
Szerbidban 1996-ban 30 ha korte és 1,3 ha birs, valamint 1997-ben 64 ha korte €s birs iiltetvényt
semmisitettek meg (Balaz, 1999). 1966-ban Anglidban 12 ezer fert6zott fat talaltak faiskolakban,
farmokon a minisztérium jelentése szerint (van der Zwet ¢és Keil, 1979). Délnyugat-
Franciaorszagban egy Pajaml alanyu Smoothee’ iiltetvény fainak 18%-a, az M9 alanya *Gala’ fak
30%-a és az M9 alanyll ’Royal Gala’ fak 70%-a pusztult ki (Lecomte és mtsai., 1996). 1995-ben
Olaszorszag €szaki részén mar volt fertdzés, de robbanasszertien 1996-ban €s 1997-ben ndtt meg a
fertdzott iiltetvények szdma, ahol mintegy 500 ezer fat semmisitettek meg (Battilani és mtsai., 1998;
Calzorali és mtsai., 1999). 1986-1991 kozott Torokorszagban tobb mint 2 millio fat vizsgaltak meg.
A fertdzott fak ardnya gyiimolcsfajonként eltérd volt (Benlioglu és Ozakman, 1999). Van, Gevas,
Edremit és Ecris varosok kornyékén a kortefak fertdzottsége 38%, 66%, 63% és 75% volt (Oden,
1998). Konya tartomanyban tobb mint 2 millié alma, 620 ezer korte és 29 ezer birs fa van, ahol az
1997. évben végzett vizsgalat alapjan a fertdzott fak aranya riasztéan magas volt (alma 22-51%,
korte 58-84%, birs 92%) (Bastas és Katircioglu, 1999).

Magyarorszagon a korokozd megjelenésének évében 42 hektar almaiiltetvényt kellett
megsemmisiteni Nyarl6rincen, a birstdk pedig teljesen kipusztultak Békés megyében. A fertdzés
Békés, Bacs-Kiskun és Csongrad megyékben volt a legnagyobb. 1996-ban Zala, Szabolcs-Szatmar-
Bereg ¢€s a nyirségi teriiletek még mentesek voltak a korokozotol, am évrdl-évre jelentds mértékben
terjedt a tlizelhalas korokozoja, igy 1999-ben mar csak Vas és Nograd megye volt fertdzésmentes

(Buban és mtsai., 1999).

2.4 A korokozo hazai megjelenése

Az 1980-as évek kozepétdl a betegség fokozatosan tort elore a Balkan-félszigeten, megjelent
Csehorszagban, Jugoszlaviaban ¢s Romaniaban, igy joggal tartottak a baktérium hazai fellépésétol
1s. Magyarorszagon 1995. 0szén fedezték fel eldszor a tlizelhalas tiineteit egy Nyarldrinc kdzelében
fekvé almaiiltetvényben. A baktériumot Hevesi Maria azonositotta Erwinia amylovora-ként
(Hevesi, 1996). 1997-ben mar Zala ¢és Szabolcs-Szatmar-Bereg megyében is beszamoltak a
korokozordl, illetve tovabbi megyé€kben is észlelték a betegséget, am ez 1d6 tajt még nem okozott
komoly karokat (Németh, 1997). A fertézés mérteke Békés, Bacs-Kiskun, Csongrad megyékben
volt a legnagyobb, de Baranyaban is beszamoltak a betegségrol. A hazai megjelenés utan két évvel
minddssze Vas és Nograd megye volt mentes a tlizelhalas korokozojatol (Németh, 1999). 2000-ben,
mely egy jarvanyos év volt, megkdzelitdleg 3 780 ha alma, korte- és birsiiltetvény fert6z0dott meg

(Palfi és mtsai., 2000). Az elkdvetkezendd években Szabolcs-Szatmar-Bereg €s Borsod-Abatj-



Zemplén megyében is megndvekedett a fertdzott teriiletek szama (Merd, 2004; Csete €és mtsai.,
2004). A kovetkezd évek 1ddjarasi viszonyai nem kedveztek a korokozonak, am a 2007-es évben
tobb megyében is, mint példaul Fejér megyében, tovabbi sulyos fertézéseket jelentettek (Dénes,

2007). Napjainkban mar szinte az egész orszag teriiletén megtalalhato a korokozo.

2.5 A betegség lefolyasa

A baktérium a rakos sebeken vagy a riigypikkelyek alatt telel. Am a réakos sebek koziil csak
ott talalhato fert6zOképes inokulum, ahol a fert6zott €s ép szoveteket egy éles vonal hatarolja. Ha ez
a vonal elmosddott, ott a sebek inaktivak (Miller, 1929).

Tavasszal a novények nedvkeringésének meginduldsakor a sebekbdl baktériumnyalka tor
eld. Az elsddleges fertdézés a viragokat tdmadja meg, és a fertézésveszEly a teljes virdgzas alatt
fennall. A korokozé a virag természetes nyilasain keresztiil hatol be a fas részekbe (Bagi és Bognar,
2011).

Ilyen természetes nyilasok a nektarium sztomai, a bibe, a csészelevelek légrései, vagy akar a
felnyilt portokok. A legsériilékenyebb rész a nektarium felszine, emellett a nektar tokéletes taptalaj,
ahol a baktérium felszaporodhat. Viragzaskor a bibén megtelepedd korokozd mar egy kevés
nedvesség hatasara is lejut a nektarium also részébe, ahol bekovetkezik a fertézés. Emiatt a
csapadéekos iddjaras viragzaskor nagyban noveli a tiizelhalas betegség fellépését (Thomson, 1986).

Ha a virdgzas soran kedvezdtlenek a kornyezeti feltételek, a korokozd nem képes bejutni a
viragokon keresztiil a gazdandvénybe, am késObb a hajtasokon at tud fertozni.

A vegetacids idOben felléphet szekunder fertdzés, mely sulyosabb karokat okoz a fakon.
Ebben az esetben a primer fert6zésbol a korokozo a hajtasokat, leveleket és masodviragzatokat
tamadja meg (Németh, 1997). Ez részben a csapadékosabb iddjarasnak €s ezt kdvetden az intenziv
hajtasnovekedésnek, részben pedig a nagy szamban megjelend levéltetli populacioknak kdszonhetd
(Buban, 1999).

A fert6zési ciklust az 1. dbra illusztralja.



a nivényen belil
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a nivényen kiviil
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1. abra: Erwinia amylovora fert6zési ciklusa (Thomson, 2000)
(http://www.caf.wvu.edu/kearneysville/disease _descriptions/fire_blight disease cycle.htm)

—_—

Télen a koérokozo attelel a sebekben
2. Tavasszal aktiv rakos sebekbdl az inokulumok kiszabadulnak és esé vagy rovarok
altal a viragokra jutnak
3. A baktérium a bibén felszaporodik és tovabb fert6z es6, méhek vagy mas
viraglatogatd rovarok altal
4. A baktérium bejut a nektariumba és kozvetleniil fertézi a viragokat
5. Nyaéron a viragokon keresztiil a baktérium tovabbi novényi részeket fert6z:
a. behatol a fas részekbe
b. a fiatal hajtasokat
c. az éretlen terméseket
6. A fert6zott hajtasokbol a korokozo
a. bejut az alanyba
b. tovabbi hajtasokat fert6z meg
c. szél, rovarok, es6 vagy nyari viharok segitségével az éretlen termésre jut
7. Osz folyaman a kérokozo a hajtasokbol behtzodik a fas részekbe és ujabb rakos
sebek keletkeznek, melyeken képes attelelni

2.6 A baktérium terjedése

A baktérium terjesztésében legfontosabb szerepe a viznek van. A meleg, csapadékos
1ddjaras kedvez a kérokozonak, ilyenkor fennall a jarvanyveszély lehetdsége is. Az iiltetvényekben
célszerli keriilni az esdztetd Ontdzést, helyette érdemesebb a csepegtetéses modszert valasztani,
ezzel elkeriilve a felesleges vizboritottsagot. A megszaradt baktériumnyalka (exudatum) széllel is
képes igen nagy tavolsagra eljutni. Ezaltal okoz masodlagos fertdzéseket mas névények hajtasain,

levelein és masodviragzatain (Németh, 1997; Glits és Folk, 2000).



Emmet és Baker (1971) kisérletei bebizonyitottdk, hogy a korokozd képes rovarok
segitségével terjedni, illetve megfigyelték, hogy a nagyobb testii allatok, mint példaul a méhek, tobb
inokulumot tudnak széllitani testiikon, ezaltal a fert6zés hatékonyabb lesz. Kortén megfigyelt
vektorok: haziméh (Apis mellifera), poloskaszagh almadarazs (Hoplocampa testudinea),
fénybogarak (Meligethes spp.). Alman megfigyelt vektorok: kozonséges herelégy (Eristalis tenax),
poloskaszagu almadardzs (Hoplocampa testudinea), doglegyek (Lucilia spp.). Bar a koérokozo
természetes nyilasokon keresztiil is fertéz, mégis veszélyesebbnek tartjdk a rovarvektorok, jég,
homok ¢és sz¢l altal okozott sebeken torténd bejutast (Németh, 1997).

Feltételezik, hogy a madarak is szerepet jatszanak a baktérium terjesztésében (van der Zwet
¢s Keil, 1979). Foleg a gyiimdlcsfogyasztd poszatdk ¢és seregélyek jelentenek veszélyt.
Vizsgalatokkal igazoltdk, hogy e madarak iiriilékében a korokozd akar egy hétig is életképes tud
maradni (Németh, 1997).

Igen fontos vektor még az ember is, hiszen a fertdzott szaporitdanyagokkal, a mechanikai
eszkozok nem megfeleld tisztantartasaval €s a munkdsok figyelmetlenségébdl adédoan a ruhijukra
tapadt inokulumok szallitasdval mind-mind hozzajarulnak a koérokozo terjesztéséhez. Bar a
termések fert6zodésével kevés szakirodalom foglalkozik, az aruszallitds soran szintén fontos
terjesztési tényezove valik, hisz a gyiimolcsokon megtelepedd baktériumnyalka tovabbi fertdzéseket
idézhet eld. Feltételezik, hogy az Egyesiilt Allamokbol Nagy Britanniaba is ily médon keriilt be a
korokozo (Németh, 1997).

2.7 A betegség tiinetei

A baktérium minden névényi részt képes megtamadni. A fert6zés gyors lefolydsa rdkosodast
¢s elhalast okoz. Angol elnevezése is innen ered: fireblight (= tlizelhalads). A novényeken perzselés
jelentkezik, stilyosabb esetben a teljes fa kiszaradhat (Hevesi, 1996).

A vegetacio soran el0szor a viragok fertdzodnek meg. A csészeleveleken €s virdg kocsanyan
vizenyOs foltok keletkeznek, késobb megbarnulnak, és ha az id6jaras a baktériumnak kedvezd
(meleg és csapadékos), megjelenik a felszinen a baktériumnyalka. Ez a nydlka a késObbiekben
potencialis fertzési forras lesz. A viragrészekrdl a korokozo a hajtasokba jut, melyek hervadnak,
majd el is szdradnak, pasztorbotszerlien meggorbiilhetnek (2. abra). A levél f6- és mellékerei
barnasra szinezddnek, majd feketén elhalnak. Az elhalt levelek a fertdzott hajtasrol, agakrdl nem

hullnak le (3. 4bra).



2. abra: A tlizelhalas tiinetei kortehajtasokon (pasztorbotszerii gorbiilet)
(Foto: Végh, 2010)

3. abra: A tlizelhalas tiinetei diszalma fan
(Foto: Végh, 2010)

A vesszok, gallyak €s az 1d6sebb agakon at a torzs is fertdzddik. A hdncsszovet szivacsos,
puha allomanyu, vizenyOs lesz, majd eziistds barnara szinezddik. Az elhalt szdvet besiipped,
kiszarad, az egészséges ¢€s beteg részeket repedés valasztja el egymdstol. A folt alatt a farész
rozsdabarna vagy barna szinii. A hajtasok ¢és agak teljesen elhalhatnak. Az 4gakon és a torzson
jelentkezd elhalt foltokon exudatum valhat ki. A fas részeken rakos sebek alakulnak ki. Ezekben a
rékos elhalasokban a korokozd képes fennmaradni, és a kovetkezd évben fertézési forras lesz
(Horvath és mtsai., 1997). A baktérium okozta foltokon megtelepedhetnek masodlagos korokozdk,
példaul Nectria tajok, melyek a ndvények tovabbi gyengiilését segitik eld (Németh, 1997). Nem
csak a fold feletti részeket fertdzi a baktérium, hanem a fas részeken keresztiil képes a gyokereket
¢s a gyokérnyaki részt is. A fertdzott gyokerek kérge felreped, szintén rakos sebek alakulnak ki és a
farész voroses-barnasan elszinezddik, mely akéar a novény pusztulasdhoz is vezethet (van der Zwet
és Keil, 1979).

A fejlodo gytimolesok szisztemikusan fertdzddnek, vizenyds allagtiak lesznek, majd kés6bb

megfeketednek, nem hullnak le, hanem mumifikdlodva a fidkon maradnak. A termések feliiletén



pedig megjelenhet a baktériumnyalka (4. abra) (Németh, 1997). A koérokozdval fertdzott
gyimdlcsok elobb érnek, ¢és a rossz mindségli termések eladhatatlanok lesznek, meg kell

semmisiteni azokat (Hevesi €s mtsai., 2006).

4. abra: A tlizelhalas tiinetei almatermésen baktérium nyalkacseppekkel
(Foto: Alan L. Jones)
(http://www.plantwise.org/Uploads/Compendialmages/Normal/erwiam14.jpg)

2.8 A korokozo gazdanovénykore

A gazdaniovények természetes fertozodése

A korokozd kertészeti szempontbol igen fontos gylimolcsfakat tdmad meg a Rosaceae
csaladon beliil, f0ként a Maloidae alcsaladban okoz jelentds veszteségeket (Palacio-Bielsa €s mtsai.,
2012). Fobb gazdandvényei az alma (Malus domestica), korte (Pyrus communis.), birs (Cydonia
oblonga). A korokozora legfogékonyabb faj a birs (Buban ¢és mtsai., 1999). Az igen fogékony
gazdanovények korébe tartozik példaul a hdlyagos levelli madarbirs (Cotoneaster bullatus),
fuzlevelli madarbirs (Cotoneaster salicifolius), hibrid madarbirs (Cotoneaster waterei),
korallberkenye (Stranvaesia davidiana) (Németh, 1997). Emellett megannyi értékes diszfat és
cserjét is megtamad: megtalalhatd japanbirsen (Chaenomeles japonica), madarbirsen (Cotoneaster
spp.), naspolyadn (Mespilus germanica), tuztdvisen (Pyracantha coccinea), rdzsan (Rosa spp.),
berkenyén (Sorbus spp.) €s gyongyvesszon (Spirea spp.), illetve szamos disz alma- és kortefan is
(Buban és mtsai., 1999) (5. ébra).

A disznévények koziil a korallberkenye (Stranvaesia davidiana) kevésbé ismert
gazdandvény, mely hazankban behozatali tilalom alatt all. Szintén kevésbé ismert a japan naspolya
(Eriobotrya japonica), melyet fagyérzékenysége miatt Magyarorszdgon nem termesztenek

(Németh, 1997).



5. abra: A tlizelhalas tlinetei tliztovis hajtasan
(Foto: Végh, 2010)

1993-ban az USA-beli Oregon allamban azonositottdk a baktériumot egy harom éves
japanszilva (Prunus salicina) lltetvényben. A természetes fert6zodés foként a szilva ’Fortune’ és
"Fiar’ fajtakon jelentkezett. Ezen kiviil még tiineteket figyeltek meg ’Black Amber’ és ’Simka’
fajtakon is. A tlizelhalds tiinetei megegyeztek az almaterméslicken okozott szimptomakkal. A
leveleken és az agakon nekrotikus foltok jelentkeztek, késobb pedig a fas részeken kialakultak a
rakos sebek. A laboratoriumi vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy az Erwinia amylovora
fertdzte a novényeket (Mohan és Thomson, 1996).

1951-ben Starr és munkatarsai figyelték meg a tiineteket malnan (Rubus ideaus), 2002-ben
pedig eurdpai szilvardl (Prunus domestica) irtak le a korokozot Németorszagban (Vanneste és
mtsai., 2002). 2011-ben hazankban is észlelték fiatal szilvafa hajtdsan a tlizelhalasos tiineteket
(barnulo-elfeketedd, begorbiilt hajtasok). A laboratériumi vizsgalatok egyértelmiien igazoltak, hogy

a tlineteket okozo kérokozod szintén az Erwinia amylovora (Végh és mtsai., 2012) (6. dbra).

6. abra: A tlizelhalas tlinetei szilvahajtason
(Foto: Végh, 2011)



Els6ként Bulgaridban izoladltdk az FErwinia amylovora-t fekete berkenyérdl (Aronia
melanocarpa) és szamocardl (Fragaria ananassa). Mindkét ndvényen jelentkeztek a tlizelhalas mar
emlitett tlinetei (Atanosova és mtsai., 2005).

Csehorszagban, 2007 janiusaban elsd alkalommal diagnosztizaltak fiatal kajszi fakrol
(Prunus armeniaca cult. ’Veharda’) az Erwinia amylovora-t. A fert6zott fak egy olyan iiltetvény
kozelében helyezkedtek el, ahol a korokozoéra igen fogékony kortefajtdkat (Pyrus ussuriensis)
telepitettek €s ahol a betegség szinte minden évben jelentkezett. A tlineteket mutat6 kajszi leveleket
taptalajra helyezték és 24 o6ra mulva megjelentek az Erwinia amylovora-val morfologiailag
megegyez0 baktérium tenyészetek. A kajszi leveleken 0,5-0,7 cm atmerdjli, barnas, késobb
elfeketedd foltokat figyeltek meg. A baktérium kortérdl kajszira torténd atvitelért feltehetden a
fiistosszarnyu korte-levélbolha (Cacopsylla pyri) volt a felelés. Miutan a kortefakon elfogyott a
taplalék, a rovarok 10j tdpnovényre, jelen esetben a kajszira, vandoroltak ezzel eldsegitve a

baktériumos fertdzddést (Korba és Sillerova, 2010).

Mesterséges fertozési kisérletek

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban és Dél-Németorszagban mesterséges fertdzéseket
végeztek kiilonbozéd novényfajokon, ¢€és a baktérium ugyanolyan tiineteket okozott az
Amygdoloideae alcsalad tagjain, mint a japan szilvan (Mohan és Thomson, 1996), az eur6pai
szilvan (Vanneste és mtsai., 2002), illetve a szilva és a kajszi keresztezésével nemesitett Pluot”
hibriden (Mohan, 2007). A szilvarol izolalt korokozo képes tiineteket indukalni mas Prunus fajokon
1s, igy cseresznyén (P. avium), 8szibarackon (P. persica), nektarinon (P. persica var. nucipersica)
¢s manduldn (P. amygdalus). Ennek tiikrében feltételezhetd, hogy a csonthéjasok is széles korben
fogékonyak a korokozora (Palacio-Bielsa és mtsai., 2012).

Uveghazi koriilmények kozt a novények baktériummal szembeni fogékonysagat vizsgaltak.
A japan szilva ’Fortuna’ és az alma ’Jonathan’ fajtairdl izolalt Erwinia amylovora nem mutatott
szignifikans kiilonbséget a Prunus fajok fertézésekor. Mindkét baktérium izolatum a virdgokon
nekrotikus foltokat okozott, am egyik sem jutott be a virdgkocsanyba (Mohan és Bijman, 1999).

Mohan ¢s munkatéarsai (2002) mesterséges levél- és hajtasfertdzési kisérleteket végeztek.
Vizsgalataik soran a kajszin €s a japan szilvan jelentkeztek nagyobb mértékben a tiizelhalas tiineteli,
mig szilvan, Oszibarackon, nektarinon, cseresznyén ¢és manduldn kis mértékben rezisztencia
mutatkozott. A meggyen ellenben semmiféle szimptoma nem jelent meg. Eretlen termések

fertdzésekor azonban a szilva és a cseresznye tlint a legfogékonyabbnak (Mohan és mtsai., 2002).



3. ANYAG ES MODSZER

3.1 A vizsgalat helye, ideje

A tlizelhalas jellegzetes tilineteit mutatd Prunus cerasifera ndvényfajrol szarmazo hajtasokat
2011. julius végén Budapestrdl (Obudardl) gyiijtottik, majd a mintdkat a Budapesti Corvinus
Egyetem Novénykortani Tanszékére szallitottuk. A disz- és termesztett cseresznye- €s meggyfajtak
viragait és éretlen terméseit Budapest parkjaibol, kozteriileteirdl, valamint Soskutrol gytijtottiik
(1998-ban telepitett iiltetvény, a fak vaza koronaforméjuak, sor- €s tétavolsaguk: 7 x 5 m). A
korokozo klasszikus és molekuldris azonositasat, valamint a virdgok ¢€s éretlen termések
fogékonysag vizsgalatat a Novénykortani Tanszék laboratoriuméaban végeztiik el. A korokozd 16S
riboszomalis RNS-ének egy szakaszat tartalmaz6 rekombindns plazmid nukleinsav szekvencidjat
Szegeden a BAY-GEN Novénygenomikai, Human Biotechnologiai és Bioenergiai Intézetben

hataroztattuk meg.

3.2 A vizsgalat anyaga
3.2.1 A korokozoé tenyésztése, fenntartasa

A korokozét (Ea-Cherryplum-Bul) cseresznyeszilva (Prunus cerasifera) fert6zott hajtasardl

izolaltuk, tiszta tenyészetbe hoztuk és fenntartottuk.

Tenyésztés: King-B taptalajon (King és mtsai., 1954), 26 °C-on tortént.
A King-B téptalaj dsszetétele: 20 g pepton, 10 g glycerol, 1,5 g K;HPO,4, 1,5 g MgSO4 X 7 H,0, 15

g agar, 1 liter desztillalt viz. A taptalaj pH-ja 7,2 idedlis az E. amylovora fejlodéséhez.

Megoérzése: glycerolos tartositas utjan tortént -18 °C-on eppendorf csében és/vagy -70 °C—on
fagyaszt6 csében. A kozeg Osszetétele: 2,2 g Beaf extract, 24 ml glycerol, 200 ml desztillalt viz.

3.2.2 A Kklasszikus bakteriologiai vizsgalatokhoz hasznalt novények

A korokozo patogenitasanak teszteléséhez és a Koch-posztulatumok teljesitéséhez éretlen
kortét (CAlexander Lucas’ fajta); a hiperszenzitiv reakcio vizsgalatdhoz egészséges dohanynoveényt

(Nicotiana tabacum L. cv. xanthi) hasznaltunk.



3.2.3 Disz- és termesztett cseresznye- és meggyfajtak
Cseresznyefajtik

Prunus avium ’Carmen’

Brozik Séandor és Apostol Janos a ’Sarga Dragan’ ¢s "H 203’ fajtakbol keresztezte (Ny¢€ki €s
mtsai., 2011). Faja kozéperds, feltord koronaval. Kézépkorai érésli, exportaruként is igen keresett
cseresznye. Termése igen nagy méretli, bordd szinli. Friss fogyasztasra tOkéletes, hatalmas

gyiimdlcsot terem, mely kemény hist, kellemesen savanykas-édes (Hrotko, 2003).

Prunus avium ’Linda’

A ’Hedelfingeni 0rids’ és a ’Germersdorfi 0rids’ mesterséges hibridje, melyet Brozik Sandor
€s Apostol Janosné allitott el (Soltész, 1998). Kozéperds-erds fat nevel, enyhén széthajld, laza
agrendszerrel (Monus, 1999). Junius kozepétdl érik, a ’Germesdorfi oOrias’ elétt par nappal.
Gyiimodlcse nagy, kissé megnyult és sotét bordd, sokaig fan tarthatd. Kemény, roppands husa
kellemesen édes-savanykas. Mind friss fogyasztasra, mind feldolgozasra alkalmas (Brozik és Kallay

T-né, 2001).

Prunus avium ’Katalin’

Magyar nemesitésii fajta, a *Germersdorfi Orias’ és a *Podjebrad’ hibridje, mely szintén
Brozik Sandor €s Apostol Janosné nevéhez fiiz6dik (Hrotkd, 2003). Féaja kozéperds és feltorekvo.
Gyiimolcse igen nagy-nagy, alakja kissé megnyult, szine sotét bordd. A termés husa kemény,
ropogos, az ize pedig igen kellemes. Foként friss fogyasztasra alkalmas, de feldolgozasra,
konzervnek ¢€s befdttnek is egyardnt kivalo. A kései érésii cseresznyek koziil a legjobb fajta (Monus,

1996).

Prunus serrulata ’Kanzan’

Japadn nemesitésti, igen kedvelt ¢és elterjedt diszcseresznye. Forditott, tolcsér alakt
koronajardl konnyen fel lehet ismerni. Rézsaszin, telt viragai aprilistol majus végéig virdgoznak és
a sziromlevelei elviragzas utan sem barnulnak el, mely tovabb noveli diszitd értékét. Termést nem
hoz. Jo varostlird tulajdonsaga miatt utcai sorfanak, parkfanak vagy akar szoliterként is szivesen

iiltetik (Schmidt, 2004).

Prunus serrulata var. hupehensis

Szintén japan nemesitésli lombhullaté diszfa. A termesztett fajtdkéhoz hasonlo, 6t szirombodl
allo fehér és egyszerli viragai vannak, melyek aprilistol majusig nyilnak. Ellentétben az el6z6

diszcseresznyével, ez a fajta aprd, csonthéjas termést érlel (Internetes forras 1).



Meggyfajtak

Prunus cerasus ’Kantorjanosi 3’

Az Ujfehértoi Kutatéoallomas munkatarsai altal tajszelekcioval nemesitett meggyfajtank.
Koézepes novekedésli, gdmbkoronat neveld fa, mely idésebb korban felkopaszoddsra hajlamos
(Brozik és Kallay T-né, 2001). Az *Ujfehértéi fiirtdssel’” egy idSben, jalius elején érik. Gyiimélese
kozép nagy, kemény hust, festélevili, savanykas izti. JO eltarthatosdga és magas szérazanyag
tartalma miatt a legjobb export —€s konzervfajtank. Monilinia laxa-ra és Blumeriella jaapii-ra nem

fogékony, a virusokra pedig tolerans, tliinetmentes (Monus, 1999).

Prunus cerasus ’Ujfehértéi furtos’

Pethd Ferenc és munkatdrsai 1961-ben tajszelekcioval allitottak eld €s a mai napig az egyik
f0 termesztési fajtank. Faja erds alkati, koronaja gomb alaku, cslingd habitust, mely id6sebb
korban felkopaszodhat (Por és Faluba, 1982). Gylimdlcse kozép nagy, kiss¢ kemény, nem festdlevil,
kellemesen savanykas-édes. Nyersen vagy akar konzervként fogyaszthato, kedvelt exporttermék is

egyben. Monilinia laxa kérokozoval szemben tolerans (Monus, 1996).

Prunus cerasus ’Erdi botermo’

Maliga Pal €s Apostol Janos a ’Pandy’ és a *Nagy angol meggy ’ fajtakbdl kereszteztek. A
fa kozéperds, lapitott gdmb alaku koronaval (Por ¢és Faluba, 1982). Gylimolcse kdzép nagy, husa
kemény, piros festélevil. Friss fogyasztasra és ipari célokra egyarant termesztik. A fajta hatranya,
hogy ¢érzékeny a monilinids betegségre. Ettdl fliggetleniil a kivaldo gyiimdlcsmindsége, gépi
betakaritdsra vald alkalmassidga €s nagy termOképessége miatt az iizemi termesztés egyik f0

meggyfajtaja (Monus, 1999).

Prunus cerasus ’Debreceni botermé’

Ménesi Attila tajszelekcioval 1étrehozott fajtéja. Julius elején érik, az *Ujfehértoi fiirtos’
elott két-harom nappal (Soltész, 1998). Erds fat nevel, jo elagazddasi hajlammal. Termése kozép
nagy, sotétpiros, enyhén festdlevii. Husa kissé kemény €s rostos, ize édes. Friss fogyasztasra és ipari
felhasznalasra egyarant alkalmas. Monilinia laxa és Blumeriella jaapii kérokozokra kevésbé

érzékeny (Brozik és Kallay T-né, 2001).

Prunus cerasus ’Erdi jubileum’

A Pandy meggy’ €s az ’Eugénia’ fajtak keresztezésével allitotta eld Maliga P4l és Apostol
Janos (Soltész, 1998). Vastag torzse miatt késon fordul termOre. Faja kdzéperds, laza agrendszert.

Termése kozép nagy, feketés szinl, igen kemény hust és erdsen festdlevii. Export, friss €s



feldolgozoipari célokra egyarant termesztik, a legjobb gylimélcslé alapanyag. Monilinia laxa-ra

érzékeny fajta (Hrotko, 2003).

3.2.4 Plazmid és baktériumtorzs a klonozashoz

A tisztitott PCR-termékeket a Promega 3015 bazispar hossziisdgh pGEM-T Easy
plazmidjaba ligaltuk (7. dbra). A PCR-termékek klonozasahoz az Escherichia coli baktérium DH 5-

o torzsét hasznaltuk.

o
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7. abra: A pGEM-T Easy Vektor felépitése

3.2.5 Taptalajok

A transzformalas sordn steril 2TY (4 g tripton, 2,5 g ¢lesztOkivonat, 1,25 g NaCl, 250 ml
végtérfogatban) €s steril ampicillines LB téaptalajt (2,5 g tripton, 1,25 g ¢lesztOkivonat, 2,5 g NaCl
250 ml végtérfogatban + 500 pul ampicillin), a Minipreparatum készitéséhez steril ampicillines LB

szilard és folyékony téptalajt hasznaltunk (Maniatis és mtsai., 1989).

3.2.6 A vizsgalat soran alkalmazott Kitek

A korokozo6 biokémiai tulajdonsadgainak meghatarozéasa sordn a Biomérieux (France) altal
gyartott API20E gyorstesztet hasznaltuk. A PCR-termék tisztitasat High Pure PCR Product
Purification Kit-tel (Roche) végeztiik. A szekvencia meghatdrozashoz Quantum Prep Plasmid

Miniprep Kit-tel (Bio-Rad) tisztitottuk a rekombinans plazmidot.



3.2.7 Enzimek, vegyszerek

A PCR-hez: Tag DNS polimerdz enzim (rekombinans) (5u/ul); puftere: 10x-es Taq puffer +
KCI — MgCl,, pH: 8,8 25 °C -on. A ligalashoz: T4 DNS ligdz enzim (5u/ul); puffere: 10x-es T4
DNS ligaz puffer pH: 7,8 25 °C-on. A plazmidot tartalmazd baktérium kolonidk kék-fehér szin
szelekciojahoz IPTG-t [10 pl (100 mM/ml)] és Xgal-t [40 pl (10 mg/ml)] hasznaltunk. Az inzert
beépiilését a plazmidba EcoRI (10 u/ul) restrikcidos endonukledzzal ellendriztiikk. Az enzim puffere:
10x-es EcoRI puffer pH: 7,5 37 °C-on. A T4 DNS ligaz enzimet a Promega cégtdl, mig a tobbi

enzimet a Fermentas cégtdl vasaroltuk.

3.2.8 Primerek

A molekuléris vizsgalatok soran baktériumokra specifikus primereket (Osborn és mtsai.,
2000) hasznaltunk a PCR reakciokban, amelyek a 16S rRNS-t koédoldé gén bazissorrendjét
hatarozzadk meg. A modszert ma mar széleskorlien haszndljak baktériumok identifikdldsara és
taxonomiai vizsgalatok kivitelezésére (Choi €s mtsai., 1996; Clarridge, 2004), amely alkalmas faj

szintli identifikaciora (Van de Peer ¢és mtsai., 1996).

1389r (reverse) primer 5’-ACG GGC GGT GTG TAC AAG-3°
63f (forward) primer 5’-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3’

3.2.9 PCR késziilék

A polimeraz lancreakciot Applied Biosystems GeneAmp 9700 tipusu PCR késziilékében végeztiik.
3.3 A vizsgalat médszere

3.3.1 A betegség tiineteinek megallapitasa

A tlizelhalasra jellemz0 tiineteket (van der Zwet €s Keil, 1979) cseresznyeszilvardl szarmazo
hajtasokon figyeltiikk meg. A fiatal hajtadsokon pasztorbotszerii gorbiilet volt lathato. A hajtasok és a
levelek megbarnultak, elhaltak. A fert6zott hajtasokat zacskdba gyljtottiik €s a vizsgalatokig a
koérokozo szamara kedvezd kornyezeti feltételek mellett tartottuk (paras, meleg). A vizsgélatokat 1-

2 napon beliil elvégeztiik.

3.3.2 A korokozo izolalasa taptalajon

A fert6zott hajtdsokat alkohollal fertdtlenitettilk, majd steril koriilmények kozott az
egészséges ¢s az elhalt ndvényi rész hatararol mintat vettiink. A novényi szovetet steril desztillalt

vizzel homogenizaltuk, majd az elegyet steril King-B agar téptalajon szélesztettiik, ¢s a Petri-



csészéket 26 °C -on inkubaltuk 1-2 napon at. A kiilonalld kolonidkat ujra leoltottuk, majd tiszta

tenyészetbe hoztuk.

3.3.3 A baktérium szuszpenzio eléallitasa

A hiperszenzitiv reakcidhoz, a patogenitasi teszthez, a biokémiai vizsgdlathoz, a virag- és
termésfertdzésekhez sziikséges baktérium szuszpenziot a korokozo 1 napos (26 °C) tenyészetébol
nyertiik. A spektrofotométert a vizsgalatok eldtt desztillalt vizzel kalibraltuk. A 24 6rés, friss, tiszta
tenyészetbd] szarmazé baktérium szuszpenzidt a spektrofotométerrel 5x107 sejt/ml toménységiire

allitottuk be.
3.3.4 A korokozo azonositasa klasszikus modszerekkel
3.3.4.1 A Gram-féle tulajdonsag vizsgalata

Az izoldtumok 24 Oras, friss, tiszta tenyészetébdl a Petri-csészérdl steril fogpiszkald
segitségével egy-két koloniat vettiink, és steril tdrgylemezre helyeztiikk. Majd hozzdadtuk a 3%-os
kalium-hidroxidot és homogenizaltuk. Gram-negativ a korokozé abban az esetben, ha a kalium-
hidroxid oldotta a sejtfalat (az elegy, nyulos allagi), mig a Gram-pozitiv esetében nem oldja a

korokozo sejtfalat (az elegy vizes hatast).

3.3.4.2 Hiperszenzitiv reakcio

A baktérium szuszpenziét (5x107 sejt/ml) a dohanylevél (Nicotiana tabacum L. cv. xanthi)
szovetébe juttattuk injekcios tlivel. Majd 24-48 ora elteltével figyeltiik a hiperszenzitiv reakcio

kialakulasat, azaz a gyors szoveti nekrozist (Klement, 1963).

3.3.4.3 Patogenitas vizsgalat

A patogenitasi teszt elvégzése kiilonbozo tesztndvényeken szintén nélkiilézhetetlen modszer
a korokozo baktérium meghatdrozasahoz (Agrios, 1997). A korte (Alexander Lucas’ fajta)
fertdzése steril koriilmények kozott tortént. A tesztelésnél a természetes fertdz6dés mechanizmusat
szirdssal imitaltuk. A termést 3-6 helyen szirtuk meg baktérium szuszpenzidba (5x107 sejt/ml)
martott landzsatlivel. A kontrollt steril desztillalt vizbe martott tlivel kezeltik. A fert6zott
gytimolcsot 25-27 °C-on inkubaltuk, 80-90%-os paratartalmat biztositva.

A patogenitasi teszt értékelése a gylimdlesokon S nap elteltével tortént. Az eredményekre a
fertdzést kovetden a gylimdlesokon kialakult E. amylovora-ra jellemzo tiinetekbdl (van der Zwet és

Keil, 1979) kovetkeztettiink (a gyiimdlcsok esetében a vizenyds, barnuld foltokbdl).



3.3.4.4 A biokémiai tulajdonsagok vizsgalata

A vizsgalatokat a gyarto utasitasait kovetve végeztik el. Az API20E tesztcsikot 24-48 6ran
at 36 °C -on inkubaltuk. Az API20E kit a baktériumfajok meghatarozasara szolgal. Ertékelése soran

az eredményeket a gyartd altal rendelkezésiinkre bocsatott pozitiv és negativ minta-tesztcsikok

alapjan értékeltiik (8. abra).

pozitiv teszt

negativ teszt

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

3.3.5 A korokozo azonositasa molekularis modszerrel

A 16S rRNS gén molekularis vizsgalata

PCR paraméterei

A PCR-hez hasznalt indit6é szekvenciak:
1389r (reverse)
63f (forward)

A PCR elegy 0sszetétele 50 ul végtérfogatra:

2 ul baktérium szuszpenzié (107 sejt/ml)
35,5 wl steril H,O

1 wl primer 63f (20 pmol/ul)

1 wl primer 1389r (20 pmol/pl)

3 ul MgCl, (25 mM)

5 ul 10x Taq puffer (+ KC1— MgCl,)

0,5 ul Taq polimeraz enzim (5 u/ul)

2 ul 5 mM dNTPs



A reakcid paraméterei:

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

2. 94 °C-on 15 masodperc denaturalas (a két komplementer DNS szal szétvalasa)

3. 55 °C-on 0,5 perc anellalas (a primerként szolgalo oligonukleotid kapcsolodasa)

4. 72 °C-on 1,5 perc elongaci6 (lanchosszabbitas)

5. 94 °C-on 0,5 perc denaturalas

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

Gélelektroforézis

A PCR terméket GelRed-del (Biotium) festett 1%-o0s agardz gélben, vizszintes mini elektroforézis
késziilékben valasztottuk el, 140 V-tal, TBE pufferben (1x TBE (12,11 g Tris; 5,135 g borsav;
0,372 ¢ EDTA 1000 ml desztillalt vizben). A nukleinsav frakcidkat atesd ultraibolya fényben
értékeltiik és fényképeztiik (UVP, BioDoc- It™ System).

A PCR-termék tisztitasa

A PCR terméket a High Pure PCR Product Purification Kit-tel (Roche) a gyarto utasitasait kovetve
tisztitottuk meg.

Ligalas

A tisztitott PCR-terméket pGEM-T Easy vektorba ligdltuk, melyet kifejezetten PCR-termékekhez
fejlesztettek ki.

A ligdlashoz a kovetkezdket mértiik 6ssze 10 pl végtérfogatra:

5 wul steril HO

1 ul plazmid (pGEM-T Easy)

1 ul pufter (T4 DNS ligdz 10x-es puffere)

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

2 ul inzert (tisztitott PCR-termék)

Ezt 6 6rén 4t szobahdmérsekleten ligaltuk.
Transzformalas E. coli DH Sa torzsébe

A -70 °C -on tarolt kompetens sejtet jégen kiolvasztottuk, a ligdtumot szintén jégre tettiik. A mar
felolvadt kompetens sejtet hozzamértiik a ligdtumhoz, 30 percig hagytuk jégen allni, majd egy
percig 42 °C -on tartottuk, hogy kinyiljanak az E. coli baktérium poérusai és a plazmid bejuthasson.
Ezutdn azonnal jégre tettiik és Gt percig jégen tartottuk. Ezt kovetéen hozzamértiink 500 pl
antibiotikum-mentes 2TY foly€kony taptalajt, és ezzel Osszeforgattuk. Egy 6ran at 37 °C -on
razattuk. Ekozben ampicillin tartalma LB szilard taptalajra 10 pl IPTG-t és 40 ul X-Gal-t

(Fermentas) szélesztettiink, és megvartuk, mig megszarad. A razatds utan az elokészitett taptalajra



100 pl, ill. 50 pl-t kikentiink a mar felszaporodott baktérium tenyészetbdl. Szaradas utan a
lemezeket egy €¢jszakan at 37 °C -on inkubaltuk.

Minipreparatum készitése

Hat egyedi fehér kolonidbol 2-2 ml folyadékkultiraba (ampicillines LB) inokulaltunk, és 37 °C -on
egy ¢jszakan at razattuk. A baktériumkultarat 3 percig centrifugaltuk. A feliiluszot leontottiik, €s a
pellethez hozzaadtunk 200 pl ,,A” oldatot (15 mM TRIS HCI pH: 8§, 10 mM EDTA, 50 mM
gliik6z), Vortex segitségével Osszekevertiik, majd 6t percig szobahdmérsékleten allni hagytuk.
Aztan hozzamértiink 400 pl ,,B” oldatot (0,2 M NaOH, 1 % SDS), dsszeforgattuk, majd 300 ul ,,C”
oldatot (60 ml 5 M Na-acetat, 11,5 ml ecetsav, 28,5 ml steril H,O) és ezzel is dsszeforgattuk, 6t
percre jégre helyeztiikk, azutan 6t percig szobahOmérsékleten centrifugéltuk. A feliiluszot uj
Eppendorf csébe toltottiik, igy 6t percig centrifugaltuk, majd a feliiliszot ismét ) Eppendorf csdbe
toltottiik, €s hozzaadtunk 600 pl izopropanolt, ezzel Gsszeforgattuk, €s 6t percig centrifugaltuk
szobahOmérsékleten. Elontottiik a feliiluszot, lecsopdgtettiik, €s a pellethez hozzaadtunk 200 ul ,,D”
oldatot (0,1 M Na-acetat pH: 7; 0,05 M TRIS HCI pH: 8), ezt hagytuk szobahdmérsékleten allni 10
percig, majd Vortex segitségével kevertiik, végiil 400 ul etanollal 6t percig centrifugéltuk, a
feliiluszot elontottiik, €s a pelletet beszaritottuk 30 perc alatt. Utols6 1épésként a pelletet
visszaoldottuk 100 pl RNase TE-ben (1 ml 10x TE, 9 ml steril H,O, 10 pl RNase (10 mg/ml))
(Maniatis és mtsai., 1989).

Az inzert ellenorzése

A Miniprepardtum modszerrel tisztitott rekombindns klonok plazmidjaiboél EcoRI enzimmel
ellendriztiik a PCR-termék beépiilését. Az EcoRl enzim j6l hasznalhato erre a célra, hiszen a

beépiilés helye mellett mindkét oldalon megtalalhato ez a specifikus hasito hely.

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

2 ul plazmid (0,5 pg)

1 ul 10x EcoRI pufter

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

6,8 ul H,O

Az Eppendorf csdveket 1 6ran at 37 °C-on inkubaltuk.

A mintakat 1 % -os agardz gélben megfuttattuk, €s ellendriztiik, a megfeleld hossziisdg inzert

kivagodasat.



Plazmid tisztitas szekvenalashoz

A kivalasztott klont 2 ml folyadékkulturaban (ampicillines LB) Ojra felszaporitottuk (37 °C, egész
¢jszakan at torténd razatas). A baktériumkulturaval toltott Eppendorf csovet 3 percig centrifugdltuk
szobahdmérsékleten, majd Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit-tel (Bio-Rad) a gyartd utasitdsai

szerint tisztitottuk.
A nukleinsav szekvencia meghatarozasa és analizise

Szekvencia meghatirozasra a tisztitott rekombinans plazmidot M13 reverse és M13 forward
primerekkel szekvenaltattuk Szegeden, a BayGen Novénygenomikai, Human Biotechnologiai €s
Bioenergiai Intézetben, ahol a szekvencia meghatdrozast GeneAmp PCR System 9700-as

szekvenatorral végezték.

3.3.6 Viragfertozés és értékelés

A virag- ¢és éretlen termésfertdzés modszereit a szakirodalom alapjan végeztiik el (Hevesi €s
mtsai., 2006; Honty, 2011), illetve némiképp modositottuk. A szabadfoldrdl gylijtott viragokat fehér
bimbods allapotban Eppendorf csdvekbe helyeztiikk, melyekbe 1,5 ml 1%-o0s szachar6z oldatot
mértiink. Az Eppendorf csoveket egy dobozba allitottuk, az aljaba pedig desztillalt viz és glicerin
elegyét toltottiik, ezzel a zart rendszerben megfeleld hdmérsékletet és paratartalmat biztositottunk a

viragoknak, melyet hdmérdvel €s paramérdvel folyamatosan ellendriztiink (9. dbra).

9. abra: Viragfert6zés elokészitése (Prunus serrulata ’Kanzan’)
(Fot6: Dudas, 2012)

A szakirodalom szerint a virdgokat célszerli kapillaris technikdval inokuldlni, mert ez a
moddszer igen hasonlit a természetben lejatszodd fertézési folyamatra, igy megbizhatd, pontos
eredményekre szamithatunk (Honty, 2011). Mi egy ehhez igen hasonld moddszerrel, pipettaval
végeztik a fertézést. A koérokozod 24 Orés tenyészetébdl steril desztillalt vizzel baktérium

szuszpenzidt (5x107 sejt/ml) készitettiink és masnap a kinyilt viragok bibéire pipetta heggyel vittiink



fel egy cseppet (10. abra). Fajtanként 20 viragot fertztiink. Kontrollként pedig steril desztillalt
vizet hasznaltunk (fajtanként 10 viragon). A kisérletet 5 nap mulva értékeltiik a virdgok hosszanti

szétvagasaval, majd a nekrozis mértékének megallapitasaval.

10. abra: Meggy- és cseresznyeviragok fert6zése
(Foto: Végh, 2012)

A viragfertdzés értékeléséhez Hevesi €s munkatarsai (2006) egy hatos fokozati skalat

hasznaltak (Pusey, 1999):

0. nincs nekroézis;

1. maghdzon kezdeti nekrdzis 14athato;

2. anekrozis a maghaz feléig terjedt;

3. amaghaz tobb mint a felén, esetleg a teljes feliiletre kiterjedt nekrdzis;

4. teljes maghaz ¢s kocsany is nekrotizalodott;

5. teljes maghaz és a viragkocsany nekrotizalddott, feliiletiikon baktériumnyalka

jelent meg.

A cseresznye €s a meggy viragainak mérete és felépitése miatt nehéz egyértelmiien
elkiiloniteni a hatféle fokozatot. A sajat értékeléseink soran mddositottuk az altaluk alkalmazott

fertdzési skalat, mely alapjan mi 3 csoportot kiillonbdztettiink meg (11. abra):

I. nincs nekrozis;
IL. részleges nekrozis lathatd a maghazon;
I1I. teljes maghdz és kocsany nekrotizalodott, esetleg baktériumnyalka jelent meg

a felilleten.



11. abra: A meggy- és cseresznyefajtak viragainak fogékonysagi kategoriai
(I= tiinetmentes, 1= részleges elhalas, I1I= teljes nekrotizacio)
(Foto: Dudas, 2012)

A skala alapjan az alabbi képlettel meghataroztuk a viragok betegségi fokat (B,), mellyel az
adott fajta fogékonysagara kovetkeztethetiink (Bertrand és Gottwald, 1978).

Bu - 2 fi * N,
n
Ahol: Bv  a betegség mértéke
fi a fert6zési index
ni a fert6zési indexhez tartoz6 gyakorisag
n a fajtan beliil vizsgalt 6sszes ndvényi rész.

3.3.7 Termésfertozeés és értékelés

Az éretlen gyiimdlcsoket szintén szabadfoldrél szereztik be. A felsziniiket alkohollal
fert6tlenitettiik, majd baktérium szuszpenzioba (5x107 sejt/ml) martott bonctiivel szartunk meg
fajtanként 15 termést (12. abra). Kontrollként steril desztillalt vizet hasznaltunk. Az inokulalt
gylimolcsoket egy talban liveggyongyokre helyeztiik, az livegtal aljaba pedig kevés desztillalt vizet

toltottiink, majd lezartuk, ezzel biztositva a baktérium szamara kedvezo, paras kornyezetet.



(Foto: Végh, 2012)

A megfert6zott termések értékelésekor a szakirodalom 4 csoportot kiilonit el (Hevesi, 2006):

0. nincs tiinet;

1. a fert6zés helye vizzel atitatott volt, majd barnult, 5 mm atmérdjii nekrdzis
alakult ki, amelyet 20 mm atmérdji sarga, ill. piros udvar szegélyezett;

2. a nekrozis atméréje meghaladta a 40 mm-t, feliletén apré (mm)
baktériumcseppecskék jelentek meg;

3. a fertdzés az egész gylumdlcsre kiterjedt, barndsan marvanyozotta valt,
feliilete baktérium-nyalkacseppekkel boritott volt, a fertdzés helyén 2-3 mm

atméroju baktérium-nyalkacsepp mutatkozott.

A sajat értékeléseink soran ebben ez esetben is modositottuk az altaluk alkalmazott fertézési
skalat, mely alapjan szintén 3 csoportot kiilonboztettiink meg (13. abra). A fertézést koveto 4.

napon vizsgaltuk a termésen kialakult elhalas mértékét és harom csoportba soroltuk dket:

1. tiinetmentes;
II. vizeny0s, nekrotikus folt jelentkezett a szarasnyom koriil;

I11. az egész gyiimolcs megfert6zodott, elofordult baktériumnyalka is a felszinen.



13. abra: A meggy- és cseresznyefajtak terméseinek fogékonysagi kategoriai
(I= tiinetmentes, II= részleges elhalas, III= teljes nekrotizaciod)
(Foto: Dudas, 2012)

A fertdzés mértéke szerint meghataroztuk a virdgfertézésnél is hasznalt képlet alapjan
gyimdlcsok megbetegedésének mértéket (By).

Zfi*ni

B,= -



4. EREDMENYEK

4.1 A korokozé azonositasa cseresznyeszilva hajtasrol (Prunus cerasifera) Kklasszikus

modszerekkel
4.1.1 Az E. amylovora okozta tiinetek

A barnuld pasztorbotszerlien meggorbiilé hajtasokat cseresznyeszilvarol szedtik 2011
nyaran. A tiinetek tipikusan E. amylovora jelenlétére utaltak (14. abra). Hazankban a koérokozo
megjelenése cseresznyeszilvan 1) eredmény, ezért fontosnak tartottuk a gazdanovény
meghatarozasat. A gazdandvényt a Budapesti Corvinus Egyetem, Novénytani Tanszékén Prunus

cerasifera-ként azonositottak.

14. abra: A tlizelhalas tiinetei cseresznyeszilva hajtasan
(Foto: Némethy, 2011)

4.1.2 A Gram-féle tulajdonsag

A 3%-o0s kalium-hidroxid feloldotta a baktérium sejtfalat, igy az altalunk 4j gazdandvényrol,

cseresznyeszilvardl szarmazé izolatum Gram-negativ.

4.1.3 Hiperszenzitiv reakcio vizsgalata

Az izolatum 5x10 sejt/ml tdménységli szuszpenzidjaval inokulalt dohdny névény levelein

24-48 o6ra elteltével kialakult a hiperszenzitiv reakciot jelzo gyors szoveti nekrozis (15. dbra).



15. abra: A cseresznyeszilvarol szarmazo izolatum hiperszenzitiv reakcioja dohanynévény levelén
(Foto: Dudas, 2011)

4.1.4 Patogenitasi teszt

A cseresznyeszilvardl szarmazd izolatum esetében elvégeztilk a patogenitdsi tesztet.
Kisérletiinkben éretlen kortegyiimolesot fertdztiink és ellendriztiik, hogy kialakul-e a betegségre
jellemzé tiinet. A baktérium szuszpenzidval inokulalt tesztndvények fertézodtek. Megallapitottuk,
hogy a kortegyiimolcsok 5 nap elteltével intenziven reagaltak, kialakultak a tiizelhalasra jellemz6
tiinetek. A mesterséges visszafertdzés sikeres volt.

A kortéken az inokulacio helyén diffuz, besiippedd konzisztenciaju foltok jelentek meg a

vizsgalt izolatum esetében (16. dbra). A fertézott gyiimdlesrdl sikeresen visszaizolaltuk a korokozot

16. abra: A cseresznyeszilvarol szarmazo izolatummal inokulalt korte gyiimélcs
(Foto: Dudas, 2011)



4.2 Azizolatum tenyészbélyege King-B taptalajon

Az E. amylovora baktérium King-B taptalajon konnyen tenyészthetd, fenntarthatd. A
korokozo tenyészete King-B taptalajon krémszinti, ép széli, sima feliileti, valamint nem termel

fluoreszkalo pigmentet (17. bra).

17. abra: A cseresznyeszilvardl szarmazo6 izolatum tenyészete King-B taptalajon
(Foto: Dudas, 2011)

4.3 Az izolatum biokémiai jellemzoi

Az API20E kit az Enterobacteriaceae csaladba tartozo fajok meghatarozasara szolgal, igy
ezzel is megerdsithetjiik, hogy az altalunk izolalt baktérium nagy valoszintiséggel az E. amylovora.
A cseresznyeszilvarol szarmazo6 izolatumnal pozitiv eredményt kaptunk a B-galaktozidaz, citrat
hasznositasra, acetoin termelésre valamint gliikoz, mannit, szorbit, szachardz, melibidz, arabindz
vizsgalatokban. Negativ eredményt adott az arginin-dihidroldz, lizin-dekarboxildz, ornitin-
dekarboxildz, H,S termelés, uredz, triptofdn-deaminaz, indol termelés, zselatindz, inozit, rhamnoéz,

amygdalin vizsgalatokra (18. dbra; 1. tdblazat).
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18. abra: Az API20E kit 24 6ras teszt eredménye az Ea-Cherryplum-Bul izolatum esetében
(Fot6: Dudas, 2011)



1. tablazat Az API20E kit 24 o6ras teszt eredménye a vizsgalt E. amylovora izolatumok esetében

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

4.4 Az izolatum molekularis vizsgalata

Az Ea-Cherryplum-Bul, cseresznyeszilvardél szarmazd izolatum 16S rRNS egén molekularis
vizsgalata

A reakcid eredményeként kb. 1300 bp hosszusagii PCR-termék keletkezett (19. 4bra).

1500 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

~1300 bp

250 bp

19. abra: A cseresznyeszilvarol szarmazo6 izolatum (Ea-Cherryplum-Bul) PCR analizise
Jelmagyarazat: 1. 1 kB méretmarker, II. PCR termék, III. negativ kontroll

Minipreparatum

A nyolc miniprepardtum mindegyikénél a plazmid tartalmazta a kivant hosszusagii PCR

terméket. Az 1-es szamu klont valasztottuk ki, €s szaporitottuk fel a szekvencia meghatarozéasahoz.



Tisztitott, EcoRI enzimmel hasitott plazmid

Az EcoRI enzimmel hasitott rekombinans plazmidbdl kiilonbdzé hosszusagl részlegesen
vagott, ill. egy 600 bp és egy 700 bp hosszusagu teljesen hasitott inzertek vagodtak ki (20. abra). A
szekvencia analizis megerdsitette az EcoRI restrikcids enzim hasitohely jelenlétét a bakterialis

szekvenciarészben.

3000 bp
1300 bp

700 bp
600 bp

20. abra: A cseresznyeszilvarol szarmazo izolatum hasitott plazmidja
Jelmagyarazat: I. 1 kb méretmarker, II. PCR termék, III. EcoRI enzimmel vagott rekombinans plazmid, a
specifikus hasitasi termékeket jeldltiik (600 bp, 700 bp), az 1300 bp fragment részlegesen vagott hasitasi
termék, ill. a 3000 bp hosszisagu plazmid.

A magyar izolatum részlegesen meghatarozott 16S rDNS nukleotid szekvencidjat (1323
bazis) elkiildtilk a nemzetkozi adatbankba, amely az HF564622 hivatkozési szamon talalhat6 (1.
melléklet).

A nemzetkozi adatbazisban talalhato szekvencidkkal 6sszehasonlitottuk a cseresznyeszilvarol
szarmazo izolatum szekvencidjat. Az Osszehasonlitds alapjan az Ea-Cherryplum-Bul izolatum a
vizsgalt szakaszon 100% homologiat mutatott egy galagonyarol (FN434113.1) és egy almarol
(FN666575.1) szarmaz6 izolatummal.

4.5 A disz- és termesztett cseresznye- és meggyfajtak fogékonysaganak eredményei

Disz- és termesztett meggy- és cseresznyefajtak viragait és gylimolcseit mesterségesen fert6ztiik
Erwinia amylovora baktériummal. A fertdzések mértékét megallapitottuk, majd képlet alapjan kiszamoltuk a

megbetegedések erdsségét, illetve ez alapjan meghataroztuk az egyes fajtak fogékonysagat a koérokozora.



Kisérletiink soran egyik fajta sem bizonyult teljes mértékben ellenallonak. A betegségek erdssége (B,, By)

alapjan harom csoportot alakitottunk ki a fogékonysag mértékének meghatarozasara:

o  Mérsékelten rezisztens (MR) B,, B;=0-0,7

o  Meérsékelten fogékony (MF) B,, B;=0,71-1,4
o Fogékony (F) B,, B{=1,41-2
Meggyfajtak:

Prunus cerasus ’Erdi botermo’

A fertdzés soran vizsgalt 20 db viragbol 18 tiinetmentesnek bizonyult, mig 2 virdgon
nekrotikus foltok jelentkeztek. Ezzel szemben termésfertézéskor csupan 1 db gylimolcs nem
mutatott tiineteket, mig 14-en kisebb-nagyobb vizenySs-nekrotikus foltok jelentkeztek. gy
megallapitottuk, hogy e fajtanak a virdgai mérsékelten rezisztensek, mig a termései mérsékelten

fogékonyak a korokozora (2. tdblazat; 21. dbra).

2. tablazat: 'Erdi bétermd' virag- és termésfert6zésének eredménye

"Erdi bétermé’ viragfertozése "Erdi bétermé’ termésfertézése
fi ni fi*ni B, fi ni fi*ni B
L. 0 18 0 L. 0 1 0
11. 1 2 2 11. 1 14 14
I11. 2 0 0 I11. 2 0 0
x| 20 2 0,1 x| 15 14 0,93

Kontroll

21. abra: 'Erdi bétermé' fajta termésfert6zése E. amylovora kérokozora kontrollhoz viszonyitva
(Fot6: Dudas, 2012)



Prunus cerasus ’Ujfehértéi furtos’

A virdgok fertdzése utan 6 db volt fertézésmentes, 12 viragon kis mértékben jelentkeztek
elhaldsok, mig 2 virdg teljesen elszaradt. A termésekbdl 15 darab allt rendelkezésiinkre, ebbdl 14 db
mérsékelten megfert6z0dott, mig 1 termés tiinetmentesnek bizonyult. Ezek alapjan a fajta virdga és

termése is mérsékelten fogékony az Erwinia amylovora-ra (3. tdblazat).

3. tablazat: 'Ujfehértoi fiirtds' virag- és termésfertdzésének eredménye

Ujfehértoi fiirtos' viragfert6zése *Ujfehértoi fiirtos’ termésfertézése
fi ni fi*ni B, fi ni fi*ni B
L. 0 6 0 L. 0 1 0
1. 1 12 12 1. 1 14 14
111 2 2 4 111 2 0 0
) 20 16 0,8 X 15 14 0,93

Prunus cerasus ’Kantorjanosi 3’

A viragok ¢€s a termések nagy része ennél a fajtanal részlegesen elhalt a fertézés soran, €s
csupan 3 virdg és 1 gyiimdles volt tiinetmentes. Igy ez a fajta is mérsékelten fogékonynak

mutatkozik (4. tablazat).

4. tablazat: 'Kantorjanosi 3' virag- és termésfert6zésének erdménye

’Kantorjanosi 3’ viragfertdzése ’Kantorjanosi 3’ termésfert6zése
fi ni fi*ni B, fi | ni fi*ni B
L. 0 3 0 L. |0 1 0
11. 1 17 17 I |1 14 14
I1I1. 2 0 0 Im. | 2 0 0
) 20 17 0,85 x| 15 14 0,93

Prunus cerasus ’Debreceni boterm6’

Virdgfertézés utan 9 db virdg nem mutatott tiineteket, mig 9 virdgon vizenyOs vagy
nekrotikus foltok alakultak ki, 2 virdg pedig teljesen elbarnult. Vizsgalataink soran ebbdl a fajtabol
15 db gyiimdlesot volt lehetdségiink fertézni. Ezek koziil mindegyiken jelentkeztek a tlizelhalas
tiinetel, 2 esetben az egész termés vizeny0s lett és baktériumnyalka is megjelent a feliiletiikn. Mind

a virdg, mind a termés mérsékelten fogékony kategoridba sorolhato (5. tablazat).

5. tablazat: 'Debreceni botermd' virag- és termésfertdzésének eredménye

’Debreceni botermd’ viragfertdzése ’Debreceni botermé’ termésfert6zése
fi ni fi*ni B, fi | ni fi*ni B
L. 0 9 0 L. 0] 2 0
11. 1 9 9 I | 1] 12 12
I11. 2 2 4 1. | 2 1 2
) 20 13 0,65 x| 15 14 0,93




Prunus cerasus ’Erdi jubileum’

A virdgok nagy része, 14 darab, ellenallonak bizonyult a fertdzés soran, illetve egy virdg
sulyosan fert6zodott a baktériummal. Gylimolcsfertézéskor 15 termést tudtunk vizsgalni, ebbdl 13
db mérsékelt tiineteket mutatott, 2 gyiimdleson pedig nem jelentkeztek tlinetek. A viragok mérsékelt

ellenallosagot mutattak, mig a termések mérsékelt fogékonysagot (6. tablazat).

6. tablazat: 'Erdi jubileum' virdg- és termésfertzésének eredménye

*Erdi jubileum’ virdgfertézése *Erdi jubileum’ termésfertézése
fi ni fi*ni B, fi | ni fi*ni B
L. 0 14 0 L. 0] 2 0
11. 1 5 5 . | 1| 13 13
I11. 2 2 m. | 2] 0 0
) 20 7 0,35 x| 15 13 0,86
Cseresznyefajtak

A cseresznyefajtak esetében nem volt lehetdségiink éretlen terméseket vizsgalni, csupan
viragokat fertéztiink meg, kivéve a Prunus serrulata var. hupehensis fajtanal, ahol a

gylimolcsfertdzést is el tudtuk végezni.

Prunus avium ’Carmen’

A fajta virdgainak kozel a fele tiinetmentes volt, mig a masik fele részleges elhalasokat

mutatott. Ez alapjan a fajtat a mérsékelten fogékony kategoriaba soroltuk (7. tdblazat; 22. dbra).

7. tablazat: 'Carmen' viragfertézésének eredménye

’Carmen' viragfertézése
fi ni fi*ni B,
L. 0 9 0
11. 1 11 11
I11. 2 0 0
X 20 11 0,55

22. abra: 'Carmen' fajta fert6zott viraga
(Foto: Dudas, 2012)




Prunus avium ’Linda’

A vizsgalt virdgok nagy része mérsékelt fogékonysagot mutatott a korokozora, mig 3
viragon nem jelentkeztek tiinetek, 5 virdg pedig teljesen elpusztult. igy a fajta mérsékelten

fogékonynak mondhato (8. tablazat; 23. dbra).

8. tablazat: ’Linda’ viragfert6zésének eredménye

’Linda’ viragfert6zése Kontroll
fi ni fi*ni B,
L. 0 3 0
11. 1 12 12
I11. 2 5 10
X 20 22 1,1

23. abra: 'Linda' fajta viragfert6zése
(Foto: Dudas, 2012)

Prunus avium ’Katalin’

A ’Katalin’ fajtanal minden virdgon megfigyelhettiink tiineteket, koziiliik 4 darabon igen
sulyos volt a fertézés mértéke. A fajta szintén mérsékelten fogékonynak tiinik a tiizelhalas

betegségére (9. tablazat).

9. tablazat: 'Katalin' viragfert6zésének eredménye

’Katalin® viragfert6zése
fi ni fi*ni B,
L. 0 0 0
11. 1 16 16
I11. 2 4 8
X 20 24 1,2

Prunus serrulata 'Kanzan'

A legtobb viragon jelentkeztek a tiinetek, két egyedet kivéve. 5 virdgon teljes nekrozis volt

lathatd, igy ez a diszcseresznye a mérsékelten fogékony fajtak kozé tartozik (10. tablazat).

10. tablazat: Prunus serrulata 'Kanzan' viragfertézésének eredménye

Prunus serrulata 'Kanzan' viragfert.
fi ni fi*ni B,
L. 0 2 0
11. 1 13 13
I11. 2 5 10
X 20 23 1,15




Prunus serrulata var. hupehensis

A cseresznyefajtak koziil a virdgfertdzés soran ez bizonyult a legellenallobbnak, hiszen két
egyed kivételével az Osszes viradg tiinetmentes volt. Ellenben a gylimdlcsok szinte minden esetben
kisebb-nagyobb elvaltozasokat mutattak. gy a virag szempontjabol a fajta ellenalld, mig a termés

mérsékelten fogékony a korokozora (11. tablazat).

11. tablazat: Prunus serrulata var. hupehensis virag- és termésfertézésének eredménye

Prunus serrulata var. hupehensis Prunus serrulata var. hupehensis
viragfertdzése termésfert6zése
fi ni fi*ni B, fi ni fi*ni B:
L. 0 18 0 L. 0 1 0
I1. 1 2 2 11. 1 19 19
I11. 2 0 0 m. | 2 0 0
X 20 2 0,1 x| 20 19 0,95

Az egyes meggy- ¢és cseresznyefajtdk megbetegedési mértékét grafikonon is dbrazoltuk, mely
jol illusztralja, hogy mely fajtak bizonyultak a legellenallobbnak, illetve legfogékonyabbnak a
virag- és termésfertdzés soran. A termesztett meggyfajtak viragfertézése soran az *Erdi btermd’
volt a legellendllobb, igy eredményeink alapjan ez a fajta mérsékelten rezisztensnek tiinik az
Erwinia amylovora baktériummal szemben (24. dbra). Megallapithatjuk tovabba, hogy az ’Erdi
jubileum’ viragai szintén mérs€kelten ellenalléak, mig a *Debreceni bétermd, * Kantorjanosi 3 és

az *Ujfehértoi fiirtos” mérsékelten fogékony fajtak.

Meggy viragfertozése
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24. abra: Meggyfajtak viragfert6zésének eredménye

Kisérleteink soran igaznak bizonyult az az 4llitas, miszerint a kiilonb6z0 ndvényi szervek eltérd
ellenallosadggal rendelkeznek egy fajtan beliil is (Hevesi és mtsai., 2006). A 25. abrén alapjan az
"Erdi bdtermd’ viragai szinte mind tiinetmentesek voltak, ellenben a termésfertzés soran majdnem

minden gyiimolcson megjelentek a nekrotikus foltok. Bar az ’Erdi jubileum’ megbetegedése volt a



legkisebb mértékii, mégis minden vizsgalt meggyfajta termése mérsékelten fogékony a tlizelhalas

betegségére.

Meggy termésfert6zése
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25. abra: Meggyfajtak termésfertézésének eredménye

A cseresznyefajtdk esetében csak virdgfertdzési kisérletekre volt Ilehetdségiink. A
legkiemelkedébb eredményt a Prunus serrulata var. hupehensis fajta adta, hiszen szinte az Gsszes
virag ellenallosagot mutatott a baktériummal szemben (26. dbra). Meg kell jegyezniink azonban,
hogy ennél a fajtanal végeztiink egyediil termésfertdzést, és ebben az esetben is szignifikans eltérést
mutatott a két novényi szerv ellenallésadga. Mig e diszcseresznye virdgai mérsékelten rezisztensek
voltak, addig a termései kivétel nélkiil kisebb-nagyobb mértékben megfertézodtek, igy azok
mérs€kelten fogékonynak tekinthetok. Tovabbi eredményeink alapjan a ’Carmen’, Linda’,

’Katalin’, Prunus serrulata ’Kanzan’ virdgai mérsékelten fogékonyak.

Cseresznye viragfert6zése
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26. abra: Cseresznyefajtak viragfert6zésének eredménye



5. KOVETKEZTETES

2011 nyaran fiatal cseresznyeszilva hajtasarol sikeresen izolaltuk az Erwinia amylovora-t.
Eddig a tlizelhalas cseresznyeszilvdn (Prunus cerasifera) torténd természetes fertdzodésérol
hazankban még nem szamoltak be. Mas Prunus fajokon toérténd eléfordulasat mar jelezték a
korokozonak. Az USA-ban (Mohan és Thomson, 1996; Mohan, 2007) eurdpai szilva (Prunus
domestica), japan szilva (Prunus cerasifera) ¢és szilva ¢és kajszi hibridjén (Pluot®)
hajtasszaraddsarol (Mohan, 2007) szamoltak be. A koérokozd csak a hajtasokat pusztitja és az
1ddsebb részekre nem terjed at, valamint a viragok fert6z6dése nem ismert (Mohan €s Bijman,
1998). Németorszagban (Vanneste ¢s mtsai., 2002) ¢s Magyarorszagon (Végh és mtsai., 2012)
eurdpai szilvafa (Prunus domestica) hajtdsanak természetes fertdzOdését publikaltak. 2010-ben
Csehorszagban a kajszi (Prunus armeniaca) (Korba ¢és Sillerova, 2010) leveleinek €s hajtasainak
fert6zodését is jelezték. Vizsgalataink soran az irodalomtol eltérd tiinetekkel nem talalkoztunk (van
der Zwet ¢s Keil, 1979).

A bakérium Gram-negativ, dohanynévényen hiperszenzitiv reakciot valt ki (Hevesi, 1996),
sajat megfigyeléseink is megegyeztek ezzel. Az inokulalt dohanyleveleken 24-48 ora elteltével
erOteljes szoveti nekrozis jelentkezett. Bereswill és munkatarsai (1998) kisérletei alapjan a
baktérium fejlodésének a 26 °C kedvez, de Steiner és Zeller (1996) szerint 4-26 °C-ig jol fejlodik. A
koérokozd megfigyeléseink alapjan jol tenyészthetd 24-26 °C-on.

Bereswill ¢és munkatéarsai (1998) alapjan a King-B taptalaj alkalmas az E. amylovora
tenyésztésére. A korokozé tenyészete King-B taptalajon folyds, tejszerli, mukoid, krémszinii, mely
taptalajon egységes kolonidkat képez, amely eredménnyel eltéréseket az irodalmi adatoktol nem
tapasztaltunk (King €s mtsai, 1954).

Az API 20E kit eredményei alapjan az altalunk vizsgalt izolatumok pozitiv reakciokat adtak
a B-galaktozidaz, citrat hasznositasra, acetoin termelésre valamint gliikdz, mannit, szorbit,
szachar6z, melibi6z, arabindéz vizsgéalatokban ¢és oxidaz-teszt sordn is, mely eredmények
egybevagnak Hevesi (1996) megallapitasaival.

A molekularis vizsgalatok sordn vizsgaltuk a 16S rRNS-t kodold gén bazissorrendjét. A
cseresznyeszilvarol, hazdnkban 0j gazdandvényrdl izolalt kérokozo esetében a 16S rRNS gén
vizsgélat sordn PCR technika segitségével 1300 bp hosszusagi PCR termék keletkezett, mely
szekvenciajat meghataroztattuk. Az 6sszehasonlitds alapjan a vizsgalt szakaszon 100% homologiat
mutatott a cseresznyeszilva izolatum egy galagonyarol (FN434113.1) és egy almarol (FN666575.1)
szarmazo6 izolatummal.

Altalanossagban a fajtak fogékonysagarol az irodalomban mind a hajtasok, illetve mind a

viragok ellenallésagat vizsgaljak. A fajtak Erwinia amylovora fogékonysaganak vizsgalataira



hazank eltérd 6kologiai koriilményei miatt sajat vizsgalatokra is sziikség van. 1999 o6ta folyamatos
nemesitési program ¢€s kutatomunka folyik a Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi
Kar, Gyiim6lestermd Novények Tanszékén hazai alma- és kortefajtak E. amylovora baktériummal
szembeni fogékonysagara illetve rezisztenciajara. Ennek a programnak része volt, hogy a torténelmi
kortefajtakat fogékonysagi kategdridkba soroltak hajtas, virdg valamint €rett €s éretlen gyiimolcsok
inokuldcids vizsgalatai alapjdn, amelyekhez harom izolatumbdl all6 baktérium torzskeveréket
hasznaltak (T6th €s mtsai., 2004; Honty €s mtsai., 2004, 2006; Honty, 2011).

Hevesi (2006) ¢s Honty (2011) kidolgoztak a virdgok ¢€s gylimolcsok fertdézésének
moddszerét, ahol a kiils@ sériiléseken at torténd fertdzést imitdljak (szurassal torténd inokulacio).
Ezen modszereket alkalmaztuk a disz- €s termesztett cseresznye- és meggyfajtdk fogékonysaganak
virag- és termésfertézés vizsgalatai sordn, ahol az értékelési skalat modositottuk. Hazankban
Prunus novényfajrol szarmazod Erwinia amylovora izolatummal még nem végeztek mesterséges
fertdzési kisérleteket, valamint a Prunus fajok fogékonysagarol sincsenek adatok.

Az USA-ban ¢és Dél-Németorszagban i1s végeztek mesterséges fertézéseket kiilonb6zo
novényfajokon, €és a baktérium ugyanolyan tiineteket okozott az Amygdaloideae alcsalad tagjain,
mint a japan szilvan (Mohan és Thomson, 1996), az eurdpai szilvan (Vanneste és mtsai., 2002),
illetve a szilva és a kajszi keresztezésével nemesitett Pluot® hibriden (Mohan, 2007). A szilvarél
izolalt korokozd képes tiineteket indukalni Prunus fajokon is, igy cseresznyén (P. avium),
Oszibarackon (P. persica), nektarinon (P. persica var. nucipersica) ¢s mandulan (P. amygdalus).
Ennek tiikrében feltételezhetd, hogy a csonthéjasok is fogékonyak a betegségre (Palacio-Bielsa ¢€s
mtsai., 2012). Melyet a mi eredményeink is alatdmasztanak, mivel a Prunus fajrol szdrmazo
izolatum fert0zi a disz- €s termesztett cseresznye- €s meggyfajtak viragait €s €retlen terméseit.

Uveghazi koériilmények kozt a baktériummal szembeni fogékonysagukat vizsgaltak a
novényeknek. A japan szilva ’Fortuna’ és az alma ’Jonathan’ fajtair6l izolalt Erwinia amylovora
nem mutatott szignifikdns kiilonbséget a Prunus fajok fertézésekor. Mindkét baktérium izolatum a
viragokon nekrotikus foltokat okozott, &m egyik sem jutott be a viragkocsanyba (Mohan és Bijman,
1999). Az altalunk fert6zott cseresznye- €s meggyfajtdk viragain szintén tapasztaltuk a korokozo
altal okozott tiineteket, a nekrotikus foltokat.

Mohan ¢s munkatéarsai (2002) mesterséges levél- és hajtasfertdzési kisérleteket végeztek.
Vizsgalataik soran, a kajszin €s a japan szilvan jelentkeztek nagyobb mértékben a tiizelhalas tiinetei,
mig szilvan, Oszibarackon, nektarinon, cseresznyén ¢és manduldn kis mértékben rezisztencia
mutatkozott. A meggyen ellenben semmiféle szimptoma nem jelent meg. Eretlen termések
fertézésekor azonban a szilva és a cseresznye tiint a legfogékonyabbnak (Mohan és mtsai., 2002).
Eredményeink alapjan a vizsgalt cseresznye- és meggyfajtdk fogékonyak a tlizelhalds betegség

korokozdjara.



A termesztett meggyfajtak virdgfertézése soran az *Erdi bétermd” bizonyult a legellenallobbnak.
Megéllapithatjuk tovabba, hogy az *Erdi jubileum’ viragai szintén mérsékelten ellenalloak, mig a
’Debreceni btermd, > Kantorjanosi 3’ és az *Ujfehértéi fiirtds’ mérsékelten fogékony fajtak.

A kiilonb6z6 novényi szervek eltérd ellenallosaggal rendelkeznek egy fajtan beliil is (Hevesi €s
mtsai., 2006). Vizsgalataink szerint az ’Erdi bdtermd’ viragai szinte mind tiinetmentesek voltak,
ellenben a termésfert6zés soran majdnem minden gylimdlcson megjelentek a nekrotikus foltok. Bar
az "Erdi jubileum’ megbetegedése volt a legkisebb mértékii, mégis minden vizsgalt meggyfajta
termése mérsékelten fogékony a tiizelhalas betegségére.

A cseresznyefajtdk esetében csak viragfertdzési kisérleteket végeztiink. A legkiemelkeddbb
eredményt a Prunus serrulata var. hupehensis fajta adta, hiszen szinte az 6sszes virag ellenallosagot
mutatott a baktériummal szemben, valamint csak ennél a fajtdnal végeztiink egyediil
termésfertdzést, és ebben az esetben is szignifikdns eltérést mutatott a két ndvényi szerv
ellenallésdga. Mig e diszcseresznye viragai mérsékelten rezisztensek voltak, addig a termései
kivétel nélkiil kisebb-nagyobb mértékben megfert6zédtek, igy azok mérsékelten fogékonynak
tekinthetok. Tovabbi eredményeink alapjdn a ’Carmen’, Linda’, ’Katalin’, Prunus serrulata
’Kanzan’ viragai mérsékelten fogékonyak.

Paulin ¢és munkatéarsai (1990) kisérletiikben megallapitottdk, hogy az altaluk vizsgalt
gyimdlcsok fogékonysaga nagyban eltér a gylimolcsdsben tapasztalhaté hajtds- és
viragfogékonysagtol, melyet Honty (2011) is aldtdmaszt, mert tobb kortefajta (*Packham’s
Triumph’, ’Pap korte’) esetében tapasztalta, hogy a laboratériumi korilmények kozott végzett
hajtas- és virdgfertézések alapjan nagyon fogékonyak, mig az éretlen gyiimdlcsok fertdzése soran
pedig mérsékelt rezisztenciat mutattak. Thibault és munkatarsai (1989), valamint Le Lezec és
munkatarsai (1998) megallapitottdk, hogy a vizsgalt fajtak kiilonboz6 szervei (hajtas, virag,
gyimdlcs) koziil az egyik az adott évben mérsékelt rezisztencidt, majd késébb nagyfoku
fogékonysagot mutatott, masrészt pedig a legtobb fajtanal az egyes szervek az inokulacidé hatasara
eltér6 modon reagéltak. A vizsgalt szerv a kiilonb6z6 években eltérd modon viselkedett a fertdzés
hatasara a legtobb esetben (Honty, 2011). A kisérleteink is ezt tamasztottdk ald, hogy az egyes
szervek fert6zése sordn eltérd eredményeket kapunk. Az ellenallosag megitéléséhez elsdsorban a
virdg rezisztencidjat tartjuk elsOdlegesnek, de sziikségesnek tartjuk, hogy ezek az adatok

kiegésziiljenek a hajtas- és gyiimolcsfertdzes vizsgalatok eredményeivel is.



6. OSSZEFOGLALAS

A ,tlizelhalas betegség” (korokozd: Erwinia amylovora (Burrill) Winslow munkatarsai,
1920) sulyos gazdasagi veszteséget, problémat jelent az egész vilagon. Gazdandvény korébe tartozo
Rosaceae csaldd mintegy 40 nemzetség 200 faj novényeit képes megbetegiteni. A gazdandvények
koziil a Cotoneaster, Crataegus, Cydonia, Malus, Pyrus, Photinia, Pyracantha ¢és Sorbus
nemzetséghez tartozd fajok a legfontosabbak. A koérokozd megjelenését egyre tobb uj
gazdandvényrél publikaltik. az elmilt években. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a tiiskétlen
szedren (Evans, 1996) ¢s malnan is jelezték a korokozd megjelenését (Schnabel és Jones, 2001).
Beszamoltak a japan szilva fiatal hajtasainak természetes fert6z6désérdl is (Mohan és Thomson,
1996). Az USA-ban szilva és kajszi fajhibridjén hajtasszaradasrol (Mohan, 2007), Eszak-
Németorszagban eurdpai szilva fert6zédeésérol (Vanneste, 2002) és Csehorszagban a kajszi (P.
armeniaca) természetes fert6zddésérdl jelentek meg publikaciok (Korba ¢€s Sillerova, 2010).
Hazéankban Prunus fajon torténd eléfordulasat is jelezték mar (Végh és mtsai., 2012).

2011 nyaran tiizelhalasra emlékeztetd tiineteket figyeltink meg Budapesten, Obudan hazi
kertbe iiltetett cseresznyeszilva (Prunus cerasifera) hajtdsan. A fiatal hajtasra pésztorbotszert
gorbiilet, barnuld elhalas volt jellemzd. A fertdzott hajtdst a Budapesti Corvinus Egyetem
Novénykortani Tanszékén vizsgaltuk tovabb. A korokozodt klasszikus — tenyészbélyeg, biokémiai
(API 20E) és fiziologiai tulajdonsag, patogenitasi teszt - €s molekuldris vizsgalati modszerrel - 16S
rRNS — azonositottuk.

A korokozo6 tenyésztéséhez King-B taptalajt hasznaltunk, melyen ép szélu, kiemelkedo,
mukoid kolonidk képzddtek. Meghataroztuk a korokozo alapvetd biokémiai és fiziologiai
tulajdonsagait. A kérokozd patogenitasat egészséges kortegyiimolesokre (Alexander Lucas’ fajta)
torténd inokulacioval bizonyitottuk. Eredményeinket dsszevetve az irodalmi adatokkal a koérokozot
Erwinia amylovora- ként azonositottuk a tenyésztési, biokémiai €s fiziologiai tulajdonsdgok
alapjan.

A molekularis vizsgaltok sordn vizsgaltuk a 16S rRNS-t kédold gén bazis-sorrendjét. A 16S
rRNS gén vizsgélat soran univerzalis primereket (63f, 1389r) hasznaltunk. A magyar izolatum (Ea-
CherryPlum-Bul, NCBI nyilvantartasi szdma: HF564622) a vizsgalt szakaszon 100% homoldgiat
mutatott egy galagonyar6l és egy almarol szarmazod E. amylovora izolatummal, mig a tobbi
izolatummal 99 %-o0s volt az azonossag. Fiatal cseresznyeszilva hajtasrdl sikeresen izolaltuk és
meghataroztuk a tlizelhalas korokozojat, az E. amylovora-t. Eredményiink 1j tudomanyos
eredménynek szamit, mert a korokozd cseresznyeszilvan torténd megjelenésérdl hazankban még

nem szamoltak be. A tlizelhalds betegség eldfordulasa cseresznyeszilvan a Prunus fajok spontan



fert6zédésének €s a korokozd fennmaraddsanak lehetdségét, valamint jarvanyszerii fellépését vetiti
eld.

A korokozd azonositdsa utan mesterséges fertdzési vizsgalatokat végeztiink disz- ¢és
termesztett cseresznye- és meggyfajtadkon. Ezen kisérlet célja volt, hogy megvizsgaljuk a fajtak
viragainak- €s ¢€retlen terméseinek fogékonysagat a Prunus fajrdl szdrmazd Erwinia amylovora
korokozd baktériumra, mivel hazankban ilyen adatok még nem allnak rendelkezésiinkre. A
vizsgalati modszereket részben a kiilfoldi (van der Zwet ¢€s Keil, 1979) és részben a hazai (Hevesi
¢s mtsai., 2006; Honty, 2011) rezisztenciakutatasban alkalmazottak koziil vettiik at, ahol a fert6zési
skalat modositottuk. A fajtdk fogékonysdganak illetve ellenallosaganak megallapitasahoz a
viragokon ¢és a gylimolcsokon kialakult tiineteket vettiik alapul. A betegség kialakulasat
folyamatosan figyeltiik és a tlineteket a 4-5. nap elteltével értékeltiik. A fajtakat virag- és termés
fogékonysag alapjan 3 fert6zési fokozatba soroltuk. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt cseresznye- €s
meggyfajtak fogékonyak a baktériumra. A termesztett meggyfajtak virdg- és termés fertdzése soran
az "Erdi bdtermd’ bizonyult a legellenallobbnak, a ’Debreceni bétermé, * Kéantorjanosi 3° és az
"Ujfehértoi fiirtos’ fajtak pedig mérsékelten fogékonyak. A kiilonbozé ndvényi szervek eltérd
ellenallosadggal rendelkeznek egy fajtan beliil is. A cseresznyefajtdk esetében csak viragfertézési
kisérleteket végeztiink. A legkiemelkeddbb eredményt a Prunus serrulata var. hupehensis fajta
adta, hiszen szinte az Osszes virdg ellenallésagot mutatott a baktériummal szemben, valamint csak
ennél a fajtandl végeztiink egyediil termésfertdzést, és ebben az esetben is szignifikans eltérést
mutatott a két ndovényi szerv ellenallésaga. Mig e diszcseresznye virdgai mérsékelten rezisztensek
voltak, addig a termései kivétel nélkiil kisebb-nagyobb mértékben megfertézddtek, igy azok
mérs€kelten fogékonynak tekinthetok. Tovabbi eredményeink alapjan a ’Carmen’, Linda’,
’Katalin’, Prunus serrulata ’Kanzan® virdgai mérsékelten fogékonyak. Az ellenallésag
megitéléséhez elsdsorban a virdg rezisztencidjat tartjuk elsddlegesnek, de sziikségesnek tartjuk
tovabba a hajtas- és gyiimolcs fertdzések eredményeivel is kiegésziteni, tobbszér megismételni,
hogy végleges kovetkeztetést vonhassunk le egy fajta Erwinia amylovora korokozoval szembeni

fogékonysagara/ellenallosagara.
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9. MELLEKLET

1. melléklet

Ea-Cherryplum-Bul 16S rRNS gén szekvencidja és jellemz0i a nemzetkozi adatbazisban

ID HF564622; SV 1; linear; genomic DNA; STD; PRO; 1323 BP.

AC HF564622;

DT 10-DEC-2012 (Rel. 115, Created)

DT 10-DEC-2012 (Rel. 115, Last updated, Version 1)

DE Erwinia amylovora partial 16S rRNA gene, isolate Ea-CherryplumBUI.
OS Erwinia amylovora

OC Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales;

OC Enterobacteriaceae; Erwinia.

RN [1]

RP 1-1323

RA Palkovics L.;

RL Submitted (01-NOV-2012) to the INSDC.

RL Department of plant Pathology, Corvinus University Of Budapest, Menesi Road
RL 44. H-1118, HUNGARY.

RN [2]

RA Vegh A., Nemethy Z.S., Dudas A., Palkovics L.;

RT "First occurence of fire blight on cherry plum (Prunus cerasifera) in
RT Hungary";

RL Unpublished.

FH Key Location/Qualifiers

FT source 1..1323

FT /organism="Erwinia amylovora"

FT /host="Prunus cerasifera cv. Nigra"

FT /isolate="Ea-CherryplumBU1"

FT /mol_type="genomic DNA"

FT /country="Hungary"

FT /PCR_primers="fwd name: 63f, fwd seq:

FT caggcctaacacatgcaagtc, rev_name: 1389r, rev_seq:
FT acgggcggtgtgtacaag"

FT /db_xref="taxon:552"

FT rRNA <1.>1323

FT /gene="16S rRNA"

FT /product="16S ribosomal RNA"

SQ Sequence 1323 BP; 329 A; 310 C; 431 G; 253 T; 0 other;
gaacggtage acagagagct tgetcttggg tgacgagtgg cggacgggte agtaatgtet 60
gggaaactge ccgatggagg gggataacta ctggaaacgg tagctaatac cgeataacgt 120
ctacggacca aagtggggga ccttcgggec tcacaccate ggatgtgeee agatgggatt 180
agctggtagg tgaggtaacg getcacctag gegacgatee ctagetggte tgagaggatg 240
accagccaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggceage agtggggaat 300
attgcacaat gggcgcaage ctgatgcagce catgecgegt gtatgaagaa ggecttcggg 360
ttgtaaagta ctttcagcgg ggaggaaggg tgagaggtta ataacctect geattgacgt 420
tacccgcaga agaagcaccg getaactecg tgeccageage cgeggtaata cggagggtge 480
aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgeacgeagg cggtetgtea agtcggatgt 540
gaaatcceeg ggettaacct gggaactgea ttcgaaactg gecaggetaga gtetcgtaga 600
ggggggotaga attccaggtg tagecggtgaa atgegtagag atctggagga ataccggteg 660
cgaaggcggc ccectggacg aagactgacg ctcaggtgeg aaagegtgge gagcaaacag 720
gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga cttggaggct gttcccctga 780
ggagtggctt ccggagctaa cgegttaagt cgaccgectg gggagtacgg ccgcaaggtt 840
aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgea caageggtgg ageatgtggt ttaattcgat 900
gcaacgcgaa gaaccttace tggecttgac atccacggaa ttctgecagag atgeggaagt 960
gecttcggga accgtgagac aggtgetgea tggetgtegt cagetegtgt tgtgaaatgt 1020
tgggttaagt cccgcaacga gegeaacccet tatcetttgt tgccagegat teggtecggga 1080
actcaaagga gactgccggt gataaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc aagtcatcat 1140
ggceccttacg gecagggeta cacacgtget acaatggege atacaaagag aagegacctc 1200
gcgagagcaa geggacctca taaagtgegt cgtagtcegg atcggagtct gcaactcgac 1260
tccgtgaagt cggaatcget agtaatcgta gatcagaatg ctacggtgaa tacgttcceg 1320
ggc 1323



