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UJ GAZDANOVENYEN (PRUNUS DOMESTICA L. ‘D’AGEN’)
JELENT MEG AZ ERWINIA AMYLOVORA MAGYARORSZAGON

Végh Anita, Némethy Zsuzsanna, Hajagos Laura és Palkovics Laszlé
Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi Kar, Novénykdrtani Tanszék, 1118 Budapest, Ménesi it 44.

Tiizelhaldsra emlékeztetd tiineteket figyeltiink meg 2011 nyardn Budadrson, 10 év koriili iilte-
tett szilvafa (Prunus domestica L. ‘d’ Agen’) hajtdsain. A fiatal hajtdsokra pdsztorbotszerii gorbiilet,
megfeketedd, elhalds volt jellemzd. A kérokozot (Ea-PlumBol) klasszikus — tenyészbélyeg, Gram-
tulajdonsdg, hiperszenzitiv reakcio, biokémiai (API 20E, API 50CH) tulajdonsdg, patogenitdsi teszt
— és molekuldris vizsgdlati mddszerrel — 16S rRNS — azonositottuk. A korokozo tenyésztéséhez King-B
tdptalajt haszndltunk, melyen ép szélii, kiemelkedd, mukoid kolonidk képzddtek. Meghatdroziuk a
korokozo alapvetd biokémiai és fizioldgiai tulajdonsdgait. A kérokozo patogenitdsdt egészséges fia-
tal szilvahajtdsokra torténd inokuldcioval bizonyitottuk.

Eredményeinket osszevetve az irodalmi adatokkal a kérokozot Erwinia amylovoraként azonosi-
tottuk. A molekuldris vizsgdltok sordn vizsgdltuk a 16S rRNS-t kodolo gén bazis-sorrendjét. A 16 S
RNS gén vizsgdlat sordn univerzdlis primereket (63f, 1398r) haszndltunk. A szilva izoldtum a vizs-
gadlt szakaszon 100% homoldgidt mutatott az E. amylovora izoldtumokkal. Fiatal szilvahajtdsbol si-
keresen izoldltuk és meghatdroztuk a tiizelhalds kérokozdjdt, az Erwinia amylovorat. A kdrokozo
szilvan megjelend természetes fertdz8désérdl eddig csak az USA-ban és Németorszdagban szdmoltak
be. A tiizelhalds fertdzés szilvdan a hazai szilvadllomdnyok potencialis fert6zodésének lehetdségét ve-
titi eld, ésfeltételezi wjabb, mds csonthéjas fajokon torténd eldforduldsat sem.

Kulesszavak: tlizelhalas, Erwinia amylovora, Uj gazdandveény, szilva (Prunus domestica)
fire blight, Erwinia amylovora, new host plant, plum (Prunus domestica)

A | tiizelhalas betegseg” (kérokozo: Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow és mtsai 1920) su-
lyos gazdasagi veszteséget, problémat jelent,
mely a vildg mintegy 40 orszagaban eléfordul.
A korokoz6 Amerikaban 6shonos, Europaban
1955-ben (Anglia) jelent meg, majd fokozatosan
terjedt észak-kelet, kelet felé. Magyarorszagon
a korokozot és tiineteit elészor 1995 telén ész-
leltek Nyarlérine térsegében almafakon (Hevesi
1996). Megjelenése ota évrol-évre eléfordul,
s bizonyos években — a baktérium szamara

kedvezd id6jaras esetén (meleg, paras, nedves)
— az okozott kar igen jelentds.

A Rosaceae csalad mintegy 40 nemzetsege-
be tartozd 200 novényfajt képes megfertdzni,
féként az almaterméstieket, szamos diszno-
vényt és vadonélé novényfajt (van der Zwet
és Keil 1979). A korokozo megjelenéset egy-
re tobb 0j gazdandvényrél publikaltak az elmult
években. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban
a tiiskétlen szedren (Evans 1996) és malnan is
jelezték a korokozo megjelenését (Schnabel
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¢és Jones 2001). Beszamoltak a japan szilva fi-
atal hajtasainak természetes fert6z6désérél is
(Mohan ¢és Thomson 1996). Az USA-ban szil-
va ¢s kajszi faj-hibridjén hajtasszaradasrol
(Mohan 2007), Eszak—Németorszégban euro-
pai szilva fertézddésérdl (Vanneste 2002) és
Csehorszagban a kajszi (P. armeniaca) termeé-
szetes fert6z0désérdl jelentek meg publikaciok
(Korba és Sillerova 2010).

Anyag és modszer

2011 nyaran tiizelhalasra emlékeztetd tii-
neteket figyeltiink meg Budadrson, 10 ev ko-
rili iiltetett utcai szilvafa (Prunus domestica
L. ‘d’Agen’) hajtasan. A fert6zott hajtast a
Budapesti Cor-vinus Egyetem Noveénykortani
Tanszékén vizsgaltuk tovabb.

A szilvahajtasokat alkohollal fert6tlenitettiik
ezutan az elhalt és az egészséges noveényi szo-
vetrész hatarardl mintat vettiink, majd steril
desztillalt vizzel homogenizaltuk. Majd tapta-
lajon tenyésztettiik és tiszta tenyészetet allitot-
tunk el6.

A kérokozot (Ea-PlumBol) klasszikus — te-
nyészbélyeg, Gram-tulajdonsag, hiperszenzitiv
reakcio, biokémiai tulajdonsag, pato-genitasi
teszt — €s molekularis vizsgalati modszerrel —
16S rRNS — azonositottuk

A tenyésztéshez King-B (King és mtsai
1954) taptalajt (pH értéke 6,8) hasznaltunk, me-
lyet egyenletes homérsékleten, 26 °C-on ter-
mosztatban 24 oran at inkubaltunk. A Gram
festddeést, illetve a KOH probat (Suslow és
mtsai 1982) is elvégeztiik. Hiperszenzitiv re-
akciot indukalo keépessegét (Klement 1963) do-
hanylevelen (Nicotiana tabacum L. cv. White
Burley) vizsgaltuk. Meghataroztuk a kérokozo
biokémiai tulajdonsagait is, melyekhez API20E
és APISOCH (Biomérieux, Marcy 1’Etoile,
France) gyorsteszteket hasznaltunk.

A patogenitas igazolasahoz alkohollal
fert6tlenitett fiatal szilvahajtasokat hasznaltunk.
A korokozo 24 oras tiszta tenyészetébdl ste-
ril desz-tillalt vizzel 5x108 sejt/ml toménységii
bakté-rium szuszpenziodt készitettiink, melyet a
hajtas csucsatol szamolt 2. teljesen kifejlédott
level honaljéba juttattunk be injekcios tiivel. A

kontrollndvényt desztillalt vizbe martott tiivel
szurtuk meg. Mind az inokulalt, mind a kontroll-
hajtasokat 24-26 °C-on steril milanyagdobozban
tartottuk. A megfelel§ paratartalomrol nedves
sziirOpapirral gondoskodtunk. Az eredményeket
10-15 nap elteltével értékeltiik.

A molekuldris azonositas sordn vizsgal-
tuk a szilvahajtasrol szarmazd korokozot a
16S rRNS-t kodold gén bazis-sorrendjét.
A DNS-t a korokoz6 King-B taptalajon noveke-
dett 24 oras tiszta tenyészetébdl nyertiik. A 16
S RNS vizsgalat soran univerzalis primereket
(63f: 5°-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’,
1389r:  5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’)
(Osborn és mtsai 2000) hasznaltunk. A PCR
ciklus a kovetkezd részekbol tevodott Ossze:
a 3 perc 94 °C-on torténd denaturalast 35 cik-
lus kovette, mely 15 mp 94 °C-os denatura-
last, 30 mp 55 °C-os primer kotést €s 90 mp
72 °C-os lancépitést tartalmazott, majd ezt 10
percig tarto 72 °C-os ciklus kovette. A tisztitott
PCR-terméket a pGEM-T Easy plazmidjaba
(Promega) ligdltuk. A ligatumot az Escherichia
coli baktérium DH Sa torzsébe transzformal-
tuk (Maniatis és mtsai 1989). A rekombinans
plazmidot szekvenaltattuk. ‘

Eredmények

Tiinetek

A szilvafa fiatal hajtascsucsain barnas-feke-
tés elhalas, pasztorbotszert gorbiilet volt meg-
figyelhet6 (1., 2. dbra)®mely a csucstol lefelé
halad. Ezek a tiinetek megegyeznek, a korab-
ban mas gazdandvényekrél, helyekrdl publikalt
tiizelhalas betegség tiineteivel (3. dbra).

Azonositas klasszikus vizsgdlatok alapjan

A korokozo King-B taptalajon 24 ora el-
teltével ép szeld, sima feliiletd, tejfehér, fénylo
koloniat képez (4. dbra). A 3%-os KOH ol-
dat oldotta a baktérium sejtfalat, mely alapjan
az altalunk vizsgalt koérokozo Gram- negativ.
Hiperszenzitiv reakciot okoz dohanylevélen.

Az API20E gyorsteszt alapjan a vizsgalt kor-
okozo pozitiv reakciot adott a B-galaktozidaz,
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3. 4bra. Erwinia amylovora okozta tlinetek tliztdvisen
Fotd: Végh Anita

1. dbra. Erwinia amylovora okozta tlinetek
szilvahajtason
Foté: Némethy Zsuzsanna

4. abra. A kérokozd tenyészbélyege King-B taptalajon
Fot4: Végh Anita

2. abra. Erwinia amylovora okozta tlinetek
szilvahajtason
Foto: Némethy Zsuzsanna

citrat hasznositasra, acetoin termelésre valamint
gliikdz, mannit, szorbit, szachardz, melibioz,
arabinoz vizsgalatokban. Az API 50 CH soran
pedig 18 féle szénhidratot hasznositott. Mind
az API20E mind az APISOCH biokémiai tesz-

tek eredményei alapjan a szilvahajtasrol izo- 5 gpra. Patogenitasi vizsgalat fiatal szilvahajtasokon
1alt baktérium az Enterobacteriaceae csalad-  Fot6: Végh Anita
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ba tartozik és tulajdonsagai megegyeznek az E.
amylovora tulajdonsagaival.

A patogenitasi vizsgalat soran az inokulalt
szilvahajtasok erds fert6z6dést mutattak. A haj-
tasokon pasztorbotszeri gorbiilet és barnas-fe-
ketés elhalas volt megfigyelhetd (5. dbra),
melyrdl visszaizolaltuk a korokozot. A kont-

rollhajtasok nem fertézodtek, egészségesek ma-
radtak.

Azonositds molekuldris vizsgalat alapjan

A 16 S RNS vizsgalat soran PCR technika
segitségével a baktérium specifikus primerekkel
egy 1300 bazispar hosszusagi PCR terméket si-
keriilt kiemelniink (6. dbra), mely szekvenciajat
meghataroztattuk. A szekvencia a nemzetkozi
adatbankban a HE610678 hivatkozasi szamon
megtalalhato. A korokozo az azonositas alapjan
a vizsgalt szakaszon 100% homoldgiat mutatott
mas E. amylovora izolatumokkal.

1500 bp

Seadn ~1300
1000.bp

250 bp

6. abra. A PCR vizsgalat eredménye
Jelmagyarazat:

1-1 kb méretmarker, 2-A szilvarél szarmaz6 izolatum
(EaPlumBo1), 3-negativ kontroll

Eredményeinket osszegezve elmondhat-
juk, hogy mind klasszikus, mind molekularis,
genetikai vizsgalatok alapjan a tlizelhalas kor-
okozojat az E. amylovorat izolaltuk szilvahaj-
tasbol.

A karantén korokozo szilvan megjelend ter-
mészetes fertdz6désérdl eddig csak az USA-ban
¢és Eurdpaban csak Németorszagban szamoltak
be. Magyarorszagon a Prunus nemzetségbe tar-
toz6 gazdandvényekrol eddig még nem azono-
sitottak a tlizelhalas betegség korokozojat.

Az E. amylovora megjelenése szilvan a ha-
zai gylimolcstermesztésben jelentds gazdasa-
gi karokat okozhat, feltételezi tjabb csonthéjas
gazdandvényeken torténd eléfordulasat.

Koszonetnyilvanitas

A projektet a TAMOP — 4.2.1./B-09/1-
KMR-2010-0005 és a TAMOP- 4.2.2./B-10/1-
2010-0023 palyazatok tdmogattak.
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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 Budaérs, Hungary
during the summer of 2011. 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
molecular 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 (Biomérieux, 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 16S 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 DH5q cells. A recombinant
plasmid was sequenced by M13 forward and reverse primers. The sequence was deposited in
GenBank (Accession No. HE610678).

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.

The project was funded by TAMOP- 4.2.1./B-09/1-KMR-2010-0005 and TAMOP- 4.2.2./B-
10/1-2010-0023 grants.
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