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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Az Enterobacteriaceae csaladba hozzavetdlegesen 30 nemzetség 150 baktériumfaja
tartozik, melyek koziil szamos gazdasagilag jelentdés novénypatogén koérokozot tartanak
szamon (Wilson, 2008). Az Erwinia amylovora baktériumfaj altal okozott tiizelhalas az
almatermésiick egyik legjelentdsebb betegsége. Vilagszerte sulyos karokat okoz a
gylimolcstermesztésben, hazankban 1995 6ta van jelen, azota karantén listas korokozo (Bonn,
1999; Hevesi, 1996). Az Erwinia rhapontici baktérium az egész vilagon elterjedt, polifag
korokozo. A fertozott novény két jellemz6 tlinete a rothadas vagy a magvak rozsaszinre
szinezddése lehet. A faj mintegy 15 gazdandvényen karosit (Huang €s mtsai., 2003).

A Brenneria salicis baktérium altal okozott hervadasos betegség a fliz fajokon (Salix
sp.) okoz jelentds kart (Hauben és mtsai., 1998). A korokozd Magyarorszagon is jelen van,
hazankban is volt példa a baktérium altal okozott tomeges flizfapusztulasra (Lakatos és
Szabo, 2012). A Brenneria goodwinii baktériumfajt elészor Nagy-Britanniaban észlelték,
mint a tdmeges tolgypusztulast (acute oak decline, AOD) okoz6 egyik korokozot (Denman és
mtsai., 2012). Europdban tobb helyen is megfigyeltek hasonlo tiineteket tolgyfajokon
(Quercus sp.), a baktérium altal okozott betegség soran fekélyes sebek alakulnak ki a fak
kérgén, kés6bb az id6sebb fak el is pusztulhatnak (Denman és mtsai., 2010). A Brenneria
nigrifluens baktérium altal okozott sekély kéregrak a kdzonséges dio (Juglans regia) egyik
jelentds betegsége, szamottevd terméskiesést €s mindségromlast okozhat (Jamalzade ¢és
mtsai., 2012). Hazankban 2013-ban észlelték Zankan egy idds, hazikertben iiltetett diofa
torzsén (Végh és mtsai., 2013).

A baktériumok vizsgalata soran altalanosan hasznalt marker a 16S rRNS-t kodolo
nukleinsav szakasz, amely jo1 alkalmazhato fajok nemzetség-, ill. fajszintli meghatarozasara
(Lawrence és mtsai., 1991). A tapasztalatok azt mutatjak, hogy a haztartasi gének molekularis
vizsgalataval a fajszintli azonositasok nagyobb pontossaggal végezhetdek, mint a 16S rDNS
vizsgalataval (Mollet és mtsai., 1997). Az IF2 esszencialis fehérjét kodold infB gén és az
ATP-szintdz enzim [-alegységét kodoldo atpD gén is jol alkamazhato a molekularis

vizsgalatokban (Hedegaard és mtsai., 1999; Brady és mtsai., 2008).



Munkank soran célul tiztiik ki:

e Az Enterobacteriaceae csaladba tartozd baktériumfajok rokonsagi viszonyainak
feltarasat sajat, valamint a nemzetkozi adatbazisb6l szarmazd izolatumok
szekvencidinak 0sszehasonlitasaval.

e A molekularis vizsgalatok elvégzését 16S rRNS gén, valamint két haztartasi gén (infB,
atpD) felhasznalasaval.

e A molekularis markerek vizsgalatara alapozva Iétrehozni a vizsgalt izolatumok

filogenetikai torzsfait, valamint az izolatumok rokonsagi viszonyait megallapitani.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az Enterobacteriaceae csalad jellemzoi

Az Enterobacteriaceae csalad a Schizomycetes osztalyba, azon beliil az Eubacteriales
rendbe tartozik (Breed és Murray, 1957). Az Enterobacteriaceae csaladba tartozé fajok gram-
negativ, palcika alaku baktériumok. Altalaban rendelkeznek csillokkal, amelyek peritrich
elhelyezkedéstiek. Endosporat nem képeznek, fakultativ anaerob szervezetek. A legtobb ide
tartozo6 faj katalaz pozitiv és oxidaz negativ tulajdonsaggal bir. Jellemz6 a csalddra, hogy a
nitratokat nitritekké redukaljak, valamint gliikoz-fermentacid soran savat képeznek. A
novekedésiikhdz optimalis hdmérséklet 25 °C és 37 °C koze esik (Lapage, 1979; Wilson,
2008).

Az Enterobacteriaceae csaladba hozzavetblegesen 30 nemzetség és ezen beliil 150 faj
tartozik (Wilson, 2008). Szamos faj az ember és allatok beleiben él bélrendszeri zavarokat
okozva, mig mas fajok ndovénypatogének, amelyek elhalast vagy lagyrothadast idéznek el6 a

novényi részeken. Léteznek szaprofita fajok is a csaladban, melyek a holt szerves anyag

2.1.1. Erwinia amylovora baktérium jellemzéi

A baktérium eléfordulasat 1780-ban, a New York allambeli Hudson folyd vélgyében
¢észlelték egy korteiiltetvény tertiletén (Denning, 1794). 1882-ben Burrill publikalta eldszor a
fajt Mycrococcus amylovorus néven, majd 1884-ben Joseph C. Arthur izolalta elséként a
vilagon (van der Zwet ¢és Keil, 1979) és kisérletben bizonyitotta, hogy egy baktérium a
betegség kozvetlen okozdja (1. abra). Az Erwinia nemzetség, illetve E. amylovora faj
megjelolés, Winslow ¢és mtsai. (1920) nevéhez flizodik, etté]l kezdédden a korokozd neve
Erwinia amylovora (Burrill), amit 1923-t61 az Amerikai Bakteriologiai Tarsasag hivatalosan

is elismert (van der Zwet €s Beer, 1995).



1. abra: Erwinia amylovora mikroszkopos felvétele

(http://www.studyblue.com/notes/note/n/type-disease-fire-blight-of-apple-and-
pear/deck/2775877)

2.1.1.1. A koérokozo gazdasagi jelentosége

Az Erwinia amylovora (Burrill) Winslow és mtsai. (1920) baktérium altal okozott
tizelhalas az almaterméstick egyik legfontosabb betegsége. Gazdasagi jelentdsége
meghatarozo a vildg szdmos orszagaban. Coxe amerikai kutaté mar 1817-ben mar az Egyesiilt
Allamok gyiimélcstermesztésének egyik fo problémajaként nevezi meg a betegséget. Az
Egyesiilt Allamok északnyugati részén 1998-ban 68 milli6 dollar veszteséget okozott
minddssze egy év alatt (Bonn, 1999).

Angliaban az els6 megjelenésr6l Crosse és mtsai. (1958) szamolnak be, Maidstone
melletti kortefdkon észlelték a tiineteket. A betegség gyorsan terjedt tovabb, az eurdpai
kontinensen 1966-ban jelent meg Hollandiaban illetve ugyanebben az évben,
Lengyelorszagban, a Balti-tenger partvidékérdl is jelentették az eléfordulasat (Netherlands
Plant Protection Service, 1966; Borecki ¢s mtsai., 1967). Ezt kdvette Dania (1968), az akkori
NSZK északi partvidéke (1971), Belgium (1972) majd Franciaorszag (1972). A koérokozd 6
¢v alatt szinte egész Eurdpat meghoditotta, ezért akkoriban arra kovetkeztettek, hogy a
vandorlo madarak jatszanak szerepet a gyors elterjedésben (Meijneke, 1972; van der Zwet,
1994). Olaszorszag Emilia-Romagna régidjaban egyetlen tenyészidszak alatt Otszazezer
gyiimdlcsfa pusztult el a baktérium okozta betegség altal (Calzolari és mtsai.,, 1999).
Ausztralidban eldszor 1997-ben észlelték a Royal Botanical Gardens teriiletén Melbourne-ben

(Rodoni és mtsai., 1999).


http://www.studyblue.com/notes/note/n/type-disease-fire-blight-of-apple-and-pear/deck/2775877
http://www.studyblue.com/notes/note/n/type-disease-fire-blight-of-apple-and-pear/deck/2775877

Az Erwinia amylovora hazankban karantén korokozo, els6ként 1995-ben észlelték a
korokozo altal okozott tiineteket egy Nyarlorinc melletti almaiiltetvényben, majd Hevesi
Maria azonositotta a baktériumot (Hevesi, 1996). A fertézések ekkor elsésorban Békés, Bacs-
Kiskun és Csongrad megyékre koncentraldédtak, de Baranyéaban is azonositottdk a kérokozot.
1997-ben Zala és Szabolcs-Szatmar-Bereg megye is fertdzott teriiletté valt, valamint tovabbi
megy¢kbol is jelentették a korokozo eléfordulasat. 1999-ben mar csak Vas és Nograd megye
szamitott fertézésmentesnek (Németh, 1999). 2000-ben 6sszesen 3780 ha gyiimdlcsos volt
fertozott a korokozo altal (Palfi és mtsai., 2000). A kovetkezd években Szabolcs-Szatmar-
Bereg és Borsod-Abauj-Zemplén megyében is nétt a fertdzott teriilet aranya (Merd, 2004;
Csete ¢és mtsai., 2004). Az ezt kovetd évek iddjarasi koriilményei kedvezotleniil befolyasoltak
a korokozo terjedését, majd 2007-ben tobb megyében ismét erds fertdzottséget tapasztaltak

(Dénes, 2007).

2.1.1.2. A koérokozo gazdanovénykore

Az Erwinia amylovora a Rosaceae csalad 40 nemzetségének kb. 200 névényfajan
fordulhat el6, ezek kozil legfontosabbak a Pyrus és Malus nemzetség fajai. Ezen kiviil
gazdasagilag fontos gazdandvényei kozé tartoznak a Cotoneaster, Crataegus, Cydonia,
Pyracantha és Sorbus nemzetség fajai (van der Zwet és Keil, 1979).

Az elmult években egyre tobb ndvényen jelent meg a korokozd a vilag kiilonbozd
részein. Az Egyesiilt Allamokban Evans (1996) tiiskétlen szederrél, Schnabel és Jones (2001)
pedig malnardl izolaltak a baktériumot. A betegség tiineteit japan szilvan (Mohan és
Thomson, 1996), valamint szilva ¢és kajszi hibridjén is megfigyelték (Mohan, 2007).
Eurdpaban is egyre tobb tjabb gazdandvényrdl publikaltak az elmult években. Vanneste és
mtsai. (2002) Németorszagban europai szilva, Korba és Sillerova (2010) Csehorszagban
kajszi természetes fert6z0désérdl szamoltak be. Végh és mtsai. (2012) Budadrson szilvafa
hajtasairdl izolaltdk a kérokozot. Ez volt az elsd alkalom, hogy hazdnkban szilva természetes

fert0z6désérdl szamoltak be.

2.1.1.3. A kérokozo altal okozott tiinetek

A betegség tiineteit van der Zwet és Keil (1979) irta le:
Viradgelhalds: A megfert6zott viragokon eldszor vizzel atitatott foltok jelennek meg,

majd a virdagok elkezdenek hervadni, szaradni, végiil barnasfeketék lesznek. A



virdgkocsanyokon hasonl6 tiinetek jelentkeznek, meleg pards idoben baktériumnyalka és
exudatum is megjelenhet rajtuk.

Hajtas- és levélelhalds: A hajtasfert6z0dés a csucson vagy a hajtasok alapja fel6l

torténik szisztemikusan. A hajtdsok megbarnulnak, jellegzetes pasztorbot-szeri gorbiilet
alakul ki (2. abra), gyakran nyalkacseppek is megjelennek. A fertdzott levelek fo- és
mellékerei kezdetben vords, majd fekete szint vesznek fel. A hajtaselhalas a fert6zottség
legnagyobb részét teszi ki, sot, eléfordulhat, hogy csak hajtaselhalas figyelheté meg az adott
évben. A tiinetek hasonloak a viragelhalasnal emlitettekhez, azonban a fertdzés gyorsabban
terjed, elérheti a napi 15-30 cm-t is. Az elszaradt levelek nem hullnak le a hajtasokrol.

Gytimolcselhalds: Leggyakrabban a fiatal, éretlen gylimolcsok betegednek meg (2.

abra). A korokoz6 a gyiimolcshéj lenticelldin, gyakran a fertézott dardabol a kocsanyon
keresztiill hatol be a gylimdlcsbe. A fiatal gylimélcskezdemények fert6zodés esetén
elfeketednek. Az elpusztult gylimdélcsok mumifikalodnak €s a fan maradnak vagy lehullnak.

Ag- és torzselhalds: A megfertézott vizhajtasok és kisebb elagazasok alapi részénél

réakos sebek alakulnak ki, amelyek a kérokozo attelelését szolgaljak. Jellegzetes tiinet a torzs
megbetegedése soran, a feliiletén lefolyd nyalka, kisérd tiinetként kéregrepedések is
kialakulhatnak. A kéreg alatt a fis részen gyakran jellegzetes vordsesbarna csikozottsag
figyelhetd meg.

Gyokérnyak és gyokérelhalas: A betegségnek ez a két tipusa a legveszélyesebb,

gyakran az egész fa pusztulasat okozza. A fertdzés altaldban a gyokérnyaktol a gyokerek felé
terjed, de el6fordulhat forditva is. A fert6zést leggyakrabban a foldfeletti novényi részekrdl a

talajba mosddott vagy a szallitoszovetekben szisztemikusan lejutd baktériumok okozzak.

2. abra: Erwinia amylovora fert6zés tiinetei hajtason és gyiimdlcson

(www-s.aces.uiuc.edu; www.bitkisagligi.net)



2.1.2. Brenneria nigrifluens baktériumfaj jellemz6i

A korokozo elészor Kalifornidban jelent meg, ekkor még Erwinia nigrifluens néven
irtdak le (Wilson ¢és mtsai, 1957). A korokozd ezutan Eurdpaban is terjedni kezdett,
Spanyolorszagban Lopez és mtsai. (1994) szamoltak be megjelenésérdl, majd Olaszorszagban
tobb helyen is megjelent (Saccardi és mtsai., 1998; Morone és mtsai., 1998; Scortichini, 1999;
Carella és mtsai., 2003; Loreti és mtsai., 2005). Franciaorszagban Menard és mtsai. (2004)
jelezték a sekély kéregrak korokozojanak el6fordulasat. Magyarorszagon, Zankan Végh és
mtsai. (2013) is jelezték a korokozd hazai eldfordulasat idds, hazikertben iiltetett didfa

torzsérol (3. abra).

3. abra: Brenneria nigrifluens okozta kéregrepedés, feketefolyas didfa torzsén
(Foto: Végh Anita, 2012)

2.1.2.1. A korokozo gazdasagi jelentosége

A Brenneria nigrifluens (Wilson és mtsai., 1957) baktérium altal okozott sekély
kéregrak a kozonséges dio (Juglans regia L.) egyik jelentds betegsége. A korokozod
nagymértékii gazdasagi kart képes okozni, szamottevéen csokkentheti a termésmennyiséget €s
a faiparban felhasznalt faanyag mindségét is jelentds mértékben rontja (Jamalzade és mtsai.,

2012).

2.1.2.2. A kérokozo altal okozott tiinetek

A fert6zést kdvetden sekély, szabalytalan alakt fekélyesedés jelentkezik a torzs kéreg
részén (4. abra), késObb sotét szinli, folyékony anyag szivarog a fekélyes sebekbdl. A
paraalapszOvetet eltavolitva a szoveteken gyakran nekrozis jelei lathatoak (4. abra). Egyes

esetekben a nekrozis kiterjedhet a kambiumra és a kiilsé szijacsra is (Jamalzade és mtsai.,
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2012). Fiatal facsemetéken (Saccardi €s mtsai., 1998) és idOsebb fakon is jelentds karokat
okozhat a korokozo (Piccirillo, 2003).

Saccardi és mtsai. (1998) fiatal fertézott fakon hossziranyd, barnds, némileg
bestippedd, 5-20 cm-es foltokat észleltek, amelyek alatt a kérget eltavolitva fekete, hossziikas
csikok voltak lathatoak. Megfigyelték a fertdzott egyedek torzsének erds deformaltsagat is.

Az 1d8sebb, 15-20 éves fakon 4-5 cm hosszu, barna, ovalis foltokat észleltek.

4. abra: Brenneria nigrifluens altal okozott kéregrepedés és nekrozis didfa torzsén

(www.agricoltura.regione.campania.it; Yousefikopaei és mtsai., 2007)
2.1.3. Brenneria alni baktériumfaj jellemz6i

2.1.3.1. A korokozo gazdasagi jelentosége

A Brenneria alni baktériumfajt Surico és mtsai. (1996) irtdak le el6szor, mint az
¢égerfajok (Alnus spp.) kéregrakosodasat okozo korokozot. A betegség tiinetei hasonlitanak a
Brenneria nigrifluens altal okozott tiinetekre, ez a baktériumfaj irodalmi adatok szerint
azonban csak égerfajokon kérosit. A betegség a fertdzés eldrehaladtaval jelentds karokat

okozhat, akér a fak teljes pusztuldsaval is jarhat.

2.1.3.2. A korokozé gazdanovénykore és a kérokozo altal okozott tiinetek

Olaszorszagban Toszkana és Liguria kdrnyékén, enyves égeren (Alnus glutinosa L.) és
szivlevelii égeren (Alnus cordata Desf.) figyelték meg a betegség tiineteit (Surico és Mugnai,
1992). Feltételezhetden mas égerfajokon is eléfordulhat a korokozd, de irodalmi adatok

szerint még nem szamoltak be mas fajokon vald eléfordulasarol.
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Surico és mtsai. (1996) az alabbi tiinetekrol szamolnak be: a fertézés soran eleinte
apr6 nekrotikus, vizenyOsnek tind foltok keletkeznek a torzs és az agak kérgén, amelyek
sekélyen besiippeddek, sotétbarna szinliek, szabalytalan kor alakuak. A foltok gyakran a
lenticellak koriil fejlédnek ki, de a noéduszokon és levélripacsokon is megjelenhetnek. A
fertdzés folyaman a nekrdzis oldalirdnyban terjed, a fis részekben egyre mélyebbre hatol.
Végiil eléri a kambiumot és néha a farész elsd rétegeit, melyek sargasbarnara majd barnara
szinezOdnek. A foltok végiil teljesen korbendhetik a torzset ezzel a fertdézott ag vagy az egész
fa pusztulasat okozva.

A Dbetegség masik jellegzetes tlinete tavasszal és nyaron jelentkezik: a foltok
repedéseibdl sotét szinli, folyékony anyag szivarog, mely a torzs feliiletén lefolyva fekete
elszinez6dést okoz a fakon. Ez a tiinet hasonlit a Brenneria nigrifluens esetében tapasztalt

szivargasra.
2.1.4. Brenneria salicis baktériumfaj jellemzoi

2.1.4.1. A korokozo gazdasagi jelentosége

A Brenneria salicis (Hauben és mtsai.,, 1998) (a korokozd korabbi neve: Erwinia
salicis) baktériumfaj altal okozott hervadasos betegség jelentOs veszteségeket okozhat a fiizfa
populacidkban (Hauben és mtsai., 1998). A fert6zést kovetd néhany éven beliil a beteg fak
teljes pusztuldsat okozhatja, a kérokozo altal okozott tomeges fapusztulasra Magyarorszagon
is volt példa (Lakatos ¢és Szabd, 2012).

A korokozoé fertdzott novényi részekkel, altalaban dugvanyokkal terjed. Az ily moédon
torténd terjedés elkeriilése nehéz, hiszen a fertézott fiatal dugvanyokon nem lathatdéak sem
kiils6, sem belso elvaltozasok (Hauben €s mtsai., 1998). A baktérium terjedése megvalosulhat

sz€l, esdviz és a xilofag rovarok segitségével is (Lakatos és Szabo, 2012).

2.1.4.2. A korokozé gazdanovénykore és a kérokozo altal okozott tiinetek

A baktérium az Osszes fiizfajt képes megfertzni, leggyakrabban a fehér fiizon (Salix
alba L.) és a fehér fiiz torékeny fiizzel (Salix fragilis L.) alkotott hibridjein fordul el6
(Lakatos és Szabo, 2012). Maes és mtsai. (2009) nyar és éger fajokon is megfigyelték a
korokozo kartételét.

A tiinetek tavasszal vagy nyar elején jelentkeznek: a fiatal hajtdsokon hervadt, szaraz,

barna levelek figyelhetok meg. A farész vizenyOssé, attetszd szinlivé valik, innen a betegség
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angol elnevezése: ,,watermark disease” (5. dbra). A fiatal fak esetében mar az elsé évben
teljes pusztulds Iéphet fel. Az iddsebb fakon minden évben ujabb koronarészek halnak el,
végiil par éven beliil az egész fa elpusztul. A fas részek sebzéseibdl baktériumnyalka szivarog,
a fert6zott agak és torzs keresztmetszetén sziirkés, barnds foltok és savok figyelhetdek meg

(Hauben és mtsai., 1998; Lakatos és Szabo, 2012).

5. abra: Brenneria salicis fert6zés tiinetei flizfan
(Lakatos és Szabé, 2012)

2.1.5. Brenneria goodwinii baktériumfaj jellemzdi

2.1.5.1. A korokozo gazdasagi jelentésége

A Brenneria goodwinii baktériumfajt els6ként Denman és mtsai. (2012) azonositottak,
mint a Nagy-Britanniaban jelentés tolgypusztulast (acute oak decline — AOD) okozd egyik
korokozot. Az emlitett betegség szamottevd gazdasdgi karokat okoz az Egyesiilt
Kiralysagban, a kivalté okok kozott szerepelnek biotikus és abiotikus tényezdk is, eddig tobb
gomba- és baktériumfajt is kimutattak a fertézott novényekbdl (Denman és mtsai., 2010;
2012). A betegség egyre nagyobb teriileteket hodit meg, pontos terjedési mechanizmusa még
ismeretlen. A beteg fak a fertdzést kovetd 4-5 évben teljesen elpusztulnak (Denman és mtsai.,

2010).
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2.1.5.2. A korokozo gazdanovénykore

A koérokozo leginkabb a Nagy-Britanniaban ¢shonos tolgyfajokat, a kocsanyos tolgyet
(Quercus robur L.) és a kocsanytalan tolgyet [Quercus petraea (Matt.) Liebl.] fert6zi
(Denman és mtsai.,, 2012), de hasonld tlinetekr6l szamoltak be Spanyolorszagban
magyaltolgyon (Quercus ilex L.) valamint pireneusi tolgyon (Quercus pyrenacia Willd.)
(Biosca ¢s mtsai.,, 2003; Poza-Carriéon és mtsai., 2008). A betegségre jellemzd tiineteit
figyelték meg tolgyfakon Belgiumban (Vansteenkiste és mtsai., 2004), Németorszagban
(Hartmann és Blank, 1992) valamint Hollandidban és Lengyelorszagban is (Moraal és
Hilszczanski, 2000).

2.1.5.3. A korokozo altal okozott tiinetek

A fert6zés soran 5-10 cm-es fliggdleges repedések keletkeznek a fak torzsén,
melyekbdl tavasszal sotét szinli, ragacsos exudatum szivarog (6. abra). A kéreg alatti
szoveteken (periderma, floém, kambium, egyes esetekben a szijacs is) foltok jelennek meg,
melyek késobb nekrotizdlodnak. A foltok altaldban 1-2 méterrel a talajszint f6l6tt jelennek
meg elészor. A fert6zést kdvetden a fadkon akar tobb mint 20 nedvedzd seb is kialakulhat
(Denman ¢és mtsai., 2010; Denman ¢és mtsai., 2012).

A legtobb esetben a kéreg alatti foltok mentén megtalalhatoak a kétpettyes karcsu
diszbogar [Agrilus biguttatus( Fabricius)] larvainak jaratai is (7. abra). Jelenleg kérdéses még,
hogy milyen szerepet jatszhat a xilofdg rovar a betegség terjesztésében (Denman és mtsai,
2012).

IRy

6. abra: Brenneria goodwinii (AOD -acute oak decline) tiinetei tolgyfa kérgén

(www.forestry.gov.uk)
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7. abra: Kétpettyes karcsudiszbogar (Agrilus biguttatus) ragasnyomai
a baktériumos foltok mellett
(www.forestry.gov.uk)

2.1.6. Erwinia rhapontici baktériumfaj jellemzdoi

Az Erwinia rhapontici (Millard) Burkholder egy opportunista ndévénypatogén
baktériumfaj (Sellwood és Lelliott, 1978). A korokozdt eldszor 1924-ben irtak le rebarbararol
(Rheum rhaponticum L.), innen szarmazik a faj elnevezése is (Millard, 1924).

Vilagszerte elterjedt fajrol van szé, a kérokozoé megtalalhaté Eszak-Amerikaban,
Eurdopaban, Eszakkelet-Azsiaban (Japan és Korea) valamint a Kozel-Keleten (Izrael)
(Bradbury, 1977; CMI, 1981). Vizbdl (Pouteau-Thouvenot és mtsai., 1965), talajbdl (Feistner
¢s mtsai., 1997), magokbol (Huang és mtsai., 2002) és egyéb ndvényi szovetekbdl is izolaltak

mar (Letal, 1976; Sellwood ¢és Lelliott, 1978; Tharreau és mtsai., 1992).

2.1.6.1. A korokozo gazdasagi jelentosége

A korokozd két alapvetd tiinetet okozhat: rothadast vagy a magvak rozsaszin
elszinezddését (,,pink seed”) (Huang és mtsai., 2003). Az utdbbi tiinet gazdasagilag jelentdsen
csokkentheti a maghozamot és -mindséget, tovabba kedvezdtlen hatdssal lehet a
csirandvények novekedésére (Huang és Erickson, 2002). Az Egyesiilt Allamokban késziilt
tanulmanyok bizonyitottdk, hogy a korokozodval fertdzott durumbiza magjai tésztakészitésre
alkalmatlanok, az ezekbdl késziilt buzadara ugyanis rozsaszin, ami kizar6 ok az
¢élelmiszeripari felhaszndlasban. Anglidban azt tapasztaltdk, hogy a korokozo altal fertézott
magok a szinez6dés miatt dsszekeverhetdek bizonyos csavazoszerekkel kezelt vetdmagokkal

(Roberts, 1974).
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2.1.6.2. A korokozo gazdanovénykore és a korokozo altal okozott tiinetek

Az Erwinia rhapontici tiinetei rendkiviil valtozatosak lehetnek, gyakran
gazdanovényenként eltéroek. A korokozd polifag, tobb mint 15 gazdandvényen karosit
(Huang és mtsai., 2003).

Fertozott voroshagyman lagyrothadast figyeltek meg (Ouchi, 1986; Ouchi és mtsai.,
1983). Jacinton a hagyma fels6 harmadan jelentkezd sargasbarnas nekroézisrdl szamoltak be
Csehorszagban (Kokoskova, 1992.) és Angliaban (Sellwood ¢és Lelliott, 1978). Paradicsomon
lagyrothadéast (Shaban €s mtsai., 1991) valamint barna foltossagot is észleltek (Volcani,
1955). Izraelben citrusfélék barnasrézsaszines foltossagat figyelték meg (Volcani, 1955).
Snieskiene (1995) Litvaniaban amarillisz €s szegfii viragrothadasarol szamolt be.
Gyokérnyaki elhalast figyeltek meg rebarbardn Kanaddban (Letal, 1976) és Angliaban
(Metcalfe, 1940; Millard, 1924). Hasonlo tiinetekrél szamoltak be Olaszorszagban
ciklamenen (Carta, 1993) és Iranban cukorrépan (Hassanzadeh, 1993). Choi és mtsai. (1990)
Koreaban eperfa hajtas- és szarrothadasat figyelték meg, Gvozdyak és mtsai. (1987) pedig
gerberan észleltek hasonlo tiineteket Oroszorszagban.

A korokozo altal okozott masik jellegzetes tiinet a magvak rozsaszinre szinezddése (8.
abra) (Huang ¢és mtsai.,, 2003). Ez az elvaltozas gyakran jelentkezik gabonaféléken, az
amerikai kontinensen Kanadaban (Letal, 1976) és az Egyesiilt Allamokban (Forster és
Bradbury, 1990), az europai orszagok koziil Franciaorszdgban (Luisetti és Rapilly, 1967),
Belgiumban (Dutrecq €s mtsai., 1990) és az egykori Jugoszlavia teriiletén (Arsenijevic, 1995)
szamoltak be gabonaszemek fert6zodésérdl. Borso, bab, lencse €s csicseriborsd magjain is
megjelenhet az elszinezddés (Schroeder ¢s mtsai., 2002; Huang és mtsai., 2002; Huang ¢€s
mtsai., 2003). Az rézsaszinre szinez6dott gabonaszemek koldokfoltja alatt tiregesedés alakul
ki, méretiik csokken, nem csirdznak megfeleloen. A kifejlodott csirandvényeken névekedési

zavarok figyelhetok meg (Huang ¢és mtsai., 2003).
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8. abra: Erwinia rhapontici altal okozott ,,r6zsaszin mag” tiinet babon (1,3), borson (2)

¢s durumbuzan (4) (Huang és mtsai., 2003)

2.2. Baktériumfajok azonositasa, elkiilonitése molekularis modszerekkel

A mikrobioldgiai és epidemiologiai vizsgalatokban alapvetd fontossdgi a kérokozok
fajszintli azonositasa, elkiilonitése a rokon fajokt6l. A mikrobiologiaban klasszikus
modszernek szamit az adott faj fenotipusos jellemzdinek (morfoldgia, anyagcsere, fiziologiai
jellemzok) vizsgalata. Ezen modszerek csak viszonylagos pontossaggal alkalmazhatoak, az
egyértelmil azonositasra legtobb esetben molekularis modszerekre van sziikség (Hedegaard €s
mtsai., 1999).

A nukleinsav alapu vizsgalatok (DNS-DNS hibridizacié, RFLP analizis, PCR alapu
modszerek) sokkal tobb informaciot adnak a vizsgalt fajrol, mint a fenotipusos jellemzdk. A
fehérje ¢és/vagy DNS szintli meghatarozashoz molekularis markereket alkalmaznak

(Hedegaard és mtsai., 1999).
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2.2.1. A 16S rRNS marker

A Dbaktériumok azonositdsa soran leggyakrabban haszndlt marker a 16S rRNS
(Hedegaard és mtsai., 1999). A molekula jol alkalmazhatdé nemzetségszintii hatarozasra,
illetve fajok azonositasara is (Lawrence €s mtsai., 1991; Busse és mtsai., 1996; Cilia és mtsai.,
1996). A 16S rRNS molekula a prokaridta riboszoma 30S alegységének alkotoeleme.
Rendkiviil jol hasznalhaté molekularis markerként, hiszen minden baktériumsejtben jelen
van, nagy szamban fordul eld és eltérd baktérium fajok esetében valtozo lehet a felépitése
(Clark és Pazdernik, 2009).

Alkalmazasaval kapcsolatban gyakran felmeriil a probléma, miszerint tobb kopidja is
szerepelhet egyazon genomban, a kopidk szama 1 és 15 kozott valtozhat (Klappenbach és
mtsai., 2001). A kopiak szama bizonyos mértékben taxon-specifikus, de lehetséges az eltérés
egy adott faj eltérd torzsei kozott is (Acinas €s mtsai., 2004). Az eddigi tanulmanyok alapjan
megallapithatd, hogy a 16S rRNS technika nemzetségszinten tobb mint 90%-o0s pontossagu,
fajszintli azonositas esetében ez az arany azonban csak 65-85%. A vizsgalatot kovetden az
izolatumok koriilbeliil 1-14%-a azonositatlan marad (Drancourt és mtsai., 2000; Mignard ¢€s

Flandrois, 2006; Woo és mtsai., 2003).

2.2.3. Haztartasi gének

A haztartdsi gének a sejtek szamara nélkiilozhetetlen fehérjéket kodolnak (rRNS,
riboszémalis fehérjék, stb.) és kifejezddésiik folyamatos (Clark és Pazdernik, 2009). Egyes
haztartasi gének rendkiviil jol alkalmazhatéak az Enterobacteriaceae csalad tagjainak
elkiilonitésére. A tapasztalatok azt mutatjadk, hogy a haztartdsi gének molekularis
vizsgalataval nagyobb pontossaggal végezhetoek a fajszintli azonositasok, mint a 16S rRNS
technika alkalmazasaval (Dauga, 2002; Hall, 1999; Mollet és mtsai., 1997; Paradis és mtsai.,
2005).

Brady ¢és mtsai. (2008) kiilonbozd haztartasi génekkel végzett multilokusz szekvencia
analizissel (MLSA) vizsgaltak Pantoea fajok rokonsagi viszonyait. Megallapitottak, hogy
gyrB, rpoB, atpD és infB gének jol hasznalhatoak az Enterobacteriaceae csalad tagjainak
azonositasara, elkiilonitésére és filogenetikai vizsgélatokra (Brady és mtsai, 2008).

Az infB gén az IF2 esszencialis fehérjét (transzlacios iniciacids faktor) kodolja, mely a
prokariotak fehérje szintézisében vesz részt (Hedegaard és mtsai., 1999). Az infB gén

szekvenciajat el6szor 1985-ben hataroztdk meg (Sacerdot és mtsai, 1984), a tovabbi

18



vizsgalatok soran kideriilt, hogy IF2 fehérjét kodolo gén szekvenciaja sok baktériumfaj
esetében konzervalt. Az infB gén legnagyobb mértékben konzervalt része a fehérje GTP-kotd
doménjét kodold szakasz, de egyben megfeleléen variabilis ahhoz, hogy markerként
Enterobacteriaceae  csalad rokonsagai  viszonyainak  molekularis  feltérképezését
(Hedegaard és mtsai., 1999).

Az atpD gén az ATP-szintdz enzim [-alegységét kodolja. Az ATP-szintdz a
baktériumok plazmamembranjaban helyezkedik el és az ATP-szintézisben jatszik szerepet
(Nelson és Taiz, 1989). A B-alegység tartalmazza az enzim aktiv centrumat és ennek a
régionak a szekvenciaja az evolucid soran konzervalddott, ami alkalmassa teszi az atpD gén-t
markerként hasznalni az Enterobacteriaceae csalad tagjainak genetikai vizsgalatainal (Paradis
¢€s mtsai., 2005; Brady ¢és mtsai., 2008).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalat helye és ideje

A koérokozok tenyésztését, megdrzését és a baktériumfajok rokonsagi viszonyainak

feltérképezését, a molekularis vizsgalatokat a Budapesti Corvinus Egyetem,
Kertészettudomanyi Kar, Novénykortani Tanszékének laboratoriumaban végeztiik 2012 és

2013-ban.
3.2. A vizsgalat anyaga
3.2.1. Vizsgalt izolatumok
A rokonsagi vizsgalatokhoz hasznalt hazai izolatumok szdrmazéasanak adatai (1., 2., 3.,
tablazat). A rokonsagi viszonyok feltérképezéséhez hasznalt kiilféldi izolatumok az NCBI

adatbazisbol szarmaznak, mely izolatumok tulajdonsagait az 1., 2. és 3. melléklet mutatja be.

1. tablazat: a 16S rRNS vizsgalatdhoz felhasznalt hazai izolatumok

NCBI kod Izolatum Gazdandvény Szarmazas Publikalta

feltoltés alatt Brenneria goodwinii Ulmus sp. Budapest -

feltoltés alatt Brenneria salicis Salix sp. Budapest -

feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -

feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Siéfok -

feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Zamardi -

feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia | Bazakerettye -
HF936707 Brenneria nigrifluens Juglans regia Zanka Vegh ezsolglkowcs,

feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -

feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Juglans regia Latrany -

feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -
HF546214 Erwinia amylovora Prunus armeniaca Pomaz Végh estI;azlkowcs,
HE610678 Erwinia amylovora Prunus domestica Budaors Végh és mtsai., 2012.
HF564622 Erwinia amylovora Prunus cerasifera Budapest Végh és mtsai., 2012.
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2. tablazat: Az atpD gén vizsgélatdhoz felhasznalt hazai izolatumok

NCBI kéd Izolatum Gazdan6vény Szarmazas Publikalta
feltoltés alatt Erwinia rhapontici Hypericum sp. Budapest -
feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Zamardi -
feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Bazakerettye -
feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Siofok -
feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -
feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -
feltoltés alatt Brenneria salicis Salix sp. Budapest -
feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Juglans regia Latrany -
feltoltés alatt Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -
feltoltés alatt Brenneria goodwinii Ulmus sp. Budapest -

3. tablazat: Az infB gén vizsgalatahoz felhasznalt hazai izolatumok

NCBI kod Izolatum Gazdandvény Szarmazas Publikalta
feltoltés alatt Erwinia rhapontici Hypericum sp. Budapest -
feltoltés alatt | Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Si6fok -
feltoltés alatt | Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -
feltoltés alatt | Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Zamardi -
feltoltés alatt | Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -
feltoltés alatt | Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Bazakerettye -
feltoltés alatt | Brenneria nigrifluens Juglans regia Latrany -
feltoltés alatt Brenneria salicis Salix sp. Budapest -
feltoltés alatt | Brenneria nigrifluens Platanus x acerifolia Budapest -
feltoltés alatt |  Brenneria goodwinii Ulmus sp. Budapest -

3.2.2. A korokozok tenyésztése, fenntartasa

Az i1zolatumokat King-B agar téptalajon (20 g pepton, 10 g glycerol, 1,5 g KoHPO,,
1,5 g MgSO, X 7 H0, 15 g agar, 1 1 végtérfogatban; pH: 7,2) tenyésztettiik. A korokozok
megorzését glycerolos tartositas utjan végeztiik -18 °C-on Eppendorf csében és/vagy -70 °C-
on fagyaszté csOben. A kozeg Osszetétele: 2,2 g Beaf extract, 24 ml glycerol, 200 ml

desztillalt viz.

3.2.3. Enzimek

A vizsgélatok soran a Fermentas cég enzimeit hasznaltuk.
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3.2.4. Primerek

A vizsgélatok soran felhasznalt kiilonb6z6 primerek adatait a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: A vizsgalatok soran felhasznalt primerek

Gén Primer neve Szekvencia
1389r 5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’
165 63f 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’
atpD 01-F 5’-RTAATYGGMGCSGTRGTNGAYGT-3’
oD atpD 02-R 5’-TCATCCGCMGGWACRTAWAYNGCCTG-3’
atpD 03-F 5’-TGCTGGAAGTKCAGCARCAG-3’
atpD 04-R 5’-CCMAGYARTGCGGATACTTC-3’
infB 01-F 5-ATYATGGGHCAYGTHGAYCA-3’
_ infB 02-R 5’-ACKGAGTARTAACGCAGATCCA-3’
nfe infB 03-F 5’-ACGGBATGATYACSTTCCTGG-3’
infB 04-R 5-AGYTTAGATTTCTGCTGACG-3’

3.3. A vizsgalat modszere

3.3.1. A baktérium szuszpenzié eloallitasa

A vizsgalatokhoz a baktérium szuszpenziot 1 napos (26 °C) tenyészetbol készitettiik.
A vizsgalatok elott a spektrofotométer kalibralasa desztillalt vizzel tortént. A 24 oOras, friss,
tiszta tenyészetbdl nyert baktérium szuszpenziét spektrofotométerrel 5x10° sejt/ml

toménységure allitottuk be.

3.3.2. A polimeraz lancreakciéo paraméterei

A PCR elegy Osszetétele 50 pl végtérfogatra:
35,5 ul steril H,0

5 ul 10x Taq polimeraz enzim (5 u/pl)
3 ul MgCl; (25 mM)

2 ul 5 mM dNTPs

1 ul forward primer (20 pmol/pl)

1 pl reverse primer (20 pmol/pl)

0,5 ul Taq polimeradz enizm (5 u/pl)

2 pl baktérium szuszpenzié (10" sejt/ml)
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A reakciok paraméterei:

16S rRNS gén:

a > Wb E

94 °C 3 perc (elédenaturalas),

94 °C 15 masodperc (denaturalas),

55 °C 30 masodperc (primer kdtodés),
72 °C 90 masodperc (lanchosszabbitas),
72 °C 10 perc (lanchosszabbitas).

A 2., 3.¢és a4 Iépeés 35 cikluson keresztiil ismétlodik.

atpD gén:

a > W N E

94 °C 5 perc (elédenaturalas),

94 °C 35 masodperc (denaturalas),

56 °C 30 masodperc (primer kotodeés),
72 °C 90 masodperc (lanchosszabbitas),
72 °C 10 perc (lanchosszabbitas).

A 2., 3.¢és a4 Iépés 35 cikluson keresztiil ismétlodik.

infB gén:

R

o

8.

94 °C 3 perc (elédenaturalas),

94 °C 1 perc (denaturalas),

45 °C 1 perc (primer kotodés),

72 °C 90 masodperc (lanchosszabbitas),

a2.,3.¢és4. 1épés 3 cikluson keresztiil ismétlodik, majd
94 °C 15 masodperc (denaturalas)

50 °C 30 masodperc (primer kotodés)

72 °C 90 masodperc (lanchosszabbitas)

az 5., 6. és 7. 1épés 35 cikluson keresztiil ismétlodik.

72 °C 10 perc (lanchosszabbitas).

A 2.,3.¢s a4 Iépés 35 cikluson keresztiil ismétlodik.

infB gén és atpD gén belsé szakasza:

1.

94 °C 5 perc (elédenaturalas),

2. 94 °C 30 masodperc (denaturalas),
3.
4. 72 °C 55 masodperc (lanchosszabbitas),

54 °C 30 masodperc (primer kotddeés),

23



5. 72 °C 10 perc (lanchosszabbitas).
A 2., 3.¢és a4 1épés 35 cikluson keresztiil ismétlodik.

3.3.3. Gélelektroforézis

A PCR termék elvalasztasa GelRed-del (Biotium) festett 1%-os agar6z gélben tortént,
vizszintes mini elektroforézis késziilék segitségével, 140 V-tal, TBE pufferben (1x TBE
(12,11 g Tris; 5,135 g borsav; 0,372 g EDTA 1000 ml végtérfogaton desztillalt vizzel). A
nukleinsav frakciok értékelését €és fényképezesét atesd ultraibolya fényben végeztiik (UVP,

BioDoc- ItTM System).

3.3.4. A PCR termék tisztitasa

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

utasitasait kovetve tisztitottuk meg.

3.3.5. A PCR-termékek klonozasa

A tisztitott PCR-terméket ampicillin rezisztencia gént tartalmazé pGEM-T Easy
vektorba kapcsoltuk. A ligdlas (az inzert és a plazmid Osszekapcsolasa) négy oOran at,
szobahdmérsékleten (20-24 °C) tortént.

A 10 pl végtérfogatu reakcioelegy:

tisztitott PCR-termék 3ul
PGEM-T Easy Vektor (25 ng/ul) 1 ul
2x ligaz puffert (60 mM Tris-HCI (pH: 7,8); 5ul
20 mM MgCl,)

2,5 u T4 DNS ligaz (2,5 u/ pl) 1 ul

A ligalast kovetden a rekombinans plazmidot E. coli DH5a kompetens sejtekbe
juttattuk. A 10 pl ligatumot 50 pl, 10 percig jégen kiolvasztott kompetens baktérium
sejtszuszpenzidval elegyitettiik, majd 20 percen keresztiil jégen tartottuk. Ezutan 1 percen
keresztiil 42 °C-os termosztatban inkubaltuk, majd 2 percig jégre helyeztiik, utdna 300 pl
antibiotikum-mentes, folyékony LB taptalaj (10 g/l tripton; 5 g/1 élesztékivonat; 10 g/l NaCl;
pH: 7.2) hozzéadasat kdvetden 1 o6ran keresztiil razattuk, 37 °C-on, 200 rpm fordulatszdmmal.
Ezt kdvetden 100 pl-nyi szuszpenzidt ampicillin tartalmu szilard LB/IPTG+X-Gal taptalajon
szélesztettiink (10 g/l tripton, 5 g/l élesztékivonat; 10 g/l NaCl; 10 g/l agar; 50 pg/ml
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ampicillin; szélesztés eldtt a lemez felszinén 10 pl (100 mM/ml) IPTG-t és 40 ul (20 mg/ml)
X-Galt oszlattunk szét).

A kész lemezeket egy ¢jszakan keresztiil, 37 °C-on inkubaltuk. A taptalajon csak azok
a baktérium sejtek tudtak felszaporodni, melyek ampicillin rezisztencia gént hordoztak. A
ligalas sikerességét kék-fehér szelekcioval ellendriztik. Azok a baktérium koloniak,
melyekben az inzert beépililése megtortént és igy a plazmidban 1évé enzim
muikddésképtelenné valt, fehér szintiek lettek, mig azok, amelyekben az inzert nem épiilt be a
plazmidba, kék szinliek voltak. Ezek utan steril fogpiszkald segitségével, minden lemezrdl 4-6
db fehér szinli telepet oltottunk le. A fogpiszkaloval egy kolonidt leemeltiink, amit egy
masterplate-hez érintettiink, majd 2 ml 50 ul/ml ampicillin tartalmu, folyékony LB taptalajt
tartalmazo tivegcsobe tettiink. A lezart livegesovet egy €jszakan at, 37 °C-on razattuk, 200

rpm fordulatszammal.

3.3.6. Kolénia-PCR

Az inzert beépiilésének sikerességét kolonia PCR-rel ellendriztiik. A kolonia PCR
soran ugyanazokat a paramétereket alkalmaztuk, amit a 3.3.2. fejezetben ismertettiik. A PCR

termékek elvalasztasa, ill. lathatova tétele a 3.3.3. fejezetben leirtak szerint tortént.

3.3.7. Klonok tisztitasa szekvenalasra

A kivélasztott klonokat a masterplate-rél, 3x2 ml 50 ul/ml ampicillin tartalmu,
folyékony LB taptalajt tartalmazé iivegcsobe tettiikk. A lezart livegcsovet egy éjszakan at, 37
°C-on, 200 rpm fordulatszammal razattuk. A plazmidot Quantum Prep Plasmid Miniprep
Kittel a gyarté utasitdsainak megfeleléen izolaltuk. A tisztitott plazmidok koncentraciojat

NanoDrop 2000c spektrofotométerrel mértiik.

3.3.5. A nukleinsav szekvencia meghatarozasa

A PCR termékeket, ill. a tisztitott klonokat, a BAY-GEN No6vénygenomikai, Human
Biotechnologiai és Bioenergiai Intézetbe kiildtiik szekvencia meghatarozasra, Szegedre.
3.3.6. A szekvencia analizishez felhasznalt program

A szekvenciadk Osszeillesztéséhez és elemzéséhez a CLC DNA Workbench 6.6 (CLC

Bio, Cambridge, MA; Knudsen és mtsai.) software csomagot hasznaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. A 16S rRNS gén filogenetikai vizsgalata

Vizsgalatunk soran 13 izolatum 16S rRNS génjének szekvencidjat hataroztuk meg:
Erwinia amylovora (1 izolatum cseresznyeszilvarol, 1 izolatum szilvarol, 1 izolatum
kajszirol), Brenneria nigrifluens (2 izolatum diorol), Brenneria nigrifluens (6 izolatum
platanrol), Brenneria goodwinii (1 izolatum szilr6l), Brenneria salicis (1 izolatum flizfardl),
valamint a nemzetkdzi adatbazisban megtaladlhatd, tovabbi 29 izolatum szekvencidjaval
egészitettiik ki vizsgélatainkat. A 16S rRNS gén alapjan elkésziilt filogenetikai térzsfdhoz
0sszesen 42 izolatum szekvencijat hasznaltuk fel (9. dbra).

A filogenetikai torzsfan két nagy ag kiilonitheté el, az egyik csoportot az Erwinia
amylovora izolatumok, valamint egy amerikai Brenneria nigrifluens izolatum (EU490602) és
egy olaszorszagi Brenneria alni (EU490603) izolatum alkotja. A tovabbi harom olasz
Brenneria alni izolatum (JQ614024, JX996176, AJ233409) a Brenneria nemzetség fajai
kozott foglalnak helyet. Az E. amylovora izolatumok (E. amylovora-kajszi; E. amylovora-
szilva, E. amylovora-cseresznyeszilva) egymassal és a nemzetk6zi adatbazisbol szarmazo
izolatumokkal 99%-o0s homologiat mutatnak. A kajszirdl és szilvar6l szarmazd izolatum
egymassal kozeli rokonsagot mutat, mig a cseresznyeszilvarél szadrmazod izolatum
elkiiloniilten helyezkedik el a filogenetikai torzsfan.

A masik nagy csoportba a kovetkez6 fajok izolatumai tartoznak: Brenneria goodwinii,
Brenneria rubrifaciens, Brenneria salicis, B. nigrifluens, Lonsdalea quercina, B. alni. A B.
salicis izolatumok két csoportra oszthatok: az egyik csoportba a fliizfarol (Salix sp.) szarmazo
(LJ223419, HM441252), mig a masik csoportba a Populus euphratica fajrol szarmazo
izolatumok (KC843416, JQ353829, KF219800) taldlhatok. A magyar izolatum az elsd
csoportban helyezkedik el, és 100% homologiat mutat a B. salicis referencia torzzsel
(AJ233419).

A B. goodwinii izolatumok esetében a kocsanyos tolgyrdl (Quercus robur) szarmazo,
angliai izolatumok (JN544202, JN544203, JN544204) kozeli rokonsagot mutatnak, mig a
magyarorszagi izolatum a B. goodwinii csoporton belill egy kiilon agon helyezkedik el. A
magyar izolatum 98 %-os homologiat mutat a koreai B. rubrifaciens izolatumokkal

(GU942728, GU942729, GU942730).
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9. abra: Erwinia és Brenneria fajok filogenetikai torzsfaja a 16S rRNS gén alapjan. A
filogenetikai torzsfa UPGMA modszerrel késziilt.

Magyarazat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymast6l vald genetikai tavolsagat mutatjak, a fiiggbleges

vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-

analizis eredményeit mutatjak, 1000 mintavétel esetén, mely filogenetikai fa megbizhatosagat mutatja. A
torzsfa alatti skala 13 bazisvaltozast mutat 1000 bazisonként.

A B. nigrifluens izolatumok két csoportot alkotnak. A platanrol szarmazé 6t izolatum
(B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7), illetve egy diordl szarmazo izolatum (B. nigrifluens 0)
helyezkedik el az els csoportban. A masodik csoportban a kdvetkezd izolatumok vannak:
egy diorol (B. nigrifluens 1), egy platanrol szarmazé (B. nigrifluens 2) hazai izolatum,
valamint a B. nigrifluens referencia izolatum (AJ233415), illetve egy szerb izolatum

(JX484740). A magyar izolatumok koziil a B. nigrifluens 0 izolatum 99%-o0s homologiat, mig
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a B. nigrifluens 1 izolatum 100%-0s homoldgiat mutat a B. nigrifluens referencia izolatummal
(AJ233445). A magyar, platanr6l szarmaz6 izolatumok koziil a B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7 a B.
nigrifluens referencia izolatummal 99%-os, mig a B. nigrifluens 0, dioér6l szarmazod
izolatummal 100%-o0s hasonldésagot mutat. A platanrdl szarmazo6 B. nigrifluens 2 viszont a B.
nigrifluens referencia izolatummal kozelebbi rokonsagot mutat, mint a tobbi platanrol
szarmazé hazai minta. Erdekes helyet foglalnak el az EU490603 B. alni és az EU490602 B.
nigrifluens izolatumok, melyek inkabb az E. amylovora izolatumokkal mutatnak kozelebbi

rokonsagot.
4.2. Haztartasi gének filogenetikai vizsgalata

4.2.1. Az atpD haztartasi gén filogenetikai vizsgalata

Az atpD gén molekuléaris vizsgalatdhoz 12 sajat izolatum, ill. a nemzetkdzi
adatbazisbol szdrmazo, tovabbi 37 izolatum szekvencidjat hasznaltuk fel. Az atpD gén alapjan
késziilt filogenetikai torzsfat az 10. dbra mutatja.

A filogenetikai torzsfa két agra bonthat6. Az egyik agon az Erwinia, a masik agon
pedig a Brenneria nemzetség tagjai foglalnak helyet. Az Erwinia nemzetségen beliil még két
kisebb csoport talalhatd: az egyik csoportban az E. rhapontici izolatumok talalhat6ak, mig a
masik agon az E. amylovora izolatumok. A magyar E. rhapontici izolatum 99%-0s
homoldgiat mutat az E. rhapontici referencia izolatummal (EF988751).

A Brenneria nemzetség két nagy csoportra oszthato. Az 1. csoportban a B.
rubrifaciens, B. alni, B. nigrifluens; mig a II. csoportban a B. goodwinii, B. salicis izolatumok
talalhatoak. A B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7, platanrdl szarmaz6 izolatumok a B. rubrifaciens
izolatumokkal (JF311504, JF311505, JF311506, JF311507, JF311508) mutatjak a legnagyobb
homologiat (93%). A B. nigrifluens 1 izolatum 99%-os homologiat mutat mas B. nigrifluens
izolatumokkal (JF311499, JF311500, JF311501, JF311502, JF311503).

A magyar B. salicis izolatum nem a nemzetkézi adatbazisbol szarmazé B. salicis
izolatumok (JF311509, JF311510, JF311511, JF311512, JF311513) kozott foglal helyet,
hanem a legkdzelebbi rokonsagot a B. nigrifluens izolatumokkal (JF311499, JF311500,
JF311501, JF311502, JF311503) mutatja. A B. nigrifluens 2, platanrdl szarmazoé izolatum a
Brenneria II. csoportban talalhato, igy teljesen elkiiloniil a korabban emlitett magyar platanrol

szarmazo izolatumoktol, melyek a Brenneria I. csoportban helyezkednek el.
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A magyar B. goodwinii izolatum 93%-o0s homoldgiat mutat a B. goodwinii
izolatumokkal (IJN544205, JN544206, JIN544207, JN544208, JN544209, JIN544210,
IN544211 JN544213), a filogenetikai torzsfan elkiiloniilten helyezkedik el azokt6l. Az
adatbazisbol szarmazo B. goodwinii izolatumok nagyobb hasonlosagot mutatnak a magyar B.
nigrifluens 2 platanrol szarmazo izolatummal, mint a magyar B. goodwinii izolatummal.
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10. abra: Erwinia és Brenneria fajok filogenetikai torzsfaja az atpD gén alapjan. A

filogenetikai torzsfa UPGMA modszerrel késziilt.
Magyardzat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymastél vald genetikai tavolsagat mutatjak, a fiiggdleges
vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az eldgazdsoknal feltiintetett szamok a bootstrap-

analizis eredményeit mutatjdk, 1000 mintavétel esetén, mely filogenetikai fa megbizhatésdgat mutatja. A
torzsfa alatti skala 35 bazisvaltozast mutat 1000 bazisonként.
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4.2.2. Az infB haztartasi gén filogenetikai vizsgalata

Az InfB gén molekularis vizsgalatdhoz szintén 10 sajat izolatum, ill. a nemzetkozi
adatbazisbol 37 izolatum szekvencidjat hasznaltuk fel. Az infB gén alapjan késziilt
filogenetikai torzsfat az 11. abra mutatja. A filogenetikai torzsfan az infB gén esetében is - az
atpD gén alapjan késziilt filogenetikai torzsfahoz hasonléan - 2 agat tudunk elkiiloniteni: az
egyik ag az Erwinia nemzetség tagjait, a masik ag a Brenneria nemzetség tagjait foglalja
magaban. Az Erwinia csoporton beliil még két kisebb csoport talalhatd. Az egyik agon az E.
rhapontici izolatumok talalhatdéak, mig a masik agon az E. amylovora izolatumok. A magyar
E. rhapontici izolatum 99%-0s homoldgiat mutat az E. rhapontici referencia izolatummal
(EF988924).

A Brenneria agon beliil 2 kiilon csoport lathato, hasonloan az atpD gén alapjan késziilt
filogenetikai torzsfa esetében. Az 1. csoportban a B. rubrifaciens, B. salicis fajok talalhatoak,
a 1. csoportban pedig a B. nigrifluens, B. alni, és B. goodwinii. A magyar izolatumok csak a
I1. csoportban foglalnak helyet.

A platanrdl szarmazo B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7 izolatumok 92%-0s homologiat
mutatnak a B. nigrifluens izolatumokkal (JF311725, JF311726, JF311727, JF311728,
JF311729), 90%-o0s hasonlosagot pedig a B. alni izolatumokkal (JF311740, JF311741,
JF311742, JF311743, JF311744). A platanrol szarmaz6 B. nigrifluens 2 izolatum a t6bbi
platanrol szarmazé izolatumtol (B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7) teljesen elkiiloniilten helyezkedik
el a filogenetikai torzsfan és 99%-o0s homologiat mutat a B. goodwinii izolatumokkal. A B.
nigrifluens 1, diér6l szarmazod izolatum 100%-os hasonlosagot mutat a B. nigrifluens
izolatumokkal (JF311725, JF311726, JF311727, JF311728, JF311729) és a torzsfa alapjan a
legnagyobb homologiat a magyar B. salicis izolatummal mutatja.

A magyar B. salicis izolatum ebben az esetben is - hasonldéan az atpD gén alapjan
késziilt filogenetikai torzsfa esetében - teljesen elkiiloniilten helyezkedik el a B. salicis
izolatumoktol (JF311735, JF311736, JF311737, JF311738, JF311739). A magyar izoldtum
100%-o0s homologiat mutat a B. nigrifluens izolatumokkal (JF311725, JF311726, JF311727,
JF311728, JF311729). A magyar B. goodwinii izolatum 90%-o0s homoldgiat mutat a B.
goodwinii izolatumokkal (JN544205, JN544206, JN544207, JN544208, JN544209,
IN544210, JN544211, JN544212, JN544213), a filogenetikai torzsfan elkiiloniilten

helyezkedik el ezektdl az izolatumoktol.
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11. abra: Erwinia és Brenneria fajok filogenetikai torzsfaja az infB gén alapjan. A

filogenetikai torzsfa UPGMA modszerrel késziilt.

Magyarazat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymast6l vald genetikai tavolsagat mutatjak, a fiiggbleges
vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-
analizis eredményeit mutatjak, 1000 mintavétel esetén, mely filogenetikai fa megbizhatosagat mutatja. A
torzsfa alatti skala 50 bazisvaltozast mutat 1000 bazisonként.
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4.3. A Brenneria nigrifluens izolatumok vizsgalata

4.3.1. A Brenneria nigrifluens izolatumok 16S rRNS génjének filogenetikai vizsgalata

A korabbi vizsgalatok alapjan a kiilonbdzé Brenneria nigrifluens izolatumok

rokonsagi viszonyait érdemes kiilon is megvizsgalni. Az NCBI-ban talalhat6 6sszes izolatum,

valamint a hazai, sajat izolatumok szekvencidit is felhasznaltuk a vizsgalathoz (12. 4bra).
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12. abra: Brenneria nigrifluens izolatumok filogenetikai torzsfaja a 16S rRNS gén

szekvencidja alapjan. A filogenetikai torzsta UPGMA modszerrel késziilt.

Magyarazat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymastol vald genetikai tavolsagat mutatjak, a fliggdleges
vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-
analizis eredményeit mutatjak, 1000 mintavétel esetén, mely filogenetikai fa megbizhatésagadt mutatja. A

torzsfa alatti skala 12 bazisvaltozast mutat 1000 bazisonként.

A filogenetikai torzsfa 2 kiilon agra oszthato, az elsd dgon minddsszesen 2 amerikai

izolatum foglal helyet (EU490601, EU490602). A masodik agon az Osszes tobbi izolatum

talalhato. A masodik agon elhelyezkedd izolatumokat tovabbi két csoportra oszthatjuk: az I.

csoportban a magyar izolatumok zome talalhato (B. nigrifluens 0, 3, 4, 5, 6, 7), melyek 2

kisebb csoportba oszlanak (a B. nigrifluens 3, 6 és 7, valamint a B. nigrifluens 0, 4 és 5

alkotnak egy csoportot). A Il. csoportban a B. nigrifluens 2, platanr6l szarmazé izolatum és az

AJ233415 izoldtumok elkiiloniilnek a csoportban taldlhaté tobbi izolatumtol, igy a B.

nigrifluens 1, diorol szarmazo izolatumtol, valamint az 6sszes t6bbi NCBI-ban megtalalhato

izolatumtol: JX484738, JX484739, JX484740, FJ611884, NR_026048, AJ233415.
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4.3.2. A Brenneria nigrifluens izolatumok atpD génjének filogenetikai vizsgalata

Az atpD gén alapjan késziilt filogenetikai torzsfa (13. abra) esetében két kiilon ag
lathatdé, az 1. agon a torzsbaktériumok (JF311499, JF311500, JF311501, JF311502,
JF311503), valamint a magyar B. nigrifluens 1, diordl szarmazo izolatum talalhatd, mely mas
izolatumoktol elkiiloniilten helyezkedik el. A B. nigrifluens 1 izolatum 99%-0s homologiat
mutat a B. nigrifluens izolatumaival (JF311499, JF311500, JF311501, JF311502, JF311503).
A II. agon egy nagyobb csoport €s egy kisebb csoport talalhat6. A kisebb csoportban csak a
magyar B. nigrifluens 2, platanrdl szarmazo minta helyezkedik el, mig a nagyobb csoportban
az Osszes tObbi platanrol szarmazd magyar izolatum (B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7). Ezek az
izolatumok 93%-os hasonlosagot mutatnak a B. rubrifaciens izolatumokkal (JF311504,
JF311505). A B. nigrifluens 4 izolatum elkiiloniilten helyezkedik el ezen a csoporton beliil. A
B. nigrifluens 2, platanrél szarmazé izolatum 99%-os homoldgiat mutat a B. goodwinii
izolatumokkal (JN544205, IN544206, JN544211, IN544212), a B. salicis izolatumokkal
(JF311510, JF311509) pedig 91%-o0s a hasonlosag.
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13. abra: Brenneria nigrifluens izolatumok filogenetikai torzsfaja az atpD gén alapjan. A
filogenetikai torzsfa UPGMA modszerrel késziilt.
Magyarazat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymast6l vald genetikai tavolsagat mutatjak, a fiiggbleges
vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-

analizis eredményeit mutatjak, 1000 mintavétel esetén, mely filogenetikai fa megbizhatosagat mutatja. A
torzsfa alatti skala 18 bazisvaltozast mutat 1000 bazisonként.

4.3.3. A Brenneria nigrifluens izolatumok infB génjének filogenetikai viszgalata

Elvégeztik az infB gén filogenetikai vizsgalatat csak a Brenneria nigrifluens
izolatumok esetében is. Az eredményeket az 14. abra mutatja. A B. nigrifluens 2, platanr6l

szarmazo izolatum teljesen elkiiloniilten helyezkedik el. A tobbi platanr6l szarmazo izolatum
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(B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7) nagy hasonloésagot mutat. A II. agon beliil kialakult 2 csoport
esetében hasonld a helyzet, mint az atpD gén alapjan késziilt filogenetikai torzsfa esetében.
Az egyik csoportot a JF311499, JF311500, JF311501, JF311502, JF311503 izolatumok, ill. a
magyar B. nigrifluens 1, diérdl szarmazoé izolatum alkotja, mig a masik csoportot a magyar B.
nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7, platanrol szarmazoé izolatumok. A B. nigrifluens 4 izolatum ebben az
esetben nem kiiloniil el a tobbi platanrdl szarmazo izolatumtol. A B. nigrifluens 1 izolatum
100%-0s homologiat mutat a B. nigrifluens izolatumokkal (JF311725, JE311726, JF311727,
JF311728, JF311729). A B. nigrifluens 2, platanrol szarmazé izolatum ebben az esetben is a
B. goodwinii izolatumokkal (JN544223, JN544224, JN544229, JN544230) mutat 99%-0S
hasonlosagot. A B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7 izolatum csak 92%-0s homologiat mutat a B.
nigrifluens izolatumokkal (JF311725, JF311726, JF311727, JF311728, JF311729).
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14. abra: Brenneria nigrifluens izolatumok filogenetikai térzsfaja az infB gén alapjan. A
filogenetikai torzsfa UPGMA modszerrel késziilt.

Magyarazat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymast6l vald genetikai tavolsagat mutatjak, a fiiggbleges
vonalak az izolatumok egyezdségét jelzik az elagazasokig. Az elagazasoknal feltiintetett szamok a bootstrap-
analizis eredményeit mutatjak, 1000 mintavétel esetén, mely filogenetikai fa megbizhatosagat mutatja. A
torzsfa alatti skala 25 bazisvaltozast mutat 1000 bazisonként.
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5. KOVETKEZTETESEK

5.1. 16S rRNS gén filogenetikai vizsgalata

A baktériumok esetében a 16S rRNS gén vizsgalata nemzetség-, ill. fajszintii
meghatarozashoz altalanosan hasznalt (Lawrence €s mtsai., 1991). Munkank soran 13 hazai
izolatum szekvencidjat hataroztuk meg és hasonlitottuk Ossze a nemzetkozi adatbazisban
talalhato tovabbi 29 izolatum szekvencidjaval. A 16S rRNS alapjan késziilt filogenetikai
torzsfa vizsgalata soran megallapitottuk, hogy az Erwinia nemzetség fajai kiilon agon
helyezkednek el a Brenneria nemzetség fajaitol. Meglepé modon az Erwinia amylovora agon
2 Brenneria izolatum is elhelyezkedik: egy amerikai B. nigrifluens (EU490602), ill. egy olasz
B. alni (EU490603). A 2 faj rokonsagi viszonyai, ill. elhelyezkedése a torzsfan alatamasztjak
azt, hogy a 16S rRNS fajszintli azonositasra kevésbé alkalmas a baktériumok esetében, mint a

haztartasi géneken alapuld molekularis vizsgalatok.

A Brenneria fajokat tartalmazo agon a kovetkez6 fajok talalhatoak: B. goodwinii, B.
rubrifaciens, B. salicis, B. nigrifluens, B. alni, Lonsdalea quercina. A B. salicis izolatumok
két csoportot alkotnak, az egyik csoportban a Populus euphratica novényfajrol szarmazo
(KC843416, JQ353829, KF219800), a masik csoportban a Salix nemzetség novényfajairdl
szarmazo izolatumok (LJ223419, HM441252) talalhatoak. A magyar B. salicis izolatum az
utobbi csoportban foglal helyet és 100%-os homoldgiat mutat a B. salicis referencia
izolatummal (AJ233419).

A B. goodwinii izolatumok esetében szintén 2 csoport figyelheté meg. Az adatbazisbol
szarmazo izolatumok (JN544202, IN544203, IN544204) alkotnak egy csoportot, mig a masik
csoportban csak a magyar B. goodwinii izolatum foglal helyet. A magyar izolatum 98%-0S
homoldgiat mutat a koreai B. rubrifaciens izolatumokkal (GU942728, GU942729,

GU942730), ami magyarazatot ad arra, hogy miért kiiloniil el a B. goodwinii izolatumoktol.

5.2. Haztartasi gének vizsgalata

Korabbi vizsgélatok azt mutatjak, hogy a héaztartasi gének molekularis vizsgalataval a
fajszintli azonositdsok nagyobb pontossaggal végezhetdek, mint a 16S rRNS gén
vizsgalatanak alkalmazasaval (Mollet és mtsai., 1997). Vizsgalataink soran az infB és az atpD
gének molekularis vizsgalatat végeztiik el. gy példaul a magyar Brenneria salicis izolatum a

16S rRNS gén alapjan a B. salicis izolatumok kozé tartozik, és 100%-os homologiat mutat a
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B. salicis referencia izolatummal (AJ233445). A haztartasi gének molekularis vizsgalata
alapjan azonban a magyar izolatum nem a B. salicis izolatumokkal mutatta a legnagyobb
homologiat, hanem a B. nigrifluens izolatumokkal. Hasonldéan a platanrol szarmazé B.
nigrifluens 2 izolatum 16S rRNS gén alapjan a B. nigrifluens izolatumok koz¢ tartozik, mig a
vizsgalt masik két gén esetén, pedig a B. goodwinii izolatumokkal mutatta a legnagyobb

homologiat.

5.2.1. Az atpD gén filogenetikai vizsgalata

Az atpD gén vizsgalatakor 12 sajat izolatum, valamint tovabbi 37, a nemzetkdzi
adatbazisbol szarmazo izolatum szekvenciajat hasznaltuk fel. A filogenetikai torzsfa alapjan
elmondhat6, hogy az Erwinia nemzetség és a Brenneria nemzetség tagjai kiilon agon
helyezkednek el.

A Brenneria nemzetség tovabbi két csoportra oszthaté: az 1. csoportban a B.
rubrifaciens, B. alni, B. nigrifluens; mig a II: csoportban a B. goodwinii és B. salicis
izolatumok talalhatok. A B. salicis izolatum nem a B. salicis izolatumokkal (JF311509,
JF311510, JF311511, JE311512, JF311513) egy agon helyezkedik el, hanem a B. nigrifluens
torzsbaktériumokkal (JF311499, JF311500, JF311501, JF311502, JF311503) mutatja a
legkozelebbi rokonsagot.

A B. goodwinii izolatum csupan 93%-os homologiat mutat az adatbazisban szerepld
egyéb B. goodwinii izolatumokkal (JN544205, JN544206, JN544207, IN544208, JN544209,
IN544210, IN544211 JN544213). A homoldgia mértéke magyarazatot ad arra, hogy miért
helyezkedik el elkiiloniilten a magyar izolatum a B. goodwinii izolatumok kozott. Az
adatbazisbol szarmaz6 B. goodwinii izolatumok nagyobb hasonldésagot mutatnak a magyar B.

nigrifluens 2, platanrél szarmazé mintaval, mint a magyar B. goodwinii izolatummal.

5.2.2. Az infB gén filogenetikai vizsgalata

Az InfB gén vizsgalatakor 12 sajat izolatum ill. 37 a nemzetkozi adatbazisbol
szarmaz6 izolatum szekvenciajat hasznaltuk fel. Az infB gén alapjan késziilt filogenetikai
torzsfa alapjan megallapithatdo, hogy az Erwinia illetve Brenneria nemzetség tagjai
elkiiloniilnek egymastol. A Brenneria nemzetségen beliil szintén 2 csoport kiiloniil el, de az
atpD gén esetében leirt csoporttol eltér, annak tekintetében, hogy mely fajok helyezkednek el

az egyes csoportokban. Az I. csoportban a B. rubrifaciens, B. salicis; a Il. csoportban a B.
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nigrifluens, B. alni és a B. goodwinii fajok talalhatok. A magyar izolatumok a II. csoportban
foglalnak helyet.

A B. salicis izolatum ebben az esetben sem a B. salicis izolatumok (JF311735,
JF311736, JF311737, JF311738, JF311739) kozott foglal helyet, hanem a B. nigrifluens
izolatumokkal (JF311725, JF311726, JF311727, JF311728, JF311729) mutatja a legnagyobb
hasonlésagot (100%). A homoldgia mértéke megmagyardzza az izolatum torzsfan vald
elhelyezkedését.

A magyar B. goodwinii izolatum (JN544205, JN544206, JN544207, IN544208,
JN544209, JN544210, JN544211, JN544212, JN544213) csupan 90%-os homologiat mutat a

B. goodwinii izolatumokkal, igy elkiiloniilve helyezkedik el azoktol a filogenetikai torzsfan.

5.3. A Brenneria nigrifluens izolatumok molekularis vizsgalata

A Brenneria nigrifluens izolatumokat kiilon is megvizsgaltuk, mivel a korabbi
torzsfak nem adtak egyértelmili t4jékoztatast a rokonsagi viszonyokrol. A 16S rRNS gén
szekvencidja alapjan késziilt filogenetikai torzsfa alapjan megallapitottuk, hogy 2 izolatum
(EU490601, EU490602) a B. nigrifluens izolatumoktol teljesen elkiiloniilten helyezkedik. A
magyar izolatumok koziil a B. nigrifluens 1, diordl szarmazo illetve a B. nigrifluens 2,
platanrdl szdrmazé izolatum az adatbazisbdl szarmazod izolatumok (JX484738, JX484739,
JX484740, FI611884, NR 026048, AJ233415) kozott foglal helyet, azonban a B. nigrifluens
2 izolatum, mely platanrol szarmazik, a csoporton beliil is elkiiloniilten talalhatdo meg. A tobbi

magyar, platanrol szarmazo izolatum kiilonallé csoportot alkot (B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7).

Az atpD gén esetében megallapithat6, hogy a B. nigrifluens 1 izolatum, mely diorol
szarmazik az adatbazisbol szarmazo6 izolatumok (JF311499, JF3111500, JF311501,
JF311502, JF311503) kozott foglal helyet, akdrcsak a 16S rRNS gén esetében. A B.
nigrifluens 2 izolatum ebben az esetben elkiiloniilten helyezkedi el a tobbi, platanrdl szarmazo
izolatumtol. A tobbi izolatum a B. nigrifluens 4 kivételével kozeli rokonsagot mutat
egymassal (B. nigrifluens 3, 5, 6, 7).

Az infB gén alapjan késziilt filogenetikai torzsfa alapjan szintén megallapithatjuk,
hogy a magyar B. nigrifluens 1, diérol szarmazé minta az adatbazisbol szarmazo izolatumok
(JF311725, JF311726, JF311727, JF311728, JF311729) kozott foglal helyet. A 3 gén (16S
rRNS, atpD, infB) molekularis vizsgalata alapjan elmondhatjuk, hogy a magyar B.

nigrilfluens 1, diordl szarmazé izolatum az adatbazisban megtalalhato 6sszes B. nigrifluens
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izolatummal mutatja a legnagyobb hasonlosagot, és nem a magyar B. nigrifluens
izolatumokkal. A B. nigrifluens 2 izolatum az infB gén alapjan késziilt torzsfa esetében az
Osszes B. nigrifluens izolatumtol kiilonalloan helyezkedik el. A 3 gén vizsgalata alapjan
elmondhatjuk, hogy ez az izolatum kevés hasonldosagot mutat a magyar izolatumokkal. Az
Osszes tobbi, platanrol szarmazo izolatum (B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7) nagy hasonlosagot

mutat egymassal.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran gazdasagilag jelentés az Enterobacteriaceae csaladba tartozo,
Brenneria illetve Erwinia fajok rokonsagi viszonyainak feltérképezését végeztiik el a 16S
rRNS gén, valamint 2 haztartasi gén (atpD és infB) molekularis vizsgalata alapjan. A 16S
rRNS gén filogenetikai vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy egy olasz B. alni
(EU490603) és egy amerikai B. nigrifluens (EU490602) izolatum az Erwinia izolatumok
kozott helyezkedik el. Ez az eredmény is aldtamasztja azt, hogy a 16S rRNS gén csak
nemzetség szintli azonositasra alkalmas.

A magyar Brenneria salicis izolatum a 16S rRNS gén alapjan a B. salicis izolatumok
kozé tartozik és 100%-o0s homologiat mutat a B. salicis referencia izolatummal (AJ233445). A
haztartasi gének molekularis vizsgalata alapjan azonban a magyar izolatum nem a B. salicis
izolatumokkal mutatta a legnagyobb homologiat, hanem a B. nigrifluens izolatumokkal.

A magyar Brenneria goodwinii izolatum a 16S rRNS gén molekularis vizsgalata
alapjan a B. goodwinii izolatumok koz¢ tartozik. A haztartasi gének vizsgalata alapjan a B.
goodwinii izolatum csak 93% (atpD) ill. 90%-0s (infB) homologiat mutat a B. goodwinii
izolatumokkal. A homologia mértéke magyarazatot ad arra, hogy a magyar izolatum miért
kiiloniil el a filogenetikai torzsfan a tobbi B. goodwinii izolatumtol.

A B. nigrifluens izolatumok szekvencidit Osszehasonlitottuk a nemzetk6zi
adatbazisban talalhatd Gsszes B. nigrifluens izolatum szekvenciajaval. A 16S rRNS gén
filogenetikai torzsfaja alapjan megallapitottuk, hogy a magyar izolatumok koziil a B.
nigrifluens 1, diorol szarmazé illetve a B. nigrifluens 2, platanrol szarmazé izolatum az
adatbazisbol szarmazo B. nigrifluens izolatumokkal mutatja a legnagyobb hasonlosagot. A
tobbi platanrdl szarmazé izolatum (B. nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7), illetve egy didrol szarmazo
izolatum (B. nigrifluens 0) kiilénallé csoportot alkotnak.

A magyar B. nigrifluens 1, di6ér6l szarmazé minta mindharom gén (16S rRNS, atpD,
infB) vizsgalata alapjan az adatbazisbol szarmazd B. nigrifluens izolatumokkal mutatja a
legnagyobb hasonlosagot. Azonban a B. nigrifluens 2, platanrol szarmazé izolatum kevés
hasonldsagot mutat a magyar izolatumokkal. Az §sszes tobbi platanrdl szarmazé izolatum (B.
nigrifluens 3, 4, 5, 6, 7) nagy hasonlosagot mutat egymassal.

A platanrdl szarmazo B. nigrifluens 2 izolatum 16S rRNS gén alapjan a B. nigrifluens
izolatumok kozé tartozik, mig a vizsgalt masik két gén esetén, pedig a B. goodwinii

izolatumokkal mutatta a legnagyobb homologiat.
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Tovabbi mintdk gyljtése, korokozok izolalasa, valamint azok molekularis vizsgalata
sziikkséges ahhoz, hogy az Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 Brenneria, illetve Erwinia
nemzetség rokonsagi viszonyait még részletesebben, pontosabban vizsgaljuk Az utdbbi
¢vekben, hazankban is ujonnan megjelent koérokozok elleni védekezési lehetdségeket
sziikséges lenne kidolgozni, valamint a kérokozok rendszerezését pontositani, melyekhez a
sajat eredményeink is hozzajarulnak.

Osszefoglalva a 16S rRNS gén vizsgalata, csak nemzetség szintli azonositasra, mig a 2
haztartasi gén (atpD és infB) molekularis vizsgalata a fajok kozotti kiilonbségek kimutatasara,
egymastol vald pontos elkiilonitésre alkalmasak.

Ezen molekularis vizsgalatok eredményei hazankban 1j eredmények, melyek
hozzajarulnak az Enterobacteriaceae csalad pontosabb, 1j eredményekkel kiegészitett
elemzéséhez is. Vizsgalatainkat tobb baktériumfajra és tjabb gének vizsgalataval is tervezziik

kiegésziteni.
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9. MELLEKLETEK

1. melléklet: A 16S rRNS gén vizsgalatdhoz felhasznalt, az NCBI-bdl szarmazé kiilfoldi
izolatumok szarmazasanak adatai

NCBI kéd Izolatum Gazdanévény Szdrmazas Publikalta
IN544202 Bre””er'aggg’(‘)""”” LMG Quercus robur | Egyesiilt Kirdlysig | Denman és misai., 2012.
IN544204 Bre””e”agggﬁ"’ nii LMG Quercus robur | Egyesiilt Kirdlysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544203 Brennerlazgé);%vmll LMG Quercus robur Egyesiilt Kiralysag Denman és mtsai., 2012.
Brenneria rubrifaciens , .
GU942729 KNU28183 - - Thapa és mtsai., 2010.
Brenneria rubrifaciens . .
GU942728 KNU28182 - - Thapa és mtsai., 2010.
Brenneria rubrifaciens . .
GU942730 KNU28184 - - Thapa és mtsai., 2010.
NR_041977 Brenneria rtﬁggauens DSM Juglans regia - Sproeer, 1999.
AJ233419 Brenneria salicis DSM 30166 Salix sp. - Sproeer, 1999..
HM441252 Brenneria salicis P2-54 - - Chen és mtsai., 2010.
KC843416 Brenneria salicis 16 Populus Kina Rozahon, 2013.
euphratica
. . Populus . . .
JQ353829 Brenneria salicis CGN-4 - Kina Chen és mtsai., 2012.
euphratica
KF219800 Brenneria salicis KBN-1-7 Populus Kina Abdurahman, 2013
euphratica ' '
JX484740 Brenneria nigrifluens OR3 Juglans regia Szerbia Popovic és mtsai., 2012.
AJ233415 Brenneria ggglr;g“ens DSM Juglans regia USA Sproeer, 1999.
NR_041975 | Lonsdalea quercina DSM 4561 Quercus sp. - Sproeer, 1999.
Lonsdalea quercina subsp. .
JX523703 quercina LMG 2725 Quercus sp. USA Li, 2012.
Lonsdalea quercina subsp. Populus x , 1 .
JQ291575 populi NY060 euramericana Magyarorszag Téth és mtsai., 2013.
1X392894 Lonsdalea quercina subsp. Populus sp. - Li és mtsai., 2012.
quercina PY7-2
JQ614024 Brenneria alni Bal-2 Corylus avellana Olaszorszag LamlChhgglezes mtsal.,
JX996176 Brenneria alni BraNep Olea europaea Nepal Lamichhane, 2012.
AJ233409 Brenneria alni DSM 11811 Alnus sp. Olaszorszag Sproeer, 1999.
EU490603 Brenneria alni pvfi20 - Olaszorszag Naum ¢és mtsai., 2008.
EU490602 Brenneria nigrifluens 4789 Juglans regia USA Naum ¢és mtsai., 2008.
AB680317 Erwinia ""T%’g%";’ra NBRC | pyrus communis - Nakagawa és misai., 2011.
KC113175 | Erwinia amylovora KSI 1412 - Irén Hashemi Shahraki és
mtsai., 2012.
EU490590 Erwinia amylovora 278 - - Naum és mtsai., 2008.
FJ611856 Erwinia amylovora CFBP 1232 | Pyrus communis Egyesiilt Kiralysdg | Rezzonico és mtsai., 2009.
GQ222273 Erwinia amylovora HSA 2 - - Li és Jin, 2009.
JN409472 Erwinia amylovora SP23 - Kina Zhou, 2011.

48




2. tablazat: Az atpD gén vizsgalatdhoz felhasznalt, az NCBI-bol szdrmazé kiilfoldi
izolatumok szarmazasanak adatai

NCBI kéd Izolatum Gazdan6vény Szarmazas Publikalta
EF988751 Erwinia rhapontici LMG 2688 Rheum rhabarbarum Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2008.
JF311454 Erwinia rhapontici LMG 2642 Prunus persica - Brady és mtsai., 2012.
JF311455 Erwinia rhapontici LMG 2645 Pyrus communis Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311456 Erwinia rhapontici LMG 2648 Crataegus sp. - Brady és mtsai., 2012.
JF311447 Erwinia amylovora LMG 1885 Crataegus monogyna Belgium Brady és mtsai., 2012
JF311448 Erwinia amylovora LMG 1969 | Malus sylvestris cv. Golden Delicious |  Franciaorszag Brady és mtsai., 2012.
HQ393596 | Erwinia amylovora LMG 2024 Pyrus communis Egyesiilt Kiralysag | Moretti és mtsai., 2010.
JF311449 Erwinia amylovora LMG 2085 Rubus idaeus USA Brady és mtsai., 2012.
JF311507 | Brenneria rubrifaciens LMG 5116 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311508 | Brenneria rubrifaciens LMG 5118 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311504 | Brenneria rubrifaciens LMG 2709T Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311505 | Brenneria rubrifaciens LMG 2711 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311506 | Brenneria rubrifaciens LMG 5109 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311514 Brenneria alni NCPPB 3934T Alnus cordata Olaszorszag Brady és mtsai., 2012.
JF311515 Brenneria alni NCPPB 3935 Alnus sp. - Brady és mtsai., 2012.
JF311517 Brenneria alni NCPPB 3833 Alnus glutinosa Olaszorszag Brady és mtsai., 2012.
JF311518 Brenneria alni NCPPB 3835 Alnus cordata Olaszorszag Brady és mtsai., 2012.
JF311516 Brenneria alni NCPPB 3936 Alnus sp. - Brady és mtsai., 2012.
JF311502 | Brenneria nigrifluens LMG 5953 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311503 | Brenneria nigrifluens LMG 5956 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311499 | Brenneria nigrifluens LMG 2694T Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311500 | Brenneria nigrifluens LMG 2696 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311501 | Brenneria nigrifluens LMG 5107 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JN544206 Brenneria goodwinii R-43477 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544207 | Brenneria goodwinii LMG 26271 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544208 Brenneria goodwinii R-43479 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544209 Brenneria goodwinii R-43654 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544210 Brenneria goodwinii R-43655 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544213 | Brenneria goodwinii LMG 26272 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544205 Brenneria goodwinii R-43476 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544211 | Brenneria goodwinii LMG 26270 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544212 Brenneria goodwinii R-43657 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JF311512 Brenneria salicis LMG 5119 Salix alba var. calva Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311513 Brenneria salicis LMG 18278 Salix sp. Belgium Brady és mtsai., 2012
JF311509 Brenneria salicis LMG 2698T Salix alba var. calva Egyesiilt Kirdlysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311510 Brenneria salicis LMG 2700 Salix sp. Egyesiilt Kirdlysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311511 Brenneria salicis LMG 2706 Salix caprea Egyesiilt Kirdlysag | Brady és mtsai., 2012.
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3. melléklet: Az infB gén vizsgalatdhoz felhasznalt, az NCBI-bol szarmazo kiilfoldi
izolatumok szarmazasanak adatai

NCBI kéd Izolatum Gazdan6vény Szarmazas Publikalta
JF311680 Erwinia rhapontici LMG 2642 Prunus persica - Brady és mtsai., 2012,
EF988924 Erwinia rhapontici LMG 2688 Rheum rhabarbarum Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2008.
JF311681 Erwinia rhapontici LMG 2645 Pyrus communis Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311682 Erwinia rhapontici LMG 2648 Crataegus sp. - Brady és mtsai., 2012.
JF311673 Erwinia rhapontici LMG 1885 Crataegus monogyna Belgium Brady és mtsai., 2012.
JF311674 Erwinia amylovora LMG 1969 | Malus sylvestris cv. Golden Delicious |  Franciaorszag Brady és mtsai., 2012.
HQ393620 | Erwinia amylovora LMG 2024 Pyrus communis Egyesiilt Kiralysag | Moretti és mtsai., 2010.
JF311675 Erwinia amylovora LMG 2085 Rubus idaeus USA Brady és mtsai., 2012.
JF311730 | Brenneria rubrifaciens LMG 2709T Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311731 | Brenneria rubrifaciens LMG 2711 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311734 | Brenneria rubrifaciens LMG 5118 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311732 | Brenneria rubrifaciens LMG 5109 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311733 | Brenneria rubrifaciens LMG 5116 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311738 Brenneria salicis LMG 5119 Salix alba var. calva Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311739 Brenneria salicis LMG 18278 Salix sp. Belgium Brady és mtsai., 2012.
JF311735 Brenneria salicis LMG 2698T Salix alba var. calva Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311736 Brenneria salicis LMG 2700 Salix sp. Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311737 Brenneria salicis LMG 2706 Salix caprea Egyesiilt Kiralysag | Brady és mtsai., 2012.
JF311725 | Brenneria nigrifluens LMG 2694T Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311726 | Brenneria nigrifluens LMG 2696 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311727 | Brenneria nigrifluens LMG 5107 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311728 | Brenneria nigrifluens LMG 5953 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311729 | Brenneria nigrifluens LMG 5956 Juglans regia USA Brady és mtsai., 2012.
JF311743 Brenneria alni NCPPB 3833 Alnus glutinosa Olaszorszag Brady és mtsai., 2012.
JF311744 Brenneria alni NCPPB 3835 Alnus cordata Olaszorszag Brady és mtsai., 2012.
JF311740 Brenneria alni NCPPB 3934T Alnus cordata Olaszorszag Brady és mtsai., 2012.
JF311741 Brenneria alni NCPPB 3935 Alnus cordata Olaszorszag Brady és mtsai., 2012.
JF311742 Brenneria alni NCPPB 3936 Alnus sp. - Brady és mtsai., 2012.
JN544229 | Brenneria goodwinii LMG 26270 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012
JN544224 Brenneria goodwinii R-43477 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544225 | Brenneria goodwinii LMG 26271 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544226 Brenneria goodwinii R-43479 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544227 Brenneria goodwinii R-43654 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544228 Brenneria goodwinii R-43655 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544231 | Brenneria goodwinii LMG 26272 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544223 Brenneria goodwinii R-43476 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
JN544230 Brenneria goodwinii R-43657 Quercus robur Egyesiilt Kiralysag | Denman és mtsai., 2012.
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