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Tiizelhaldsra emlékeztetd tiineteket figveltiink mee 2011 nyaran Budadrsdn, 10 év kirili iilte-
tert szilvafa (Prunus domestica L. *d’ Agen’) hajtasain. A fiatal hajtdsokra pasctorbotszeri gdrbiilet,
megfeketeds, elhalds volt jellemzd. A kdrokozdt (Ea-PlumBol ) klasszikus — tenyészbélveg, Gram-
tulajdonsdg, hiperszenzitiv reakcio, biokémiai (API 20E, API 50CH) ndajdonsdg, patogenitdsi teszt
- éx molekuldris vizsgdlat modszerrel — 168 rRNS — azonositottuk. A korokozo tenyésztéséher King-B
tapralajt haszndltunk, melven ép szélii, kiemelkeds, mukoid kolénidk képzddtek. Meghataroztuk a
kérokozo alapvetd biokémiai és fiziologial tulajdonsdgair. A korokozo patogenitdsdt egészséges fia-
tal szilvahajtdsokra tdrténd inokuldcioval bizonyitotiuk,

Eredmeényeinket dsszevetve az irodalmi adatolkal a kdrokozdt Erwinia amylovoraként azonosi-
tortwk. A molekuldris vizspdaltok sordn vizsgdliuk a 165 rRNS-t kidold gén bazis-sorrendjel. A 16 5
INS gén vizsgdlat sordn univerzalis primereket (63f, 1398r) hasznaltunk. A szilva izoldtum a vizs-
gdlt szakaszon 100% homoldgidt mutatott az E. amylovora izoldtwnmokkal, Fiaral szilvahajtasbol si-
keresen izolaliuk és meghatdroztuk a tizelhalds kérokozdjdr, az Erwinia amylovords, A korokezd
szilvdn megjelend természetes feridzodésérdl eddig csak az USA-ban és Németorszdghan szamoltak
be. A titzelhalds fertdzés szilvan a hazai szilvadllomdnvok potencidlis fertozodésének lehetdseger ve-
riti els, ésfeltételezi ujabh, mds csonthéfas fajokon tirténd eldforduldsdr sem,

Kulcsszavak: tiizelhalis, Erwinia amylovora, 0 gazdanivény, szilva (Prunus domestica)
fire blight, Erwinia amylovora, new host plant, plum (Prinis domestica)

A tizelhalas betegsee™ (korokozd: Erwinia  kedvezd idGjards esetén (meleg, paras, nedves)
amylovora (Burrill) Winslow és mtsai 19240 si- — a7z okozott kar igen jelentds.

lyos gazdasagi veszteségel, problémadt jelent, A Rosaceae csalid mintegy 40 nemzelségé-
mely a vilig mintegy 40 orszagaban eléfordul.  be tartozd 200 nivényfajt képes megfertdzni,

A korokord Amerikaban dshonos, Eurdpaban foként az almatermésiieket, szamos diszni-
1955-ben ( Anglia) jelent meg, majd fokozatosan  vényt és vadoneld névényfajt (van der Zwet
terjedt észak-kelet, kelet felé. Magyarorszagon  és Keil 1979). A korckozd megjelenéset egy-
a korokozot és tiineteit eldszor 1995 telén ész- re tibb 1] gazdanivényrdl publikaltak az elmult
lelték Nyarlirine térsegében almafikon (Hevesi években. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban
1996). Megjelenése Ota évril-évre eldfordul, a tiiskétlen szedren (Evans 1996) és malnan is

s bizonyos években — a baktérium szimdra  jelezték a kérokozd megjeleneset (Schnabel
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és Jones 2001). Beszamoltak a japin szilva fi-
atal hajtasainak természetes fertdzddésértl is
{Mohan és Thomson 1996), Az USA-ban szil-
va es kajszi faj-hibridjén  hajtasszaraddsrél
(Mohan 2007), Eszak-Németorszighan eurd-
pai szilva fertdzddeésérdl (Vanneste 2002) és
Csehorszaghan a kajszi (P armeniaca) terme-

i Korba és Sillerova 20100),

Anyag és modszer

2011 nyaran tizelhalisra emlékeztetd tii-
neteket figyeltiink meg Budadrson, 10 év ki-
riili iiltetett utcai szilvafa (Prunus domestica
L. ‘d’Agen’) hajthsan. A fertdzite hajtdst a
Budapesti Cor-vinus Egyetem Novénykortani
Tanszeékén vizsgialtuk tovihb,

A szilvahajtisokat alkohollal fertotlenitettitk
ezutin az elhalt &s az egészséges nivényi szi-
vetresz hatararol mingat vettiink, majd steril
desztillalt vizzel homogeniziltuk. Majd tapta-
lajon tenyesziettiik és tiszla tenyészetet allitot-
tunk eld,

A korokozot (Ea-PlumBoel) klasszikus — te-
nyészbélyeg, Gram-tulajdonsdg, hiperszenzitiv
reakcio, biokémiai tulajdonsag, pato-genitisi
teszt — s molekularis vizsgilat madszerre] —
165 rRNS — azonositotiuk -

A tenyesztéshez King-B (King és mtsai
1954) taptalajt (pH értéke 6.8) hasznaltunk, me-
lyet egyenletes himeérsékleten, 26 "C-on ter-
mosziatban 24 Ordn at inkubaltunk. A Gram
festodeést, illetve a KOH probat (Suslow és
misai 1982) is elvégeztiik. Hiperszenzitiv re-
akciot indukalo képességét (Klement 1963) do-
hanylevélen (Micotiana tabacwm L. cv. White
Burley) vizsgaliuk. Meghatiroztuk a korokozd
biokémiai tulajdonsigait is, melyekhez API20E
es APISOCH (Biomérieux, Marcy 1'Etoile,
France) gyorsteszteket hasznaltunk.

A patogenitas  igazolisahor  alkohoellal
fertdtlenitent fiatal szilvahajtasokat hasznaltunk.
A korokozd 24 Ords tiszta lenyészetébd] ste-
ril desz-tillalt vizzel Sx10° sejt/ml toménységi
bakte-rium szuszpenzidt készitettiink, melvet a
hajtas cstesatol szamolt 2. teljesen kifejlodie
levél honaljaba juttattunk be injekcios tiivel, A

kontrollngveényt desztillalt vizbe martort tivel
szirtuk meg, Mind az inokulalt, mind a kontroll-
hajtdsokat 24-26 “C-on steril miianyagdobozban
tartottuk. A megfeleld paratartalomrol nedves
szlirdpapirral gondoskodtunk, Az eredményeket
1015 nap elteltével értékeltiik.

A molekuliris azonositis sordn vizsgal-
tuk a szilvahajtdsrdl szdrmazo korokozot a
165 RNS-t kddold  gén  bdzis-sorrendjét,
A DNS-t a korokozo King-B tiptalajon néveke-
dett 24 drds tiszta tenyészetébdl nyertiik. A 16
S RNS vizsgalat soran univerzalis primereket
{631 5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3,
1389r:  5-ACGGGUGGTGTGTACAAG-3")
{Osborn és mtsai 2000) hasznalunk. A PCR
ciklus a kivetkezd részekbdl tevaditt Hssze:
a 3 perc 94 “C-on torténd denaturalist 35 cik-
lus kivette, mely 15 mp 94 °C-os denaturi-
list, 30 mp 55 °C-os primer kotést és 90 mp
72 *C-os lincépitést tartalmazott, majd ezt 10
percig tartd 72 "C-os ciklus kivvette. A tisztitott
PCR-terméket a pGEM-T Easy plazmidjiba
(Promega) ligaltuk, A ligdtumot az Escherichia
coli baktérium DH 5o térzsébe transzformal-
tuk (Maniatis és mtsai 1989). A rekombindns
plazmidot szekvendltattuk.

Eredmények

Tiinetek

A szilvafa latal hajtascsicsain barnds-feke-
tés elhalas, pasztorbotszerl gérbiilet volt meg-
figyelhetd (1., 2. dbra), mely a csicstdl lefele
halad. Ezek a tiinetek megesyeznek, a kordb-
ban més gazdandvenyekrdl, helyekrdl publikalt
tiizelhalds betegség tineteivel (3. dbra),

Azonositds klasszikus vizsgalatol alapjdn

A korokozd King-B taptalajon 24 dra el-
teltével ép szelil, sima feliiletdl, tejfehér, fenyld
koloniat képez (4. dabra). A 3%-0s KOH ol-
dat oldotta a baktérium sejtfalit, mely alapjian
az altalunk vizsgilt kdrokozo Gram- negativ.
Hiperszenzitiv reakeciot okoz dohdnylevélen,

Az API20E gyorsteszt alapjan a vizsgdlt kor-
okozd pozitiv reakciot adott a B-galaktozidaz,
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1. abra. Erwinig amylovora okozta tinetok
szilvahajtason
Fote: Mémethy Zsuzsanna

2. dbra. Erwinia amylovora okozta tinatek
szilvahajtason
Fota: Mémelhy Zsuzsanna

cilral hasznositisra, acetoin termelésre valamint
glikdz, mannit, szorbit, szachardz, melibidz,
arabindz vizsgalatokban, Az API 50 CH sorin
pedig 18 féle szénhidratot hasznositott. Mind
az APIZ0E mind az APISOCH biokémiai tesz-
tek eredményei alapjin a szilvahajtisrol izo-
lalt baktérium az Enterobacteriacene csalad-

3. dbra. Erwinia amyiovara okozia tinetek tdzidvizen
Fold: Végh Anita

4. dbra. A korokozd tenyészbélyege King-B tptalajon
Fotd: Végh Anita

e ]
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5. abra. Patogenitdsi vizsgalat fiatal szilvahajtasokon
Fota: Végh Anita
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ba tartozik és tulajdonsigai megegyeznek az £,
amylovera tulajdonsdgaival.

A patogenitasi vizsgalat sorin az inokulalt
szilvahajtisok erds fertdzidést mutattak. A haj-
tasokon pasziorbotszert ghrbiilet és barnis-fe-
ketés elhalas volt megfigvelhetd (5. dbra),
melyrél visszaizoldliuk a korokozot, A kont-
rollhajtasok nem fertdzddiek, egészsépesek ma-
radtak.

Azonositds molekuldaris vizsgdlat alapjan

A 16 5 RNS vizsgilal soran PCR technika
segitsegevel a bakiérium specifikus primerekkel
epy 1300 bazispar hosszasagn PCR termeéket si-
kertilt kiemelniink (6. dbra), mely szekvencidjat
meghataroztatiuk. A szekvencia a nemzetkozi
adatbankban a HE610678 hivatkozisi szamon
megtalilhato. A kdrokozo az azonositas alapjan
avizsgalt szakaszon 100% homologiat mutatott
mas £, amvlovora tzoldtumokkal

1. 2. 3.

1500 hp

~1300
10041 b

250 bp

6. dbra. A PCR vizsgdlat eredménye
Jalmagyarazat:

1-1 ki mérelmarkar, 2-A szilvardl szarmazd izaldtum
[EaFlumBa1}, 3-negativ koniroll

Eredményeinket bsszegezve elmondhal-
Juk, hogy mind klasszikus, mind molekularis,
genetikui vizsgalatok alapjan a tiizelhalas kor-
okozojit az E. amyloverat izoliltuk szilvahaj-
tashal.

A karantén korokozo szilvin megjelend ter-
meszeles fertdzddésend] eddig csak az USA-ban
es Eurdpdban csak Németorszighan szamoltak
be, Magyarorszigon a Prunis nemzetséghe tar-
tozo gazdandvényekrdl eddig még nem arono-
sitottik a tizelhalds betegség korokozojt.

Az E amylovora megjelenése szilvin a ha-
zai gylimilestermesziéshen jelentds gardasi-
gi karokat okozhat, feltételezi ijabb csonthéjas
gazdandvenyeken tdriénd eléfordulisat,
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PLUM Prune d' Agen' IS A NEW HOST PLANT OF ERWINIA AMYLOVORA IN HUNGARY

Anita Végh, Zsuzsanna Némethy, Laura Hajagos and L. Palkovics

Department of Plant Pathology, Corvinus University of Budapest, H-1118 Budapest, Ménesi Road 44, Hungary

Appearance of shoot blight was observed in a ten-years-old plum tree in Budatrs, Hungary
during the summer of 201 1. The naturally infected shoots were on European plum, Prunus domestica
L. ‘d’Agen’. The plum shoots showed typical symptoms of fire blight: blighted, young succulent
terminal shoot with brown to black necrotic lesion, wilting and shepherd’s crook on affected stems,
leaf blighting, and stem cankers on one- year- old shoot. The pathogen examined by classical and
maolecular features.

Isolations on general (King's B agar) medium yielded pure cultures of a bacterium. The isolate
showed typical colony morphology on the medium. The isolate was gram negative and induced a
hypersensitive reaction in tobacco (Nicotiana tabacum L. cv. White Burley) leaves. Biochemical tests,
API 20E and API 50 CH (Bioméneux, France) were also used for identification. The pathogenicity
was tested by injecting healthy plum shoots with a bacterial suspension (107 CFU/ml). Controls
were injected with sterile distilled water. Ten days after inoculation dark brown to black lesions and
shepherd’s crook were observed only on inoculated shoots.

For molecular identification of the pathogen the 165 rDNA region was amplified with general
bacterial primer pair (63f forward and 1389r reverse). The PCR products were cloned into a pGEM
T-Easy plasmid vector and were transformed into Escherichia coli DH5a cells. A recombinant
plasmid was sequenced by M13 forward and reverse primers. The sequence was deposited in
GenBank (Accession Mo, HE&G1D6TE),

On the basis of the classical and molecular features the pathogen was identified as E. amylovora,
According to our knowledge, this is a first report of a natural outbreak of fire blight on plum in
Hungary.

10/1-2010-0023 grants.
Keywords: fire blight, Erwinia amylovora, new host plant, plum ( Prunus domestica)
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