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1. BEVEZETES

»A tlizes veszedelem a legegészségesebb és legfejlettebb fak leveleit néhany oOra alatt
olyan soOtét barndva valtoztatja, mintha forr6 lang perzselte volna le, és a fak kérgének
porusaibdl rozsdabarna valadék tor el6” mar a XIX. szazadban ezt irja William Coxe (1817) a
Gyiimolesfak termesztése cimii konyvében, amely mind a mai napig megallja a helyét és a
betegség jelentds gondokat okoz szerte a vilagban.

Az almatermésli novényfajok, szamos disznovény és vadonélé névényfaj (van der Zwet
és Keil, 1979) sulyos betegségét, az un. ,.tlizelhalast” az Erwinia amylovora (Burrill) Winslow
és mtsai. (1920) nevi baktérium okozza. Az ENSZ FAO Europai és Foldkozi-tenger melléki
orszagok Novényvédelmi Szervezete (OEPP/EPPO, 1983) ajanlasa alapjan Eurdpa szerte, igy
Magyarorszagon is - mint tagorszdgban- zérlati (karantén) karosito.

A Rosaceae csaladon beliil 40 nemzetségbe tartozé 200 ndvényfaj tekinthetd a baktérium
gazdanovényének (Steiner és Zeller, 1996). A gazdandvények koziil a Cotoneaster, Crataegus,
Cydonia, Malus, Pyrus, Photinia, Pyracantha és Sorbus nemzetséghez tartozo fajok a
legfontosabbak kereskedelmi szempontbol. Hazdnkban nem annyira jelentdés mirtuszgalagonya
€s a japan naspolya is a koérokozod gazdandvénykorébe tartozik. Az Amerikai Egyestlt
Allamokban a tiiskétlen szedren (Evans, 1996) és malnan is jelezték a korokozé megjelenését
(Schnabel és Jones, 2001), melyek viszont az almén és a kortén nem fertézOképesek
(Sobiczewski és mtsai., 1997). Beszamoltak a japan szilva fiatal hajtasainak természetes
fert6z6désérél is (Mohan és Thomson, 1996). Az USA-ban szilva ¢és kajszi hibridjén
hajtasszaradasrol (Mohan, 2007), Németorszagban az eurdpai szilva (Vanneste és mtsai., 2002)
¢s Csehorszagban a kajszi természetes fertdzddésérdl is publikaltak (Korba és Sillerova, 2010).

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban honos, mintegy 200 éve ismert betegséget az 1950-€s
évek kozepén hurcoltdk be Europaba (Anglia) és a Foldkdzi-tenger medencéjébe (Egyiptom) és
mara a régio szinte valamennyi orszagaban elterjedt. Magyarorszagon a fert6zést elészor 1995
nyaran észlelték egy 43,5 ha-0s 5-6 éves almaiiltetvényben, Nyarl6rinc kozség hatiraban
(Hevesi, 1996). Megjelenése ota évrol-évre eléfordul, s bizonyos években —a baktérium szamara
kedvezd iddjards esetén— az okozott kar igen jelentds. Azota szamos izolatum A&ll
rendelkezésiinkre a Budapesti Corvinus Egyetem Génbankjaban, illetve folyamatosan gytjtjiik

azokat. Az elmult években egyre tobb irodalmi adat jelent meg a kdrokozo 0j gazdandvényeken



vald eléfordulasarol, valamint Erwinia amylovora izolatumok jellemzésér6l kiilonbozo
tulajdonsagok alapjan, ezért felmeriil a kérdés, hogy megvaltozott-¢ a hossz évek soran ez a
korokoz6? Az izolatumok tenyészbélyegei, biokémiai tulajdonsadguk, virulencidjuk, valamint
genetikai tulajdonsagaik kiilonboznek-e az eltérd gazdandvényekrdl, valamint eltérd foldrajzi
helyekrdl szarmazo, a hazai és kiilfoldi izolatumok, illetve az orszag mas-mas pontjairdl gytijtott

izolatumok esetében?



1.1 Célkituzések

Vizsgalataink soran az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

e Erwinia amylovora izolatumok gy(jtése  kiilonb6zé  gazdandvényekrél — és

termoOhelyekrdl;

e A gyljtott izolatumok fajszintli azonositasa és jellemzése klasszikus bakteriologiai

modszerekkel,

e A gyijtott és a Génbankbol szarmazo E. amylovora izolatumok jellemzése,

Osszehasonlitasa tenyészbélyegek alapjan kiilonb6z6 taptalajokon;

e A gyijtott és a Génbankbol szarmazo E. amylovora izolatumok jellemzése,

Osszehasonlitdsa biokémiai tulajdonsagok alapjan;

o A gyljtott és a Génbankbol szarmazé E. amylovora izolatumok jellemzése,

Osszehasonlitasa bakteriofag érzékenység alapjan;

e A gyijtott és a Génbankbol szarmazé E. amylovora izolatumok jellemzése,

0sszehasonlitasa virulencia alapjan kiilonboz6 kortefajtdkon;

o A gyiijtdtt és a Génbankbol szarmazo E. amylovora izolatumok azonositasa, jellemzése,

Osszehasonlitdsa molekularis modszerekkel, ¢és rokonsagi viszonyaik feltarasa.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A korokozé tudomanyos besorolasa

o Torzs: Proteobacteria

o Osztaly: Gamma Proteobacteria

o Rend: Enterobacteriales

o Csalad: Enterobacteriaceae

o Nemzetség: Erwinia

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

2.2 A tuzelhalas-torténet kezdete

Az Erwinia amylovora (Burill) Winslow és mtsai. (1920) baktérium okozta tlizelhalas
az almatermésii gylimolcsfajok legrégebbi és legveszélyesebb betegsége. Az elmult 35 évben
szamos eldrelépést tettek, hogy a betegséget megértsék jarvanytani szempontbol, de ezek
ellenére a tlizelhalas ma is hatalmas karokat okoz az alma- és korteiiltetvényekben, és minden
évben Oridsi gazdasagi kart okoz szerte a vilagban. A tiizelhalés elnevezés egyértelmiien utal a
korokozo altal okozott perzseléses, égésszerli tiinetekre.

A tlizelhalas-torténetét van der Zwet és Keil (1979) foglalta 6ssze, akik konyviikben
akkor ismert tlizelhalasra vonatkozo kb. 2000 publikaci6 tobb mint felét dolgoztak fel.

Az elso elméletek

Az elsO irasos feljegyzések 1780-bol szarmaznak, amit New York allamban egy
kortetiltetvényben észleltek. Az 1700-as évek végén a tlizelhalassal kapcsolatos, el6szor
megjelent utalasok alapjan a fak torzsét furd rovarokra gyanakodtak. 1817-ben Coxe irta le
el6szor a ,tlizelhalas” kifejezést. Majd az 1800-as évek elején Lowell probalta konkretizalni a
,wrovar” elméletet, de masok szerint két kiilonboz6 betegség egyiittesen jelenti a ,,tlizelhalast” és

csak az egyiket idézik el6 rovarok. Az els6, eredményes mesterséges visszafertézést Gookins
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végezte el, és eldidézte a tiineteket anélkiil, hogy ismert lett volna a korokozo. Az 1800-as évek
kozepén Salisbury és Salisbury vetették fel el0szor, hogy a betegséget egy gomba okozza. Majd
Hull k6zolte, hogy ,,a korte és az alma tlizelhalasat okozd gomba azonos” (van der Zwet és

Keil, 1979).

Baktériumos eredet

Burrill (1882) publikalta el6szor, hogy az eclhalast okozd patogén szervezet a
Micrococcus amylovorus, de 6 nem izolalta a baktériumot. 1884-ben Joseph C. Arthur végezte
el az els6 izolalast és kisérletében bizonyitotta, hogy egy baktérium a betegség kozvetlen
okozoja. Az elsé kutatasi projekt (1891-1895) keretén beliil, mely a betegséggel foglalkozott
Waite fedezte fel, hogy a korokozé a viragok nektariuman keresztiil is be tud hatolni a novénybe
¢s a méhek terjesztik a baktériumot a beteg viragokrol. Waite és Stedman szerint az egyetlen
kielégitd védekezés a korte-clhalas ellen a beteg részek metszése és megsemmisitése (van der

Zwet és Keil, 1979).

A korokozo elnevezése
Korabban a korokozdé megnevezése Micrococcus amylovorus (Burrill, 1882), Bacillus

amylovorus (Burr.) (Trevisan, 1889), majd Bacterium amylovorum (Burr.) (Chester, 1897).

Winslow és mtsai. (1920) nevéhez fiiz6dik az Erwinia nemzetség, illetve Erwinia
amylovora faj megjeldlés, ett6l kezd6déen a korokozo neve Erwinia amylovora (Burr.), amit az
Amerikai Bakteriologiai Tarsasag 1923-t0l hivatalosan is elismert (van der Zwet és Keil,
1979).

2.3 A tiizelhalas betegség foldrajzi elterjedése

A korokozo vilagméretii elterjedése

Az Erwinia amylovora egyre nagyobb mértékii elterjedésérdél a XVIII. szazad végétdl
folyamatosan allnak rendelkezésiinkre adatok. A tlizelhalas 1780. évi elsé megfigyelése (New
York allamban) utan szinte a vilag minden tajan eléfordult. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban

az 0sszes allamban megjelent. 1870-ben Kanadaban szamoltak be eldszor a korokozorol, 1921-
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ben Mexikoban, majd 1968-ban Guatemalaban. 1903-ban Japanban is megjelentek irasos
kozlemények, jelentések a betegségrél, majd ezt kovetéen 1921-ben Uj-Zélandon észlelték a
koérokozot alma, korte, birs és galagonya novényeken (Bonn és van der Zwet, 2000).

Eszak-Amerikabol tobb mint fél évszazad alatt jutott el a korokozo szaporitéanyaggal a
tobbi kontinensre: elészor Nyugat-Eurépaba (Anglia, 1957) és Eszak-Afrikaba. Egyiptomban
1964-ben a Nilus volgyében kortén jelentkezett elészor. Azutan kézel 20 évig nem volt jelentds
kar, a betegség nem jelentkezett, mignem az Okologiai feltételek ismét kedvezdvé valtak a
korokozo szamara. A 80-as évek elején robbanasszerii jarvany tort ki. Egyiptombdl terjedt el a
korokoz6 Izraelbe (Shabi és Zutra, 1987), Jordaniaba, Térokorszagba (Demir, 1993), Iranba és
Gorogorszagba.

Az eurdpai igen gyors elterjedése két iranybol, Angliabol és Egyiptombol indult. Alig 50
év alatt 39 orszagban jelent meg a korokozo. 1966-ban Lengyelorszagban, Gdansk mellett
talaltdk meg alman és kortén (Sobiczewski, 1996). Belgiumban, Franciaorszagban,
Németorszagban 1971-1980 kozott jelent meg a tlizelhalds. Németorszagban eldszér Hamburg
kornyékén jelent meg és kozel 10 év alatt ért el a fertézés Bajororszagig (van der Zwet és Beer,
1995). Eszak-Eurdpaban, Norvégiaban, Svédorszagban és Eszak-frorszagban 1986-ban
jelentkezett a tlizelhalds disznovényeken, galagonyan, tlztGvisen ¢és madarbirsen.
Csehorszagban eldszor 1987-ben Praga mellett fedezték fel galagonyan (van der Zwet és
Walter, 1996). Olaszorszagban, Szicilidban 1990-ben, Bolognaban 1994-ben talaltdk meg a
korokozot, Kokoskova (1996) szerint fert6zott import szaporitdéanyaggal vagy légaram utjan
jutott be az orszagba. Svajcban 1989-ben Cotoneaster fajokon, 1991-ben kortén és 1994-ben
alman jelent meg (Hasler és mtsai., 1996). Romaniaban 1992 augusztusaban észlelték eldszor,
Braila és Pitesti megyékben. Az elérehaladott tiinetek alapjan valosziniisithetd, hogy a fert6zés
mar legalabb 1 évvel korabban tortént. Az orszag Osszes 41 megyéjébdl 1997-ben 35-6t
fertézottnek mindsitettek (Severin és Constantinescu, 1998). Ausztriaban pedig 1993-ban
szamoltak be a betegségrol. A korokozot Cotoneaster novényekrdl azonositottak (Keck és
mtsai., 1996). Spanyolorszagban 1995-ben bukkant fel a korokozo a francia hatar mellett alma
tiltetvényben (Lopez és mtsai., 1998).

A Balkan-félszigeten észak felé terjedt a tlizelhalas betegség. 1989-ben elérte
Macedoniat majd ugyanebben az évben, Szerbidban is megjelent az orszdg nyugati részén,
Sabac varoshoz kézel. A tiizelhalas elsé tiineteit kortén és birsen figyelték meg (Arsenijevié és

mtsai., 1991). 1990-ben sulyos jarvanyt okozott Szerbia egész teriiletén (Arsenijevi¢ és Panié,
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1992). Disznévényeken valamivel késébb jelent meg a korokozo, Pyracantha coccinea-n 1997-
ben, mig Chaenomeles japonica-n és Cotoneaster horisontalis-on 2000-ben (Gavrilovié és
Arsenijevi¢, 1998; Balaz és mtsai., 2004). Szerbia egész teriiletén folyamatosan terjed a
tlizelhalas korokozoja és gazdandvényeinek szama is folyamatosan novekszik (Balaz és mtsai,
2009).

A déli féltekérdl csak Uj- Zélandrol jelentettek fertézést. Van der Zwet és Beer (1995)
szerint Eszak-Amerikatél vagy Eurdpatol ilyen messzire csak fertzott faladakkal vagy fert6zott
szaporitoanyaggal keriilhetett be a korokozo. A koérokozot a mai napig Gsszesen 46 orszagban
észlelték. Europaban az utolsé Erwinia mentes orszag Szlovénia volt, mig ott is elszortan egy-
egy fertdzési goc jelent meg 2001-ben, majd egy nagyobb jarvanyrol szamoltak be 2003-ban
(Dreo és mtsai., 2006).

A korokozo hazai megjelenése

Az 1980-as évek kozepétdl a betegség balkan-félszigeti elOretorését, csehorszagi,
jugoszlaviai és romdniai fellépését kovetden komolyan szémitani lehetett a magyarorszagi
megjelenésre is. Magyarorszagon Kecskemét termesztési korzetében (Nyarlérinc) levd
almaiiltetvényben 1995 késd 6szén és 1996 kora tavasszal észlelték eldszor a tiizelhalas tilineteit.
A korokozoét, az Erwinia amylovora karantén baktériumot Hevesi Maria azonositotta (Hevesi,
1996). 1997-ben Zala és Szabolcs-Szatmar-Bereg megye valt aldozatta, illetve tovabbi
megyékbdl is jelentettek akkor még nem jelentds karokat (Németh, 1997). Békés, Bacs-Kiskun,
Csongrad megyékre koncentralodtak a fertézések, de Baranyadban is regisztraltak fertézott
gbocokat. A magyarorszagi megjelenés utan két évvel a fertézésmentes megyék szama minddssze
Vas és Nograd megyére koncentralodott (Németh, 1999). 2000-ben, egy jarvanyos évben kb.
3780 ha alma, korte- és birsiiltetvény volt fert6zott (Palfi és mtsai., 2000). A kovetkez6 években
Szabolcs-Szatmar-Bereg és Borsod-Abatj-Zemplén megyében is nétt a fertézott teriiletek
aranya (Méré, 2004; Csete és mtsai., 2004). A kovetkezd években az id6jarasi viszonyok nem
kedveztek a korokozo szamara, bar 2007-ben tobb megyében —koztiikk Fejér megyében— tjabb
erds fertézésrdl szamoltak be (Dénes, 2007). Mara mar egész Magyarorszag teriilete fert6zott a

tlizelhalas betegség korokozojatol.
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2.4 A Dbetegség gazdasagi jelentosége

A korokoz6 elterjedése, a betegség gazdasagi jelentésége egyre nd. Az almafélék
termesztésének egyik legmeghatarozobb, legfontosabb korlatozoja vilagszerte. Stulyos gazdasagi
karokat okozott és okoz mind a mai napig. Vanneste (2000) ravilagit, hogy ismereteink egyre
boviiltek mind a betegségrél, mind a korokozorol felfedezése ota, de tulajdonképpen mind a mai
napig problémakat vet fel.

Megdobbentd adatok ismeretesek vilagszerte a tlizelhalas okozta gazdasagi kar
mértékérdl. 1902-ben Kaliforniaban Fresno megyében 125 ezer, mig Kings megyében kozel 43
ezer kortefat tartottak nyilvan, melyek szama két év mulva a tlizelhalas miatt lecsokkent 1500 és
0 darabszamra. 1936-ban az Egyesiilt Allamokban a kortetermesztést a tiizelhalas 14%-kal
csokkentette, amely tobb mint 4 millio dollart kiesést jelentett. 1951-1960 kozotti idészakban az
évi atlagos veszteség pedig kortébol 1,5 millio, almabol kozel 2,5 millié dollar volt (van der
Zwet és Keil, 1979). 1976-ban Kaliforniaban a betegség okozta kar kortébol 4,7 millioé dollar,
majd 1991-ben Michigan allam délnyugati részén 3,8 millio dollar volt (van der Zwet és Beer,
1995).

1966-ban Angliaban 12 ezer fert6zott fat talaltak faiskoldkban, farmokon a minisztérium
jelentése szerint (van der Zwet és Keil, 1979). Délnyugat-Franciaorszagban egy Pajaml alanyu
Smoothee iiltetvény fainak 18%-a, az M9 alanyll Gala fak 30%-a és az M9 alanyu Royal Gala
fak 70%-a pusztult ki (Lecomte és mtsai., 1996). 1991-ben Macedoniaban t6bb mint 400 ha
korte és 60 ha birs iiltetvényt kellett megsemmisiteni. Az 1) telepitések ¢€s a teriiletek
mentesitésének koltsége majdnem 7 millio dollart tett ki (Mitrev, 1996; Pejchinovski, 1996).
Szerbidban 1996-ban 30 ha korte és 1,3 ha birs, valamint 1997-ben 64 ha korte és birs iiltetvényt
semmisitettek meg (Balaz, 1999). 1995-ben Olaszorszag északi részén mar volt fert6zés, de
robbanasszertien 1996-ban ¢és 1997-ben ndtt meg a fertdzott lltetvények szama. A fertdzott
iltetvényekben végiil mintegy 500 ezer fat semmisitettek meg (Battilani és mtsai., 1998;
Calzorali és mtsai., 1998). 1986-1991 kozott Torokorszagban tobb mint 2 millioé fat vizsgaltak
meg. A fertdzott fak aranya gyiimolcsfajonként eltérd volt (Benlioglu és Ozakman, 1998). Van,
Gevas, Edremit és Ecris varosok kornyékén a kortefdk fertdzottsége 38, 66, 63 és 75% volt
(Oden, 1998). Konya tartoméanyban tobb mint 2 millié alma, 620 ezer korte és 29 ezer birs fa
van, ahol az 1997. évben végzett vizsgalat alapjan a fert6zott fak ardnya riasztdan magas volt

(alma 22-51%, korte 58-84%, birs 92%) (Bastas és Katircioglu, 1998).
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2.5 A betegség kialakulasa és tiinetei

A korokozo életmdodja, a fertozési folyamat

Van der Zwet és Keil (1979) szerint a fertézéseket elsdleges és masodlagos fertdzési

ciklusokra lehet bontani.

Elsddleges fertézés

Az epifiton formaban a fa feliiletén vagy a riigypikkelyek alatt meghtiz6do baktériumok nagy
része a tél folyaman elpusztul, de a fekélyes sebeken attelelt, ¢letben maradt baktériumok
tavasszal ujra szaporodasnak indulnak. Amikor megindul a nedvkeringés, a felszaporodott
baktériumok tomege baktériumnyadlka formdjdban a felszinre tor. A koérokozd a viragok
szOveteibe a természetes nyilasokon (nektariumok nektdriumkivélaszté nyilasai, bibe, portok
természetes nyilasa, csészelevelek légrései) keresztiil jut be. A baktériumsejtek a rovarok,
madarak, metszés, szétfroccsend esd €s a sz€l utjan terjednek a gazdandvény kdrnyezetében és
keriilnek a viragra. A virag feliiletén megjelennek a baktériumnyalka cseppek, amelyekbdl a
baktériumsejteket az esdcseppek és a viraglatogatd beporzd rovarok terjesztik tovabb. A
korokozo a sejtkdzotti jaratokban szaporodik. A virdgfertdzés azonnal lathatd. A virdgzatbol a
virdgkocsanyon at a vesszOkbe, majd az &4gakba hatol. Itt az iddjarastol és a szovetek

fogékonysagatol fliggden halad eldre, majd végiil kialakulnak a fekélyes sebek.

Masodlagos fertézés

Az elsidleges fertézés soran keletkezé inokulum toémeg a fenoldgiai fazistol, valamint az
1ddjarasi koriilményektdl fliggden tovabbi fertdzéseket idéz el6. A masodlagos fertdzések a
vegetacios idOben barmikor bekdvetkezhetnek. Fert6zési forrds lehet a hajtasokon, leveleken,
gyimolcsokon ¢€és nagyobb agakon keletkezd baktériumnyalka, illetve a megszilardult
nyalkaanyag altal Osszeragasztott baktériumsejtekbdl 1étrejott ugynevezett fonalas struktura is
(exudatum). A baktériumfonalak a szél segitségével nagyobb tavolsagokra is eljuthatnak.
Masodlagos fertdzésre kiilondsen érzékenyek a masodvirdgzatok és a novekedésben levd
hajtasok. A zsenge hajtasok fertdz0dése a természetes nyilasokon és sebzéseken egyarant

végbemehet. Minél iddsebb ndvényi szovet felé halad a fertdzés, annal lassabb a korokozod
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szaporodasa. Az éves folyamat végén a fert6zott szovetek elhalnak és kialakulnak a rékos sebek.
Ekkor a baktériumsejtek nagy része elpusztul, az ¢életben maradt sejtek azonban attelelnek, €s

tavasszal Ojra fertéznek.

A betegség tiinetei

A tlizelhalds jellegzetes tiineteit van der Zwet és Keil (1979) foglalta Ossze. Attol
figgden, hogy mely novényi részt tdmadja meg a kérokozd, megkiilonboztetlink virdg-, hajtés-,

levél-, gytimolcs-, 4g- és torzs-, valamint gyokérnyak- és gyokérelhalast.

Virdgelhalas

A vegetacié soran el6szor a viragfertézés tiinetei jelennek meg (Thomson, 1986). Kiilonallo
virag, viragok vagy egy egész viragbog fertézédhet. A viragok el6szor vizenydsek lesznek,
hervadnak, fonnyadnak, elszaradnak, barnulnak, majd végiil barnas feketén elhalnak (1. abra).
A csészelevél és a virdgkocsany is vizzel Aatitatottnak tlinik. A fertézott megbarnult,
megfeketedett viragok lehullhatnak, de rendszerint a fan maradnak. Meleg, pards id¢jaras sordn,
a virdgkocsanyon gyakran nyalkacseppek jelennek meg. Exudiatum képz6dés hianyaban
egyértelmilen csak a virdgzas utan allapithatd meg a virdgzat megbetegedése. A viragfertdzést
kovetden a kocsanyon keresztiil szisztemikusan fert6zOdik a fiatal gylimdles. A virdgzaton
kivalé nyalkacseppek a hajtasfertzés forrasai lehetnek. Egyetlen virag fert6zodése gyakran a

teljes termdag, termdalap pusztulasahoz vezet.

1. abra: A tlizelhalés tiinetei korteviragokon
(Foto: Végh, 2011)
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Hajtas- és levélelhalas

A betegség legjellemzObb tlinete. Vannak évek, amikor csak hajtasfertdzést lehet megfigyelni.
Virdgzas utan, a nedvdus, friss hajtasok, a vizhajtasok és a tdsarjak a legérzékenyebbek a
fertézésre. A hajtasfertézés tiinetei hasonléak a viragfertézéshez, de sokkal gyorsabb
lefolyastak. Optimalis id6jarasi feltételek esetén (meleg, paras) a fert6zés 15-30 cm-t is halad,
mig extrém esetben akar 50-70 cm-t is elérheti naponta. A hajtasok a cstcs vagy alap feldl
fertdzddnek, eléri a vesszoket, gallyakat is. A hajtasvég pasztorbotszeriien visszagorbiil, barnul,
végiil elhal (2. abra). Almafa esetében a fert6zott hajtasok vilagosbarnatol sététbarnaba és korte
esetében sotétbarnabol feketébe hajlok. Ha a fert6zddés fekélyes sebbdl vagy a hajtast neveld
gallybol szarmazik, Ggy nem figyelhetd meg pasztorbotszerli gorbiilet. A korokozd szamara
kedvez6 idGjaras esetén baktérium nyalkacseppek jelennek meg a hajtasvégeken, amelyek szine
el6szor piszkosfehér, majd a levegdn rovidesen borostyanszini, késébb rozsdavords lesz. A
levél fert6z0dése a sztomakon keresztiil, rovarok altal vagy sebzéseken (jégesd, szélverés) at
torténik. A levél f6- és mellékerei barnasra szinez6dnek, majd feketén elhalnak (3. abra). Az

elhalt levelek a fert6zott hajtasrol nem hullnak le.

2. abra: A tiizelhalas tlinetei kortehajtasokon 3. abra: A tlizelhalas tiinetei korteleveleken
(Foté: Végh, 2011) (Foté: Végh, 2011)
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Gyiimdleselhalas

Az éretlen gylimolcsok megbetegedése a leggyakoribb. A kifejlodott gylimodlesokon megjelend
tiinetek hasonldak a fiatal gylimdlcsokéhez. Az éretlen gylimolesok belsdleg szisztemikusan
fertdzédnek. A gyiimdles eldszor sziirkészold majd vizenyds lesz, késobb barnulnak,
megfeketednek, mumifikdlédnak és a fan maradnak vagy lehullanak. Az érett gylimolcsok a
borszovet lenticelldin, sebzéseken, valamint a fert6zott vesszokon, gallyakon keresztiil a
kocsanyon at fertézOdhetnek. A paraszemolcsokbdl néha ragados, siirl, az opalostol az

aranysargaig valtoz6 szinl baktériumnyalka tor el6 (4, 5. abra).

4, abra: A tizelhalas tiinetei fiatal 5. abra: A tlzelhalas tinetei korte-

kortegytimoleson gyumolcso
(Foto: Végh, 2012) (http://www.apsnet.org/publications/imageresources/

Pages/VVolume87-10-3.aspx)

Ag és torzselhalds

A fertézés, a viragok, a hajtasok vagy a gyiimdlcs fel6l halad a vesszdk, gallyak és idésebb
agakon at a torzs felé (6. abra). A hancsszovet szivacsos, puha allomanyu, vizeny0s lesz, majd
ezlistds barnara szinezddik. Az elhalt szovet besilipped, kiszarad, az egészséges €s beteg részeket
repedés valasztja el egymastol. A folt alatt a farész rozsdabarna vagy barna szinli. A hajtasok és
agak teljesen elhalhatnak. Az dgakon és a torzson jelentkezd elhalt foltokon exudatum valhat ki.

Ha a rakos seb sz¢élérdl eltavolitjuk a kérget a fas részeken vordsesbarna jellegzetes csikozottsag

18


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

figyelhetd meg. Az 4dgakon 1évé fertdzott vizhajtasok illetve a kisebb eldgazasok alapi részénél

kialakulnak olyan rakos sebek, melyek a korokozo attelelését biztositjak (7. abra).

6. abra: A tlizelhalas tiinetei almafa dgain 7. abra: A tlzelhalas tlinetei torzson

(Foté: Végh, 2010) (http://www.caf.wvu.edu/kearneysville/
disease descriptions/omblight.html)

Gyokeérnyak- és gyokérpusztulas

A tlizelhalasnak ez a két tipusa a legveszélyesebb és gyakran okozza az egész fa pusztulasat. A
gyokérnyaki fertézés indulhat a téli fagy kovetkeztében kialakult sebeken at, vértetli fertézés
nyoman vagy a hajtasok feldl jut el a torzson at a gyokérnyakba, majd a gyokerekbe. Még a
fakoronabol az ag és a torzs feliiletérdl lemosddd baktériumok is fertéznek. A gyokérnyak
fertdzés soran a fak sokszor nem mutatnak tizelhalasra utal6 tiineteket, ezért 6sszetéveszthetok

mas egyeb gyokér- és gyokérnyaki betegséggel.
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2.6 A korokozo gazdaniévényei

A korokozé a Rosaceae csalad mind a négy alcsaladja (Maloideae (Pomoideae),
Rosoideae, Amygdaloidea (Prunoideae), Spiraeoideae) 40 nemzetségének mintegy 200
novényfajan fordul eld (Steiner és Zeller, 1996). A gazdanovények koziil a Cotoneaster,
Crataegus, Cydonia, Malus, Pyrus, Photinia, Pyracantha és Sorbus nemzetséghez tartozo fajok a
legfontosabbak (8., 9. abra). Feltételezhet6, hogy régoéta karosit az Amerikaban Gshonos
berkenye, galagonya, vadkorte és vadalma fajokon. Magyarorszagon jelenleg behozatali tilalom
ala es6 mirtuszgalagonya (Stranvaesia davidiana) és a fagyérzékenysége miatt nem termeszthetd
japan naspolya (Eriobotrya japonica) kevésbé ismert gazdanovényfajok. Az Amerikai Egyestilt
Allamokban a tiiskétlen szedren (Rubus rusticanus var. inermis) (Evans, 1996) és malnan
(Rubus idaeus) is jelezték a korokozo megjelenését, melyekrdl izolaltak is E. amylovora
baktériumtorzseket is (Schnabel és Jones, 2001), melyek viszont az almat ¢és a kortét nem
fertézték a kisérletekben (Sobiczewski és mtsai., 1997). A korokoz6é Rosa fajokon torténd
karositasarol szolo informéciok nem minden esetben nyertek megerdsitést (Németh, 1997). A
tlizelhalds betegség nem korldtozodik feltétleniil almatermésti novényfajokra, hiszen mar
beszamoltak a japan szilva (Prunus salicina) fiatal hajtasainak természetes fert6z6désérdl is
(Mohan és Thomson, 1996). A betegség csak a hajtasokat pusztitja el és az idOsebb részekre
nem terjed at, valamint a virdgok fertéz6dése sem ismert (Mohan és Bijman, 1998). Az USA-
ban szilva és kajszi hibridjén (Pluot®) hajtasszaradasarol szamoltak be (Mohan, 2007).
Csehorszagban a kajszi (Prunus armeniaca) (Korba és Sillerova, 2010), Németorszag északi
részén az europai szilva (Prunus domestica) és a japan rozsa (Rosa rugosa) természetes
fert6z6dését is publikaltak (Vanneste és mtsai., 2002).

A betegség jelentds karokat okozhat erdei- és diszfikon is. A nem gyiimdlcstermd
novényeken azért is lehet jelentds, mert a mechanikai és kémiai védekezés lehetdségei is
korlatozottak, fontos szerepet jatszhatnak a korokozo -elterjedésében, kiilondsen, ha az
tiltetvényekkel szomszédos cserjés teriiletekre gondolunk. Crataegus, Cotoneaster, Sorbus és
Pyracantha fajok vadonéld vagy termesztett példanyai is szolgalhatnak gazdandvényként a
korokozd szamara, amelynek szerepe az elsé két fajon jelentdsebb. Az egybibés galagonya
(Crataegus monogyna) Magyarorszagon is gyakran fertézott E. amylovora-val. A galagonya
fert6zott hajtasai barnak, levelei nem hullanak le, hajtasvége meggorbiil. A Cotoneaster fajok

fertdzott hajtasai  vordsesbarndk, itt pdsztorbotszerli gorbiiltség ritkdn figyelhetd meg.
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Pyracantha cserjéken vesszdelhalas jelentkezhet és a levelek barnasra szinez6dnek. A kérokozo
terjedésének megakadalyozasadnal nem lehet figyelmen kiviil hagyni a természetes és telepitett

novényallomanyok fertézottségét sem (Tomesanyi és mtsai., 1999).

8. abra: A tlizelhalas tiinetei tiztovisen 9. abra: A tlizelhalas tiinetei birsen
(Foto: Végh, 2010) (Foto: Végh, 2011)

2.7 A Kkorokozo terjedése

A tlizelhalds betegség korokozojanak terjedésében nagy szerepe van a meteorologiai
tényezOknek. Az es6 szerepe a legjelentGsebb. Az esdcseppek (harmat, vagy a levelekre
lecsapodott erés kod) lemossdk a novény feliiletén 1évé epifita formaban vagy
baktériumnyalkaban 1év6 korokozot a fa alacsonyabban levé részeire. A baktériumot hordozd
vizcseppet nagyobb tavolsagokra sodorja a sz¢él, melynek szintén nagy szerepe van a kérokozo
terjedésében. A jarvanyok kialakulasanak eldfeltétele a jégverés okozta karok lehetnek. A
rovarok elsdsorban a szurd szajszerviikkel okozott sériilések és/vagy kozvetlen fertdzés esetén,
valamint a testiikre tapadt baktériumok szallitasaval terjesztik a korokozot, ami érvényes a
viraglatogatd méhekre is. A fert6zés nagy tavolsagokra torténd eljutasat pedig a madarak is
elosegitik. Végiil fontos megemliteni az emberi gondatlansagot is, mert ez is hozzajarul a
koérokozd terjedéséhez. A szaporitdéanyag eredetének ellendrzése, a metszési eszkozok
fertétlenitésének elhanyagolasa a mar fertdzott lltetvények mentesitésekor, valamint barmilyen
fert6zott tertiletr6l szarmazod eszk6z bevitele az iiltetvénybe szintén fertézési forras (van der

Zwet és Keil, 1979).
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2.8 A tiizelhalas elleni védekezés lehetdségei

Az Erwinia amylovora okozta tiizelhalas betegség, a legnehezebben lekiizdhetd
betegségek kozé tartozik. Mintegy kétszaz éves ismeretség ellenére, az ellene valo védekezés a
mai napig nem megoldott. Csak a kiilonbozé védekezési modszerek, mint a ndvény
egészségiigyi rendszabalyok, agrotechnikai elemek, novényvédd szeres védekezés, rezisztens €s
tolerans fajtak termesztése €s biologiai védekezés integralt alkalmazdsa hozhat eredményt

(Sobiczewski és mtsai., 1997).

A betegség elorejelzése

A vegetacioés idOszakban nagymértékben fligg a ndvényvédd szeres védekezések
hatékonysadga a permetezések idoézitésétdl. Megfelelé hatasuk csak az idében, megel6z6
jelleggel alkalmazott kezelésnek van. Ha az id6jarési koriilmények nem kedvezdek a kérokozod
elszaporoddsahoz, a fertzés 1étrejottéhez €s a betegség kifejlddéséhez, akkor a vegetacio soran,
els@sorban a viragzas alatt a programszerlien elvégzett kezelések feleslegesek. A jelenleg ismert
elorejelzési modszerek koziil az USA-ban a Maryblyt rendszert, mig Eurépaban a Billing féle
(Firescreens) és azon alapul6 rendszereket dolgoztak ki. A Maryblyt modell féként az iddjarasi
adatokat veszi figyelembe, mig a Billing-féle integralt rendszer (BIS95) a koérokozd napi
szaporodasi litemére alapozott becslésen és a csapadék mérésén alapul (Sobiczewski és mtsai.,
1997).

Hazankban a Maryblyt rendszert alkalmazzak, mely az iddjarasi adatokat veszi
figyelembe, mely alapjan id6zitheté az Erwinia amylovora elleni védekezés a viragzas idején.
Azon a feltételezésen alapszik, hogy nagyszdmu inokulum van jelen és szigoru feltételeknek kell
teljesiilnitik a virdgfertézés kialakulasdhoz. Fontos szempont, hogy a virdgok, bibék
egészségesek és kinyiltak legyenek; héfok orak osszege; el6z6 napi harmat, illetve es6 lehetové
teszi a korokozd eljutisat a bibétdl a virag belseje felé; valamint az atlagos napi
kozéphémérséklet >15,6 °C legyen, mert befolyasolhatja a kérokozd elszaporodasat. Ha a
kovetelmények mindegyike teljesiil, akkor kialakul a virdgfert6zés és a virdgokon a tlizelhalés

els6, korai tiinetei jelentkeznek (Steiner, 1990).
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Novényegészségiigyi rendszabalyok

Legfontosabb ¢és legalapvetobb kovetelmény a fertézésmentes szaporitdbanyag eldallitasa
¢s forgalmazasa. A karantén rendszabalyok igyekeznek megakadalyozni a kérokozd barmilyen
formaban torténd behurcoldsat. A betegség bejelentés koteles, azaz fellépése, vagy annak
gyantja esetén a teriiletileg illetékes hatosagot értesiteni Kell, valamint annak zarlati
intézkedéseit be kell tartani (Németh, 1997).

Agro- és fitotechnikai modszerek

Legrégebbi védekezési mod a fertdzott novényi részek (elhalt, elfeketedett viragok,
pasztorbotszerien meggorbiilt hajtasok, fertdzott agrészek) eltdvolitasa és megsemmisitése. A
fertdzott rész alatt 20-50 centiméterrel kell visszavagni a beteg hajtasokat biztonsagi okokbdl,
mert a baktérium a szdmara kedvezd iddjarés esetén napi 20-40 centimétert is képes haladni a
hajtasban és a tiinetek csak néhany nap eltelte utan jelentkeznek. Emiatt is nagyon fontos az
iltetvények rendszeres ellendrzése. A fert6zott részek eltavolitdsa soran fontos a metszési
eszkozok folyamatos fertdtlenitése, mely célra kiilonb6z6 készitmények hasznalhatdak.

Sobiczewski és mtsai. (1997) tapasztalatai szerint alkalmas a fert6tlenitésre a kalium-
manganoxid (5%), BAC (quaterner ammonium vegyiilet, 10%), natrium-hypoklorid (10%) és
fenol-alapu fert6tlenité szerek. Hasler és mtsai. (1996) a gyogyaszatban is hasznalatos két
kézfertdtlenitdt talaltdk igazan hatékonynak, még a 70%-os alkohol hatdsdval szemben is.
Fontos a metszési és rakos sebek kezelése is. A sebkezelés tél végén, a metszés idOpontjaban
szokasos elvégezni, hiszen az E. amylovora terjedésének legkisebb a veszélye januar kozepe €s
marcius kdzepe kozotti idoszak (van der Zwet és Beer, 1995).

Az egészségesnek latszo kései vagy masodvirdgzasbol szdrmazo virdgok eltavolitasa is
szlikséges, mert ezek megjelenési iddszakdban a virdgfertézés kornyezeti feltételei sokkal
inkabb adottak, mint normal virdgzas soran. A viragzasi idoben megjelent fertdzott viragokat is
el kell tavolitani és meg kell semmisiteni (van der Zwet és Beer, 1995).

A megfelel6 mennyiségli tapanyag-utanpotlasnak is nagy szerepe van a korokozo elleni
védelemben. A  thlzott nitrogéntragyazas eldsegiti az intenziv  hajtasndvekedést,
meghosszabbitva ezaltal azt az iddszakot, amikor a ndvények fokozottan fogékonyak a

fertdzésre, ebbdl adoddan szerencsésebb, ha a mitragyaddzist megosztva juttatjak ki. A fejlodo,
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konnyen fert6z0ddé vizhajtasok miatt, torekedni kell a til erés metszés keriilésére. Metszés
soran, illetve a fert6zott lltetvények kezelésekor kiilondsen fontos a technologiai eszk6zok
fert6tlenitése (Sobiczewski és mtsai., 1997).

Az egészséges szaporitdanyag biztositasanak egyik modja a hokezelés alkalmazasa.
Keck és mtsai. (1990) vizsgaltak tiz E. amylovora izolatumot, ahol a térzseket képviseld
baktériumok nagy része 40 °C-on, 23 ora alatt elpusztultak. Egy masik kisérlet soran nyolc
izolatum vizsgalatat végezték el in vitro, ahol 45 °C-on 70 perc, mig 50 °C-on 50 percre van

szlikség az elpusztitasukhoz (Keck és mtsai., 1993).

Kémiai védekezés

Hazankban a tlizelhalas ellen a rézkészitményeket (hasonloan mas baktériumos
betegségekhez), alkalmazzak. Leggyakrabb a rézoxiklorid, rézhidroxid és rézszulfat hatdéanyaga
szerek keriilnek el6térbe (Ocsko és mtsai, 2011). Hasznalatuk soran figyelembe kell venni a
kiilonboz6 fajtak rézérzékenységét és a fak fenologiai allapotat. Ajanlatos a lombhullds utani és
a riigyfakadas el6tti lemosd permetezés. Ezen rézkészitmények jelentik a legegyszeriibb,
legolcsobb, de egyben a legkevésbé hatasos védekezést a tlizelhalas ellen (Laszlé, 2008).
Szisztémikus hatasmoda készitmények koziil a fozetil-Al hatéanyagu Aliette 80 WG készitmény
alkalmazhat6 a korokozo elleni védekezés soran (Ocsko és mtsai, 2011), azonban hatasa csak
akkor kielégitd, ha az els@ kezelést mar virdgzas kezdetén elvégezték és a hatdanyag a
novényben mar felhalmozodott. Sobicewski és mtsai. (1997) tapasztalatai szerint, a fozetil-Al

hatéanyagt Aliette 80 WG a rézkészitményeknél hatasosabb.

Antibiotikumok alkalmazasa

Leghatékonyabb védekezési lehetdségnek a tlizelhalds ellen az antibiotikumok
hasznalata volt. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban gyakori volt a sztreptomicin viragzaskori
alkalmazasa, véleményiik szerint eredményes védekezés nélkiile elképzelhetetlen.
Viragfertdzéskor, tapasztalatok szerint, 3-4 kezelés még 30 év utan is hatdsos, csak 6-nal tobb
kezelés utan 1ép fel rezisztencia (Sobiczewski és mtsai.,, 1997). Ugyanakkor az Egyesiilt
Allamokban 1972 6ta ismernek sztreptomicin rezisztens Erwinia amylovora torzseket.
Sztreptomicin rezisztencia spontan kialakuldsat is igazoltdk. A sztreptomicin a human

gyogyaszatban is hasznalatos, ezért az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) nem ajanlja
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novényvédelmi célu felhasznalasra. Az Europai Unid tobb orszagdban is betiltottdk, igy
Magyarorszagon is. A kasugamycin hatéanyagu Kasumin 2L Magyarorszagon 2008-t6] szintén
nem alkalmazhato, de eseti engedéllyel még viragzas idején hasznalhaté volt. A tapasztalatok

ezzel a szerrel kapcsolatban azt mutatjak, hogy a kérokozora kifejtett hatasfoka nem kielégito.

Biologiai védekezés

Antagonista baktériumfajok

E. amylovora-ra esetében 20 éve zajlanak kutatasok bioldgiai védekezés kidolgozasara
antagonista, epifita baktériumok alkalmazasaval. Ezek hatasa E. amylovora-t gatlé anyagok
termelésén és a tdpanyagok korokozod eldl torténd felélésén alapul, ezért kijuttatasuknak mar a
korokozd megjelenése elétt meg kell torténnie. Legtobbet vizsgalt két epifiton baktériumfaj a
Pseudomonas fluorescens és az Erwinia herbicola preventiv alkalmazasa hatasosnak bizonyult.

Az Erwinia herbicola (Syn. Enterobacter agglomerans) (Starr, 1981) torzsek a
baktériumoknak egy rendkiviil valtozékony csoportjat képzik. Megtalalhatoak novényeken, mint
epifiton baktérium, de emellett allati és emberi gyengiiltségi korokozo6 torzsei is 1éteznek. Az E.
herbicola és az Enterobacter agglomerans toérzseket az Gjabb és részletesebb DNS vizsgalatok
¢s a fehérjék elektroforetikus mintdzata alapjan a Pantoea nemzetséghez soroljadk (Pantoea
agglomerans) (Gavini és mtsai., 1989). A Pantoea agglomerans antibiotikumot termeld
baktérium specifikusan hat az E. amylovora anyagcsere aktivitasanak gatlasan keresztiil.
(Vanneste, 1996; Johnson és Stockwell, 1998; Al-Arabi, 2002; Ozaktan és Bora, 2006). Az
E. amylovora ellen kiilonb6z6 kisérletekben tobb torzs is hatasosnak bizonyult, melyek koziil a
P10c kereskedelmi forgalomba is keriilt, Uj-Zélandon BlossomBless™, mig Olaszorszagban
PomaVita™ néven (Vanneste, 2006). 2007-ben tovabbi két Pantoea fajt tartalmazo szert
engedélyeztek az USA-ban, BlightBan C9-1 és Bloomtime néven (Vanneste, 2011). A
Pseudomonas fluorescens 506-os torzse kisérletekben csokkentette a fagykart és a tlizelhalas
tiineteit az USA-ban, szabadfoldi kisérletekben (Lindow és mtsai., 1996) és Uj-Zélandon is
(Vanneste, 2006). Ebbél a torzsbél eléallitott terméket, Blightban A506® néven kereskedelmi
forgalomba hoztak, melyet kinyilt viragoknal érdemes kijuttatni (EIKins és mtsai., 2005).

Hazankban Hevesi Maria altal almalevélrdl izolalt Pantoea agglomerans HIP32 torzs in
vitro kisérletekben erésen gatolta az E. amylovora szaporodasat (Hevesi és Al-Arabi, 1999;

6a,b,d

Hevesi és mtsai., 200 ). A Budapesti Corvinus Egyetemen Al-Arabi is foglalkozott PhD
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munkdja soran antagonista baktériumokkal baktériumos betegségek elleni védekezés céljabol.
Kisérletében szerepelt a P. agglomerans is, melyet kiprobalt E. amylovora ellen, de vizsgalatai
soran sikeresnek bizonyult még a Xanthomonas vesicatoria okozta betegségtiinetek gatlasaban
IS. Vizsgalatai soran a P. agglomerans HIP32 izolatumot hasznalta. Kisérlete soran alma, korte,
birs és madarbirs levélkonongjat, levelét, korte gyiimolcshusat, valamint madarbirs viragait
fertézte E. amylovora-val, ahol el6- és utokezelésként alkalmazta az antagonista baktériumfajt.
Eredményei azt mutatjak, hogy a P. agglomerans HIP32 izolatumot sikerrel lehet alkalmazni.
Vizsgalataiban igazolta azt is, hogy a HIP32 izolatum ndvényen nem okoz betegségtiineteket
(Al-Arabi, 2002). A HIP 32 izolatum 16S rDNS szekvenciaja alapjan, valamint a klasszikus
modszerek eredményei is megerdsitették, hogy P. agglomerans izolatumok ko6zé sorolhato
(Szentkiralyi, 2007). A génbanki adatok alapjan a HIP32 izolatum kdozeli rokonsagot mutat az
adatbazisban ko6zolt P. agglomerans izolatumokkal, attol fiiggetlentiil, hogy milyen szervezetrél
szarmaznak. Az eredmények alapjan azok koziil egyikkel sem ad 100% homologiat
(Szentkiralyi, 2007). A HIP32 izolatum taxondmidjanak vizsgalatdhoz nem elegendé a
baktérium 16S rDNS szekvencidinak vizsgalata, mert az a genom konzervalt régioja. A
rokonsagi viszonyok tovabbi vizsgalatahoz a genom mas régidinak feltarasa sziikséges. Hevesi
és mtsai. (2008) jellemezték a HIP32 P. agglomerans izolatumot. Kisérletiikben tobb P.
agglomerans izolatum osszehasonlitasat végezték el biokémiai és molekularis vizsgalatokkal. A
genetikai kiilonbségek kimutatasa céljabol a 16S rDNS szakaszt és az rpoB gént vizsgaltak. A
16S rDNS vizsgalat eredménye alapjan a legkdzelebbi rokonsagban a P. dispersa-val allt, mig a
tobbi Pantoea fajokkal 95-96%-o0s homoldgiat mutatott, mig a rpoB gén vizsgalata soran 99%-
os azonossagot mutatott a Klebsiella pneumoniae fajjal. A Klebsiella pneumoniae subsp.
pneumoniae ubikviter szervezet, szamos él6helyen fordul eld. Szaprofitaként megtalalhatoak
vizben, talajban, novényeken, de jelen van az éallatokban €s az emberi szervezetben is. Tisztazni
kell, hogy a baktérium termel-e toxikus anyagokat, amely artalmas lehet a kornyezetre, abban az
esetben, ha nem, akkor pedig alkalmazhat6-e az Erwinia amylovora elleni biologiai
védekezésben (Hevesi és mtsai., 2008).

Az E. amylovora elleni védekezésben még a Bacillus subtilis tobb torzse is igen
igéretesnek bizonyult. Kiilonb6zd torzsekbdl eldallitott készitmények kertiltek kereskedelmi
forgalomba, igy az USA-ban ’Serenade’ (QST 713), Eurdépaban ’Biopro’ (BD170) illetve
Olaszorszagban ’Agribiotec’ (BSF4) néven (Edgecomb és Manker, 2006; Werner és
Aldwinckle, 2006). Boszorményi és mtsai. (2009) Photorhabdus és Xenorhabdus fajok
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antibakterialis hatasarol is beszamoltak. Az antagonista hatason alapul6 készitményeknél fontos,
hogy tisztaban legyiink azzal, hogy a korokozét akadalyozzuk felszaporodasaban, korlatozzuk,
de nem pusztitiuk el (Németh, 1997). Magyarorszagon jelenleg nem engedélyezett az

antagonista baktériumok kijuttatasa tlizelhalas ellen (Ocsko és mtsai, 2011).

Elesztéeomba fajok

A baktérium elleni védekezésben in vitro és szabadfoldon is a kiilonbozé élesztéfajok
(Aureobasidium pullulans, Candida sake, Metschnikowia pulccherima) torzsei is hatasosnak
bizonyultak (Seibold és mtsai.,, 2006). Eurdpa tobb orszagaban ideiglenes felhasznalasi
engedélyt kapott egy osztrak cég (Bio ferm) 0j bioldgiai ndvényvédo szere, a ,,Blossom Protect",
amely az Aureobasidium pullulans ¢élesztéfaj két torzsét tartalmazza. A kinyilt viragokon a faj
képes felszaporodni ¢és a korokozod baktérium bejutasat, fertézését teszi lehetetlenné a
nektariumba (Hevesi és mtsai., 2009; Laszlo, 2008). Németorszagban a fajt kiprobaltak
szabadfoldi kisérletekben, ahol a sztreptomicinhez hasonl6 hatasfoktnak talaltak (Ertl és mtsai.,
2007). Magyarorszagon alma, korte, birs, és naspolya kultirakban engedélyezett (Baranyi és

Valovics, 2011).

Bakteriofagok- Fagterapia

A Dbakteriofagokat Frederick W. Twort, brit bakteriologus fedezte fel 1915-ben.
Tanulmanyaiban felvetette a lehetéségét annak, hogy egy virus okozza a baktériumok
pusztulasat, az észlelt jelenségre nem ezt a magyarazatot tartotta a legvalosziniibbnek (Twort,
1915). Felfedezése utan két évvel, 1917-ben, Twort kutatasaitol fiiggetleniil, a parizsi
mikrobiologus, Felix H. d’Herelle szamolt be egy ,,lathatatlan, baktérium ellenes mikrobarol”
(Moore, 1926). Baktériumokat pusztitd jelenségre figyeltek fel mind a ketten, de Twort
valdszinilibbnek tartotta, hogy egy bakteridlis enzim okozza a baktériumok pusztuldsat, mig
d’Hellere a virusoknak tulajdonitotta azt és elnevezte a jelenséget bakteriofagianak (Summers,
2005).

A fagterapia hamar az orvosi kutatasok figyelmének kézpontjaba keriilt, azonban tobbek
kozott az antibiotikumok felfedezése miatt hattérbe is szorult. Mallmann és Hemstreet (1924)
¢s Moore (1926) novénykortani vonatkozasban mar az 1920-as években felvetik a

bakteriofagok novényvédelmi hasznositasdnak lehetdségét. Késobb szamos kisérletben a
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bakteriofagok bizonyitottan hatasosak voltak egyes novényi korokozok ellen (Stanier és mtsai.,
1967; Civerolo és Keil, 1969; Boyd és mtsai., 1971; Saccardi és mtsai., 1993; Tanaka és
mtsai., 1990).

Az E. amylovora ellen is a bakteriofagoknak nagy jelentdsége lehet a tlizelhalas elleni
védekezésben. Erskine (1973) volt az, aki els6ként ismerte fel, hogy a bakteriofagok jelentds
szerepet jatszhatnak a tiizelhalas elleni bioldgiai védekezésben. Schnabel és mtsai. (1998) is
beszamoltak a bakteriofagok lehetséges felhasznalasarol avirulens E. amylovora torzsekkel
egyiitt a tlizelhalas ellen. Schnabel és mtsai. (1999) az almaiiltetvényben talajbol és levélbol
bakteriofag torzseket izolaltak. Harom bakteriofagbol allo torzskeveréket készitettek és ezt
hasznaltak az almafadk viragainak kezelésére. A kisérlet soran a fagokkal kezelt virdgokban
szignifikansan kisebb E. amylovora populacioé volt, mint a fagokkal nem kezeltek esetében. Gill
és mtsai. (2003) is végeztek atfogd vizsgalatot az E. amylovora bakteriofagjaival. Otven fagot
mutattak ki, amelybdl negyvenkettdt sikeriilt fenntartaniuk. Ezzel a 42 bakteriofaggal végezték
tovabbi vizsgalataikat. Csupan 5 fagot tudtak izoldlni fertézott ndvényi szovetekbdl. A
bakteriofagok nagy részét a fertdzott, tiizelhalds tiineteit mutatd fak talajabol nyerték ki. A
molekularis azonositds soran 6 csoportot kiilonitettek el. A morfologiai és molekularis
vizsgalatok soran a fagokat a Caudovirales rend két csaladjaba soroltdk be (Myoviridae és
Podoviridae). A kinyert fagokat kiilonbozé Erwinia izolatumokkal reagaltattak és litikus
aktivitdsukra a plakk-morfologia alapjan kovetkeztettek. Egyes fagok képesek voltak
megfertézni az avirulens Pantoea agglomerans (syn. Erwinia herbicola) baktériumot is. (Az
izolalt fagok koziil kettd képes volt reagalni Pantoea agglomerans térzsekkel, 6 pedig a P.
agglomerans 49018 esetében fejtett ki litikus aktivitast). Megallapitottak, hogy a bakteriofagok
alkalmasak lehetnek a tlizelhalas elleni biologiai védekezésben és felhivjak a figyelmet a
tovabbi, szabadfoldi vizsgalatok fontossagara. Svircev és mtsai. (2005) szintén E. amylovora
ellen hasznalhat6 bakteriofagokat vizsgaltak. Szabadfoldi kisérlet soran korte virdgokra juttattak
ki fagokat Pantoea agglomerans baktériumokon. Az avirulens baktérium a hordoz6 szerepét is
betoltotte, de antagonista szerepe is fontos a védekezés szempontjabol. A hordozo-fag
kombinaci6 kijuttatasaval jo eredményeket értek el terepi viszonyok kozott. A kombindcio
hatékonynak bizonyult az antibiotikum hatasaval &sszehasonlitva is. Miiller és mtsai. (2010)
négy bakteriofagot vizsgaltak, melyek Németorszagbol és E-Amerikabol szarmaztak. Azt
tapasztaltak, hogy a Podoviridae csaladba tartozé fagok az E. amylovora torzseket kiilonbozo

mértékben voltak képesek megfertézni. A Myoviridae fagjai hatékonyak voltak az Osszes

28



vizsgalt torzzsel szemben. Hazai kutatasok alapjan Schwarzinger és mtsai. (2011) is izolaltak
bakteriofagokat fertdzott alma, birs és korte szovetekbdl. A kinyert bakteriofagokkal kezeltek
alma virdgokat, majd inokulaltdk a patogénnel. Harom almafajta virdgait hasznaltdk fel
(‘Jonathan Watson’, ‘Reglindis’, ‘Freedom’), amelyeket négyféle bakteriofaggal kezeltek. A
fagok hatasat taptalajokon is vizsgaltak a baktériumokra. A fagok taptalajon és a virdgokon is
visszaszoritottdak a korokozo baktériumok szaporodasat. Kolozsvari Nagy és mtsai. (2012)
hazai E. amylovora torzsekbdl izolaltak fagokat, amelyek nem csak hazai torzseket voltak
képesek fertdzni.

A bakteriofagok felhasznaldsanak lehet6sége nem csupan elméleti szinten all az ujabb
kutatasok kozéppontjaban. Az els6é fag-tartalmt biopeszticidet 2005-ben hoztak kereskedelmi
forgalomba AgriPhage néven (Agriphage, OmniLytics Inc. Salt Lake City, UT, EPA Reg. #
67986-1) az USA-ban paradicsom és paprika kultaraban Xanthomonas és Pseudomonas fajok
ellen (http://www.omnilytics.com/products/agriphage/agriphage_info/agriphage _overview
html). Hazai vonatkozasban emlithetjiik az Enviroinvest Kornyezetvédelmi és Biotechnologiai
Zrt. altal kifejlesztett fag alapu, baktériumdld permetezOszert tiizelhalas ellen. Az Erwiphage
nevi szer eseti felhasznalasi engedélyt kapott 2012. aprilis 1-t61 2012. jalius 30-ig (120 napra).
A készitmény felhaszndlhaté almatermésii iiltetvényekben baktériumos betegség ellen
eldrejelzés ismeretében a virdgzasi és sziromhullasi idészakban, preventiv alkalmazassal. A
kezelések maximalis szdma 3, a viragzasi idészakban. A kijuttatast napnyugta utan ajanlott
elvégezni. A szer II. forgalmazasi kategoridba tartozik. A cégismertetoben a kovetkezdoket
olvashatjuk a szerrdl: “Az ERWIPHAGE készitmény alkalmas az almafélék, korte, birs
tlizelhalasos megbetegedésének megeldzésére tovabba hatékonynak bizonyult a tlizelhalas
terjedésének megallitdsaban még erdsen fertdzott teriileten is. Jelenleg az Erwiphage az egyetlen
hatasos  tlizelhalas-ellenes  szer.”  (http://biotechnologia.enviroinvest.hu/erwiphage-

tuzelhalas-ellenes- keszitmeny.html)

Természetes eredetii anyagok

In vitro és in vivo koriilmények kozott vizsgaltak noveényi kivonatok E. amylovora gatlo
hatasat. Baktericid hatastnak bizonyultak a Berberis vulgaris, a Juglans regia, a Rhus typhina, a
Viscum album ¢és a Hedera helix hatéanyagai, de emellett megvaltoztatjdk a korokozod

patogenitassal kapcsolatos fehérjéinek ezimatikus aktivitasat is, mellyel rezisztenciat indukalnak
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a gazdanovényben (Mosch és Zeller, 1989; Mosch és mtsai., 1996). In vitro kisérletekben
kipréobaltak illoolajokat (Myrtus communis, Thymus vulgaris, Satureia hortensis) és illoolajok
kombinaciojat rézoxikloriddal a tlizelhalassal szembeni védekezésben (Hassanzadeh, 1998,
2006). Torokorszagban Aksebio 2 és Németorszagban BioZell 2000-B néven engedélyeztek
Thimbra spicata illéolajabdl eléallitott készitményt, mely Torokorszagban a ’Santa Maria’
kortefajta hatasait 64%-os hatékonysaggal védte meg (Buban, 2004). Hevesi és mtsai. (2006°)
In vitro vizsgalatokban az Origanum-, Mentha-, Thymus- és Tagetes fajokban a karvon,
dihidrokarvon, timol és karvakrol vegyiiletek hatasossagat allapitottak meg E. amylovora ellen.
A természetes eredetli anyagok masik csoportjat jelentik az asvanyi porok és ehhez
tartozik pl.: a Mycosin. Berger és mtsai. (1998) clozetes beszamoldja alapjan a Mycosin,
legalabb 80%-0s védettséget adott kiilonbdzo almafajtdkon. A Mycosin Gloster és Jonagold
fakon a sztreptomicinnél hatékonyabb volt, nem befolyasolta a terméskotodést, valamint nem

okozott parasodast sem (Rommelt és mtsai., 1998).

Ellendllo fajtik termesztése

A novények betegségre vald fogékonysagat a fak kora, a kornyezeti tényezok, a
novények vitalitaisa mellett, foként genetikai adottsagaik befolyasoljak. Az E. amylovora-val
szembeni rezisztenciara vald nemesités nagy multra tekint vissza, ennek ellenére, a gyakorlatban
termesztett tolerans fajtdk szama nagyon kevés. A baktérium szinte a fajtak mindegyikét képes
megfertézni, egy résziik azonban kiilonb6zé mértékben tliri azt, vagyis tiinetekben, termés
kiesében megnyilvanuld jelentds negativ hatds nem érvényesiil. Tehat valojaban csak
toleranciarol beszélhetink (Németh, 1997). Altalanossagban megéllapithatd, hogy a korte
fogékonyabb a tlizelhalasra, mint az alma.

Sok esetben ugyanazon fajtak vizsgalatakor, kiilonb6z6 orszagokban a kutatok
eredményei akar jelentds mértékben eltérhetnek egymastdl, ami megneheziti a fajtak
fogékonysagi mutatdinak gyakorlati értelmezését. Ezen eltéréseknek, a kovetkezd okai lehetnek:
vizsgalati eljarasok kiilonbségei (laboratoriumi és szabadfoldi koriilmények kozott végzett
kisérletek), kiilonbozd kiértékelési modszerek, eltérd mindsitési kategoridk, valamint éghajlati
adottsagokban (csapadék, paratartalom) és termesztési koriilményekben megnyilvanulo
eltérések. Eltéré eredményeket adhat az is, hogy a kutatok az adott orszagra jellemzd, sajat

izolalasu baktérium torzzsel végzik a fertdzéseket, amelyre a fajtak eltéré fogékonysaggal
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reagalhatnak. A kisérletek soran megallapitott és a gyakorlati megfigyelésekkel tobbszordsen
alatamasztott fogékonysagi és ellenallosagi adatok bizonyos ovatossaggal veheték figyelembe a
gyakorlatban. A fajtak fogékonysagarol szamos adatot talalhatunk az irodalomban (van der
Zwet és Beer, 1995).

Kiilfoldon mar tobb mint egy évszazada megfogalmazodott a rezisztencianemesités
sziikségessége. Els6sorban a termesztési koltségek mérséklése miatt, valamint a
kornyezetkiméld technologiak eldtérbe helyezése alapjan (Fischer, 1996). A céltudatos
nemesitési munka (varasodassal szemben), tobb mint fél évszazada kezdodott az USA-ban, majd
ezt kovették a kanadai és az eurdpai programok (Crosby és mtsai., 1992). A vilag szamos
orszagaban (Franciaorszag, Olaszorszag, Németorszag, Lengyelorszag, Hollandia, USA, Uj-
Zéland, Svajc stb.) jelenleg is foglalkoznak betegségekkel szembeni ellenallosdgra vald
nemesitéssel, mely a feladat jelentdségére €s nemzetkozi szerepére hivja fel a figyelmet.

Almatermésii novényfajoknal elsédleges szerepe van a biotikus stressz rezisztenciat
célz6 nemesitésnek. Célul tlizték ki a tlizelhalas, varasodas, lisztharmat, mig a korte esetében
még a kortelevélbolha tolerans fajtak eldallitasat. A kortefajtak ,,tlizelhalas™- ellenallésaganak
értékelésekor a kiilfoldi adatokra tamaszkodhattunk (van der Zwet és Bell, 1990, 1995; Le
Lezec és Belouin, 1991; Arsenijevi¢ és Panic¢, 1992; Sobiczewski és mtsai., 1997; Spotts és
Mielke, 1999). A termesztett kortefajtak fogékonysaganak/rezisztenciajanak értékelésekor az
egyes szerzOk a novény kiilonbozé részein (virag, hajtds) megjelend betegségtiinet
sulyossagabol kovetkeztetnek. A virdgzat fogékonysaga és ellenalld képessége a fajta egyik
legfontosabb tulajdonsaga, hiszen a fertdzések leggyakrabban a tavaszi viragzaskor kovetkeznek
be.

Hazéank eltéré okologiai koriilményei miatt sajat vizsgalatokra is sziikség van. A ’90-es
évek eleje ota folyamatos nemesitési program ¢€s kutatomunka folyik a Budapesti Corvinus
Egyetem, Kertészettudomanyi Kar, Gyiimodlcstermd Novények Tanszékén hazai alma- és
kortefajtak E. amylovora baktériummal szembeni fogékonysagara illetve rezisztenciajara. Ennek
a programnak része volt, hogy a torténelmi kortefajtakat fogékonysagi kategoridkba soroltak
hajtas, virdg valamint érett és éretlen gylimolcsok inokulacids vizsgalatai alapjan, amelyekhez
harom izoldtumbol all6 baktérium torzskeveréket hasznéltak (Toth és mtsai., 2004; Honty és
mtsai., 2004, 2006). Valamint az almanemesités soran szintén a betegségekkel (varasodas,
lisztharmat, tlizelhalas) szemben fogékonysagi kategdridkba soroltak a fajtakat hajtas €és viradg

fert6zés kisérletei alapjan, valamint pomoldgiai tulajdonsagok szerint is értékelték Oket, hogy
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mind a termeszték, mind a fogyasztok szempontjabol megfelelé multirezisztens fajtakat
allitsanak eld. Hazai viszonylatban mar vannak allamilag bejelentett alma- fajtajeloltek (MR-3,
MR-9, MR-10, MR-11, MR-12, MR-13), melyek igazoltak a betegségekkel szembeni
toleranciat, rezisztenciat szabadfoldi, ndvényhazi és laboratoriumi koriilmények kozott (Toth,
2005* ).

2.9 A korokozo azonositasanak modszerei

A baktériumok azonositasa és jellemzése azok morfologiai (Crosse és Goodman, 1973,
King és mtsai., 1954, Miller és Schroth, 1972), biokémiai és fiziologiai (Hugh és Leifson,
1953; Lelliot és mtsai., 1966; Suslow és mtsai., 1982) tulajdonsagaik alapjan torténik. Ha ezen
tulajdonsagok mellett a baktériumtorzs pontos rokonsagi viszonyaira vagyunk kivancsiak,
genetikai vizsgalatokat kell végezni. A genom 16S rRNS gént kodolo szakasza a baktériumok
univerzalis primerek tervezhetéek, de a vizsgalt rész tartalmaz fajspecifikus szakaszokat
(Weisburg és mtsai, 1991). A baktériumok molekuléris vizsgalatainal lehetséges az 6rokitd
anyag egyes részeinek (fragmentumoknak) méretkiilonbségeinek a vizsgalata is, mely alkalmas
lehet fajon beliili kiilonbségek kimutatasara. A nukleinsav alapi markerek egy csoportja a
genomban 1évé szekvencia ismétlodésekre épiil (Kiss, 1999). A rovid szekvencia ismétlédésbol
allo egységeket SSR-nek (short sequence repeat) (Jacob és mtsai., 1991) nevezziik. Ezek az
elemek nagy polimorfizmust mutaté részek a genomok nem kddold régidiban, kodominansan, a

Mendeli torvények szerint 6roklodnek.

2.9.1 A kérokozo izolalasa novénybdl

Richter (1998) szerint, az E. amylovora laboratoriumi izolalasanak legegyszeriibb
modszere: 1. steril koriilmények kozott, steril szikével torténd mintavétel a fertdézott vagy
fertézottnek vélt novénybdl, ndvényi részbdl, az elhalt és az egészséges szovetek hatararol, 2.
desztillalt viz hozzaadasaval homogén szuszpenzid eldallitasa, 3. a felszaporodott
mikroszervezetek taptalaj felszinére szélesztése, majd 48-72 h mulva a kialakult telepek
megfigyelése és 4. tiszta tenyészet eldallitasa. Targylemezen mikroszkop alatt is vizsgalhato

600x-os nagyitassal (Bereswill és mtsai., 1998; Balaz, 1999).
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2.9.2 A Kkorokozo tenyésztésének feltételei

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

(1998) kisérleteiben a taptalajok pH-ja 7-7,5. A Petri-csészéket 28 °C-on inkubaltak.

2.9.3 A korokozoé morfologiai és tenyészbélyegei

Az E. amylovora Gram-negativ baktérium. Sejtjei 1,0-3,0 um x 0,5-1,0 pum méretiiek,
palcika alakuak (10. abra). A baktérium peritrich flagellumokkal 6nall6 mozgésra képes. Sporat

nem képez (Lelliott és Dickey, 1984).

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

Az E. amylovora tenyésztéséhez és a koloniatipus meghatarozashoz szamos altalanos
(Nutrient agar, King-B) és szelektiv taptalaj (Crosse-Goodman, Miller és Schroth, Kado-
Heskett, EMB) all rendelkezésiinkre (Bereswill és mtsai., 1998). Az altalanos taptalajok a
tenyésztéshez, fenntartashoz sziikségesek. Altalanos taptalajokon, a Koléniatipus alapjan a
baktérium fajok kozott és a fajon beliili kiilonbségek nem mutathatoak ki, egységes kolonidkat
képeznek (Ishimaru és Klos, 1984). King-B taptalajon az E. amylovora egyontetii krémszinii
telepeket hoz 1étre, fluoreszcensz festék nem képzodik (Hevesi, 1996; King és mtsai, 1954).
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Szelektiv taptalajok esetében a koloniatipusok nagymértékben a taptalajok Osszetételétdl és a
korokozo novekedési erélyétdl fiigg. A korokozok tenyésztése soran leggyakrabban a koloniak
alakjat, allagat, fényességét, szinét, szélét, feliiletét vizsgaljak (Vanneste és Eden-Green,
2000). A Miller-Schroth szelektiv taptalaj jellegzetessége, hogy minden Erwinia faj képes rajta
novekedni, jol megkiilonboztethetd koloniatipusokat alkotva. Az azonositas fénymikroszkop
segitségével torténik jO megvilagitas mellett. Az E. amylovora koloniai narancssarga sziniiek
attetsz0 udvarral. Esetenként Pseudomonas és mas baktérium fajok is megjelenhetnek a
taptalajon, melyek szine kéktol- zoldes arnyalatig valtozhat (Miller és Schroth, 1972). A
Crosse-Goodman taptalaj kifejezetten E. amylovora-ra szelektiv, magas szacharoz (40%)
tartalmu taptalaj. A koérokozo jol tolerdlja a magas szachardz tartalmi kornyezetet. Novekedése
soran a koloniak feliiletén jellegzetes kraterek alakulnak ki, mely alapjan az E. amylovora jol
elkiilonithetd mas szaprofita baktériumoktol (Crosse és Goodman, 1973). Az EMB (Eosin
Methylene Blue agar) taptalaj, mérsékelten szelektiv taptalaj Gram-negativ, enterikus
baktériumok megkiilonboztetésére. Ezen beliil kiilonbséget tesz a laktozt fermentdld és nem
fermentald mikrobak kozott. A laktozt bontd baktériumok vilagos, attetszé szEli, fekete kozepii
koloniat képeznek, mig a laktozt nem bontoak szintelenek (Holt-Harris és Teague, 1916). A
Kado-Heskett taptalaj kimondottan Erwinia fajokra szelektiv. A taptalajon piros szini
koloniakat képeznek, melynek intenzitasa fiigg a fajtol. A lagyrothadast okozo fajok szine
intenzivebb, mint az E. amylovora fajé. A reakci6idé 48 h, majd utana a kolonidk szine

egységesen narancssarga szintivé valnak (Kado és Heskett, 1970).

2.9.4 A korokozo biokémiai, fiziologiai tulajdonsagai

A baktérium fluoreszkald pigmentet nem termel, oxidativ, aerob ritkan fakultativ
anaerob (Lelliott és Dickey, 1984). Az izolatumok jellemzésére a kovetkezd biokémiai és
fiziologiai tulajdonsagok alkalmazhatok: gliikoz fermentalas (+), oxidaz jelenléte (+), katalaz
jelenléte (-), indol képzés (-), ammoniaképzés (-), nitrat redukcio (-), zselatin hidrolizis (+).
Hiperszenzitiv reakciot ad dohanylevélen. Szaporodik és nyalkat képez almaszeleteken (Hevesi,
1996). Hevesi és mtsai. (2004%) meghatiroztdk a hazai E. amylovora populacio elsd
izoldtumanak (Eal) 49 féle szénhidrat hasznositasat, melyhez API 50CH gyorstesztet
(Biomérieux, Marcy I’Etoile, France) hasznaltak. A tesztet 20-26, 66 majd pedig 166 ora
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elteltével éertékelték. Eredményeik alapjan az Eal izolatum 24 féle szénhidratot (Erythritol, D-
Arabinose, D Xylose, L Xylose, Adonitol, B-Methyl-D-Xyloside, Sorbose, Rhamnose, Dulcitol,
a-Methyl-D-Mannoside, Maltose, Lactose, Melibiose, Melezitose, Xylitol, D Turanose, D
Lyxose, D tagatose, L Fucose, D Arabitol, L Arabitol, Gluconate, 2- Keto- Gluconate, 5- Keto-
Gluconate) egyaltalan nem, mig 25 félét pedig képes volt hasznositani (Glycerol, L Arabinose,
Ribose, Galactose, Glucose, Fructose, Mannose, Inositol, Mannitol, Sorbitol, B-Methyl-D-
Glucoside, N-Acetyl-Glucosamyne, Amygdalin, Arbutin, Esculin, Salicin, Cellobiose, Sucrose,
Trehalose, Inulin, Raffinose, Starch, Glycogen, Gentiobiose, D Fucose) csak lassabban vagy

gyorsabban a reakcio id6 végére.

2.9.5 A korokozo molekularis azonositasa

Fenotipusos vizsgalatok mellett, egy egyed, faj vagy fajta genetikai ujjlenyomata, olyan
egyedi tulajdonsdgok dsszessége, melyek genotipusos megkiilonboztetést tesznek lehetévé. Ezek
segitségével, valamint a DNS konnyl szallitdsa, sokszorositdsa, konzervaladsa révén az
Osszehasonlithatd vizsgalatok leegyszerisodtek (Hajésné Novak, 1999). A marker sz6 jelolo
funkciot ellatd egységet jelent, ami a genetikaban egy tulajdonsag meglétét jelzo allél, illetve
esetenként a nem kodold régioban taldlhaté motivum. A molekularis genetikai markerek két
nagy csoportba oszthatok attdl fliggden, hogy nukleinsav, vagy egyéb (pl.: fehérje) alkotdelemet
hasznalunk fel a ndvény vagy mas organizmus jellemzésére.

Mind a human, mind a névénypatogén baktériumok azonositasat molekularis biologiai
modszerekkel, pl.: PCR-el (polimeraz lancreakcio) (Bernet és mtsai., 1989; Mullis és mtsai.,
1986) is végzik. A baktériumok esetében, valamilyen genetikai bélyeg kimutatasat célzo,
legelterjedtebb a 16S riboszémalis RNS-t (rRNS) kodold gén bazissorrendjének meghatirozasa
szekvencia analizissel. Ezt a modszert ma mar széleskorlien hasznaljak baktériumok
azonositasara és taxondmiai vizsgalatok kivitelezésére (Choi és mtsai., 1996; Clarridge, 2004).
A bakteridlis eredetli 16S rRNS gén nagyon konzervalt, kiillonbozd fajok esetében is akar 95-
96%-o0s homologiat mutathat. Tartalmaz azonban altalaban kilenc ,hipervariabilis régiot”, mely
jelentds eltéréseket mutat kiilonbozé baktérium fajok kozott, ezaltal alkalmas faj szinta
identifikaciora (Van de peer és mtsai., 1996). Baktériumok esetében egy fajhoz tartozonak

nevezziik azokat az egyedeket, melyeknek teljes DNS allomanyuk egymassal 70%-nal nagyobb
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homologiat mutat. A legtobb PCR vizsgalat soran olyan primereket alkalmaznak, melyek
rendkiviil specifikusak a vizsgalt baktériumra, vagy baktériumok egy kisebb csoportjara.

A nukleinsav alapu markerek 4ltaldban a genom egyes részeinek (fragmentumok) fizikai
méretkiilonbségei altal, vagy bizonyos szekvencidk megléte révén elvégezhetd azonositast,
illetve elkiilonitést tesznek lehetdvé. A markerek egy csoportja a genomban 1évd szekvencia
ismétlodésekre épiil, ilyenek példaul a mikro-, és miniszatellitek, amelyeknek ko6zos
tulajdonsagaik, hogy allé¢ljaik kiilonboz6 tagszamu tandem-ismétlédésekbdl allnak. Az 1-2-3-4
tagszamu tandemismétlodések 0Osszefoglaldé néven mikroszatellitnek, az ennél nagyobb
tagszamuak pedig a miniszatellitek (Kiss, 1999).

A nukleotid ismétlodésbol allo egységeket SSR-nek (short sequence repeat — rovid
szekvencia ismétlddés) (Jacob és mtsai., 1991) nevezziik. Ezek az elemek nagy polimorfizmust
mutatd részek a genomok nem kodold régidiban, kodominansan, a Mendeli torvények szerint
oroklédnek. Az SSR markerek PCR (Mullis és mtsai., 1986) technikaval, kis mennyiségli DNS
felhasznalasaval amplifikalhatoak. A 16kuszok egyedileg definidlhatdéak a genomban, a repetitiv
szekvenciakat hatarold konzervalt szakaszokra tervezett primerek révén (Weber és May, 1989).
Az SSR méret szerinti tesztek nagy eldrelépést jelentettek a baktérium fajok kozotti kiilonbségek
¢és azonossagok kimutatasaban. Geider (2005) és Barionovi és mtsai. (2006) 6sszehasonlitottak
kiilonbozé6 E. amylovora izolatumokat, melyek kiilonb6z6 helyekrdl, gazdanovényrél
szarmaztak. Schnabel és Jones (1998), Kim és Geider (1999) beszamoltak az E. amylovora
izolatumok SSR szamainak stabilitasarol, amely vitatott. Ruppitsch és mtsai. (2004) is
vizsgaltak az E. amylovora SSR egységeinek stabilitasat standard laboratoriumi és stresszes
koriilmények kozott. Az SSR adatok sokkal jobban reprodukalhatok, mint mas tipusba sorolasi
modszerek (Van Belkum és mtsai., 1998; Van Belkum, 1999). Végiil bebizonyosodott, hogy
az SSR egységek megfelelnek a genetikai marker feltételeinek. Az E. amylovora-ban
megtalalhato a pEA29 plazmid (Falkenstein és mtsai., 1988), melynek mérete megkozelitleg
28,2 kb nagysagli. Az SSR, ami jelen esetben 8 nukleotid (ATTACAGA), a pEA29 plazmid 1,1
kb hosszu Pstl fragmentjében (11. abra) 3-15 alkalommal ismétlddik a kiilonbozé E. amylovora
izolatumokban, mely eredmények alkalmasak az E. amylovora izolatumok csoportositasara

(Lecomte és mtsai., 1997; Kim és Geider, 1999).
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Pstl fragment BamHI (1)
(1,1 kb) Pstl (26719)

Pstl (23179)

Pstl (22636) Pstl (6225)

ORF 16 | ORF 5
Pst1 (20668)

PstI (9810)

11. abra: A vizsgalt Pstl fragment elhelyezkedése a pEA29 plazmidban
(McGhee és Jones, 2000)

2004-ben Ruppitsch és mtsai. altal tervezett primerekkel (pEA29A, pEA29B) a pEA29
plazmid Pstl fragmentuma PCR technikaval felszaporithato és értékelhet6 a fragmentum hossz
polimorfizmus alapjan. Ezek alapjan teljes biztonsaggal elkiilonithetéek az egyes izolatumok
(Ruppitsch és mtsai., 2004).

Keck és mtsai. (1997, 2002) osztrak-magyar kooperacio keretén beliil tobb osztrak és

magyarorszagi E. amylovora izolatum genetikai Osszehasonlitasat végezték el. Az E.
amylovora-ra jellemzé pEA29 plazmid Pstl fragmentjének ATTACAGA ismétlodo
szekvencidja kopiaszamanak analizise azt mutatta, hogy az osztrak izolatumok dominans
voltak bonthatdk, ahol ez a szekvencia 4, 5, 6, 7, 9-szer ismétlodott és az izolatumok dominans
populacidja (75%) a 4-szer ismétlédé szekvencia csoportba tartozott. Ez a genetikai
kiilonbozdség ramutatott arra, hogy az osztrdk €s magyar izolatumok eredete feltételezhetéen

nem azonos.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1 A vizsgalat helye és ideje

Az Erwinia amylovora Eal torzsét a betegség elsé magyarorszagi észleléskor Hevesi
Maria izolalta Nyarlérincen almafa rakos elhalasarol (Hevesi, 1996). 1996 6ta szamos E.
amylovora izolatum megtalalhatdé a Budapesti Corvinus Egyetem Génbankjaban, melyek
kiilonb6zo évekbol, kiilonbozo foldrajzi helyekrdl és gazdandvényekrdl szarmaznak, melyekbdl
22 izolatumot a kisérletekbe vontunk.

Az ervinids tlineteket mutatd novényi részeket Magyarorszag kiillonbozd teriileteirdl,
Erdélybol és a Vajdasagbol gytjtottik be 2007 és 2011 kozott, melyek iiltetvényekbdl,
koztertiletrdl és maganhazak kornyékérdl szarmaztak. A korokozok azonositasat morfologiai,
biokémiai, fizioldgiai és molekularis jellegeik alapjan és a patogenitési teszteket, bakteriofag
érzékenységi- ¢és virulencia vizsgalatokat a Budapesti Corvinus Egyetem Gylimolcstermd
Novények és a Novénykortani Tanszékek laboratoriumaiban végeztiik el.

A szilvardl, mint 0j gazdandvényrdl izolalt E. amylovora izolatum molekularis
azonositasdhoz a 16S rRNS-t kodold gén bazissorrendjének meghatdrozasat és az Osszes E.
amylovora izolatumok genetikai jellemzéséhez, pEA29-es plazmid Pstl fragmentjének

nukleinsav szekvenciajat Szegeden a BayGen-nél hataroztattuk meg.

3.2 A vizsgalat anyaga

3.2.1 Izolatumok

Osszesen 31 izolatumot vizsgaltunk termesztett és vadonélé gyiimdlcsokrél és
disznovényekrdl (1. tablazat). Az izolatumok tobbsége Magyarorszagrol, mig néhany izolatum
kilfoldrél (Ausztria, USA, Ukrajna, Roménia, Szerbia) szarmazik. A hazi kertekbdl,
tltetvényekbol, kozteriiletrdl szarmazoé izolatumok esetében a gazdandvény fajtajat legtobbszor

nem sikeriilt meghatarozni.
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1. tablazat: Erwinia amylovora (Ea) izolatumok szarmazasanak adatai

I1zolatumok Gazdanovény Gyiijtés Izolalas Izolalta
jelolése helyszine éve
Eal Malus domestica Nyarl6érine 1996 Hevesi Maria
Eab Malus domestica Sarkad 1997 Hevesi Maria
Eal0 Pyrus communis Sarkad 1997 Hevesi Maria
Eal2 Cotoneaster horizontalis Sarkad 1997 Hevesi Maria
Eal5 Cotoneaster dammeri Békéscsaba 1997 Hevesi Maria
Eal6 Cotoneaster salicifolius Pécs 1997 Hevesi Maria
Eal9 Cydonia oblonga Pomaz 1997 Hevesi Maria
Ea22 Crataegus sp. Pécs 1998 Hevesi Maria
Ea26 Pyrus communis Zala 1998 Hevesi Maria
Ea29 Cotoneaster sp. Budapest 1998 Hevesi Maria
Ea3l Pyracantha sp. Budapest 1998 Hevesi Maria
Ea50 Pyrus x communis Zala 1999 Hevesi Maria
’Dr. Guyot Gyula’
Ea60 Malus domestica Erd 2000 Hevesi Méria
Ea67 Malus domestica Monostorpalyi 2000 Hevesi Maria
Ea70 Cydonia oblonga Monostorpalyi 2000 Hevesi Maria
Ea80 Pyrus communis Zala 2001 Hevesi Maria
Ea88 Malus x domestica *Idared’ Ujfehértd 2002 Hevesi Maria
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1. tablazat folytatasa

Izolatumok Gazdanovény Gyiijtés Izolalas Izolalta
jelolése helyszine éve
Ea95s Cydonia oblonga Raékoskert 2003 Hevesi Maria
Ea47 Malus x domestica USA, Michigan 1999 Hevesi Maria
’Idared’
Ea%6 Cydonia oblonga Ukrajna, Ungvar 2003 Hevesi Maria
Ea329/98 Malus domestica Ausztria, 1998 Hevesi Maria
Vorarlberg
Eaml Malus domestica Romania, 2009 Végh Anita
Székelyudvarhely
Eam2 Malus x adstringens Budapest 2010 Végh Anita
"Helen’
Eam4 Crataegus sp. Vecsés 2010 Végh Anita
Eamb Crataegus sp. Budapest 2010 Végh Anita
Eamé Crataegus sp. Debrecen 2010 Végh Anita
Eam7 Prunus sp. Budaors 2011 Végh Anita
Eam8 Cydonia oblonga Budapest 2011 Végh Anita
Eam9 Cydonia oblonga Szerbia 2011 Végh Anita
Eam10 Pyrus communis Szerbia 2011 Végh Anita
Ea- Prunus x domestica Budaérs 2011 Végh Anita
PlumBol D *Agen’

3.2.2 Bakteriofagok

Az E. amylovora izolatumok bakteriofag érzékenységének vizsgalatdhoz 4 kiilonb6zo

fagot hasznaltunk (2. tablazat), melyek az MTA Novényvédelmi Kutatdintézetének

gyljteményébdl szarmaztak.
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2. tablazat: Bakteriofagok szarmazasanak adatai (Schwarczinger 1. kozlése alapjan)

Fagok jelolése Gazdanovény Gyiijtés helyszine Izolalas éve
H4B Cydonia oblonga Békéscsaba 2006
H5A Cydonia oblonga Békéscsaba 2006

H8 Malus domestica Siofok 2007

3.2.3 Taptalajok

A korokozok izolalasahoz, tenyésztéséhez és fenntartasahoz King-B agar (20 g pepton,
10 g glycerol, 1,5 g K;HPO,4, 1,5 g MgSO4 X 7 H,0, 15 g agar, 1 1 végtérfogatban; pH: 7,2)
taptalajt hasznaltunk. Az izolatumokat a tovabbi vizsgalatokhoz -20 °C -on lefagyasztva
glicerinben taroltuk. Meg6rzésiik, fenntartdsuk pedig -70 °C-on fagyasztd csében torténik. A
kozeg Osszetétele: 3 g Beaf extract, 5 g pepton, 20 g glycerol, 1 liter desztillalt vizben oldva.

A tenyészbélyegek meghatarozashoz King-B taptalajt, EMB (10 g zselatin, 5 g laktoz, 5
g szachar6z, 2 g K;HPOy, 0,4 g eosin Y, 0,065 g metilénkék, 13,5 g agar 1 1 desztillalt vizben
oldva; pH: 7,2), Crosse-Goodman taptalaj (160 g szachardz, 12 g nutrient agar (BBL), 0,8 ml
kristaly viola (0,1% -0s oldata abszolut alkoholban) és 20 ml 0,1% -0s cikloheximid 380 ml
desztilllalt vizben oldva), Miller-Schroth (800 ml desztillalt vizben, 20 g agar; 0,1 ml tergitol, 10
ml nitrilo-triecetsav, 46%-os KOH oldatban oldva, 9 ml bromtimolkék, 2,5 ml neutralvoros, 1
ml 5N NaOH, 1,7 ml thallium-nitrat, 50 ml 14mM kobalt-klorid (0,83 g/250 ml vizben), 10 g
mannitol, 0,5 g nikotinsav, 3 g L-aszparagin, 2g, 0,2 g MgSO,4 X H,0, 2,5 g natrium-taurokolat,
1 liter desztillalt vizre vonatkoztatva, pH: 7,3) és Kado-Heskett (8 g agar, 8 g kazein hidrolizat,
0,0358 g MgSOQ., 2 g K;HPO,, 10 g szachardz, 4 g élesztOkivonat) taptalajt hasznaltunk, ahol az
inkubacios hdmérseklet 26 °C volt.

A bakteriofagok fenntartasa SM taptalajban (20 ml 5 M NaCl, 8,5 ml 1 M MgSO,, 50 ml
1 M Tris-HCI (pH: 7,5), 10 ml 1%-os gelatin, 1 liter desztillalt vizben), s6tétben 4 °C-on tortént.
Megorzésiik -70 °C-on fagyasztd csében DMSO-ban, valamint 4 °C-on hiitdszekrényben is
hoénapokig tarolhato.

A transzformalds soran steril 2TY (4 g tripton, 2,5 g yeast extract, 1,25 g NaCl, 250 ml
végtérfogatban) és steril ampicillines folyékony LB taptalajt (2,5 g tripton, 1,25 g yeast extract,
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2,5 g NaCl 250 ml végtérfogatban + 500 pl 50 mg/ml ampicillin), szilard taptalajhoz 3,75 g
agart hasznalunk 250 ml végtérfogahoz. A Mini preparatum készitéséhez steril ampicillines LB

szilard és folyékony téptalajt hasznaltunk.

3.2.4 Kortefajtak

Az izolatumok virulencidjanak vizsgalatahoz az éretlen kortegyliimdlcsoket a Poloskei
Fajtakisérleti Allomasarol szereztiik be. A kisérletben hét aru- és torténelmi kortefajtat

vizsgaltunk (3. tablazat).

3. tablazat: Vizsgalt kortefajtak irodalmi adatai (Mohacsy és Porpaczy, 1958; Tomcsanyi,
1979; Gondorné, 2000)

Kortefajtak Szarmazas Betakaritas Fajtak tiizelhalas
ideje fogékonysaga irodalmi
adatok alapjan
Téli esperes | Belgium oktober kézepe | Nincs adat
(1823)
Drouard Franciaorszag | szeptember Nincs adat
elnok (1869) vége-  oktober
eleje
Serres Olivér | Franciaorszag | oktdber eleje Erdsen fogékony
(1851) (Gondorné, 2000)
Alexander Franciaorszag | szeptember Kissé fogékony
Lucas (1871) vége- oktober | (Gondorné, 2000) vagy
eleje fogékony (Petzold, 1984)
Stossel oktober eleje Nincs adat
tabornok
Diel vajkorte | Belgium szeptember Fogékony
(1805) kozepe, (Gondorné, 2000)
szeptember
vége
Eldorado USA (1925) szeptember Fogékony (Lombard és
kozepe, mtsai., 1980) vagy kissé
szeptember fogékony (Thibault és Le
vége Lezec, 1990) vagy
rezisztens (Bellini és Nin,
1997)
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3.2.5 Novények, termések

Patogenitasi tesztekhez

Az izolatumok patogenitasanak teszteléséhez éretlen kortegylimolesoket (Eldorado’
fajta), mig a szilvardl (Ea-PlumBol) szarmazé izolatum esetében éretlen szilva gyiimolcsoket

(d’ Agen fajta) és fiatal szilvahajtasokat (Besztercei fajta) hasznaltunk.

Hiperszenzitiv reakciohoz

Az izolatumok hiperszenzitiv reakcidjanak vizsgélatahoz egészséges dohanynovényt

(Nicotiana tabacum L. cv. xanthi) hasznaltunk (Klement, 1963).

3.2.6 Plazmid és baktériumtorzs klonozashoz

A tisztitott PCR-termékeket a Promega 3015 bazispar hossziusagh pGEM-T Easy
plazmidjaba ligaltuk (12. abra). A PCR-termékek klonozasahoz az Escherichia coli baktérium
DH 5-a torzsét hasznaltuk

o
Promega

II.C. pGEM®-T Easy Vector Map and Sequence Reference Points

Xmnl 2009 _—

—
174
Scal 1890 Nael 2707 / Apal 131 start
\ Aatll | 20
f1ori Sphl 26
/ Bstzl | 31
&= Ncol 37

f Y », Bstzl | 43
]
l pGEM>-TEasy  facZ | S | %
, Vector I EcoRl | 52
., (3015bp) [
\ 3 i Spel | 64
! EcoRl 70
\ Notl 77
Bstzl | 77
\ o |Pst 1)
ori \ o [Sall 90
\ |Ndel | 97
Sacl 109
\ |BstxI 118 %
\INsit [ 127 @
1 141 £
| ! sps 5

12. abra: A pGEM-T Easy Vektor felépitése
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3.2.7 Primerek

A molekularis vizsgalatok soran baktériumokra specifikus primereket (Osborn és mtsai,
2000) hasznaltuk a PCR reakciokban, amelyek a 16S rRNS-t kodoldo gén bazissorrendjét
hatarozzak meg. A moddszert ma mar széleskoriien hasznaljak baktériumok identifikalasara és
taxonomiai vizsgalatok kivitelezésére (Choi és mtsai., 1996; Clarridge, 2004), amely alkalmas
faj szintl identifikaciora (Van de peer és mtsai., 1996).

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

Az E. amylovora faj pEA 29 plazmidjara specifikus primereket is hasznaltunk, mely
alkalmas a faj azonositasara, valamint a primerek segitségével kiemeltiik a plazmidbol az 1,1 kb
hosszt fragmentumot. Ebben a szakaszban taldlhaté egy 8 nukleotidbol (ATTACAGA) allo
ismétlodo régio (SSR), mely szama alapjan a fajon beliili kiillonbségek, eltérések mutathatoak ki
(Ruppitsch és mtsai., 2004).

PEA29A (reverse) 5’-CGG TTT TAA CGC TGG G-3’
PEA29B (forward) 5’-GGG CAA ATA CTC GGA TT-3’

3.2.8 Enzimek

A PCR-hez: Tag DNS polimeraz enzim (rekombinans) (5u/ul); puffere: 10x-es Taq
puffer + KCI — MgCl,, pH: 8,8 25 °C -on. A ligalashoz: T4 DNS ligaz enzim (5u/pl); puffere:
10x-es T4 DNS ligaz puffer pH: 7,8 25 °C-on. A plazmidot tartalmaz6 baktérium koloniak kék-
fehér szin szelekcidjahoz IPTG-t és Xgal-t hasznaltunk. Az inzertet a plazmidbol ECORI (10u/pl)
restrikcios endonukleazzal vagtuk ki. Az enzim puffere: 10x-es EcoRI puffer pH: 7,5 37 °C-on.

A T4 DNS ligaz enzimet a Promega cégtdl, mig a tobbi enzimet a Fermentas cégtdl vasaroltuk.

3.2.9 Kitek

A korokozo biokémiai tulajdonsagainak vizsgélata soran a Biomérieux (Marcy 1’Etoile,

France) altal gyartott API20E és APISOCH gyorsteszteket hasznaltuk. A PCR-termék tisztitasat
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High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)-tel végeztiik. A szekvenalashoz Quantum Prep
Plasmid Miniprep Kit-tel (Bio-Rad) tisztitottuk a rekombinans plazmidokat.

3.2.10 Eszkozok

Az éltalanos laboratoriumi fém-, mianyag- és iivegeszkozok mellett a klasszikus
diagnosztikai vizsgalatainkhoz az alabbi eszkozt hasznaltuk: Leica MZ6 sztereomikroszkoppal
vizsgalatuk az izolatumok kolonidit.

A molekularis biologiai vizsgalatokhoz Applied Biosystem 9700 tipusi PCR-késziileket

hasznaltunk.

3.3 A vizsgilat médszere

3.3.1 A betegség tiineteinek megallapitasa

A tlizelhalasra jellemz6 tiineteket a kiilonboz6 gytimolesfajtak (Malus sp., Pyrus sp.,
Cydonia sp., Prunus sp., Crataegus sp.) hajtasain figyeltik meg. A fiatal hajtasokon
pasztorbotszerli gorbiilet volt megfigyelhetd. A hajtdsok ¢és a levelek megbarnultak,
megfeketedtek, elhaltak. A fert6zott hajtasokat zacskoba gytjtottik és a vizsgalatokig a
korokozd szamara kedvezd kornyezeti feltételek mellett tartottuk (paras, meleg). A vizsgalatokat

1-2 napon beliil elvégeztiik.

3.3.2 A korokozo izolalasa taptalajon

A fertézott hajtasokat alkohollal fertdtlenitettiik, majd steril koriilmények kozott a
hajtasrol, az egészséges ¢és az elhalt novényi rész hatdrardl mintét vettiink. A ndvényi szovetet
steril desztilldlt vizzel homogenizaltuk, majd az elegyet steril King-B agar taptalajon
sz¢lesztettiik, és a Petri-csészeéket 26 °C-on inkubaltuk 1-2 napon at. A kiilonalld kolonidkat
leoltottunk steril tdptalajra, majd tiszta tenyé€szetet allitottunk el¢ (13. abra) és 26 °C-on
inkubdltuk és ezutan a lemezeket 4 °C-on hiitében taroltuk.

A Génbankbol szarmazo liofilizalt izolatumokat steril desztillalt vizzel homogenizaltunk
és a baktériumszuszpenzidt Petri-csészékben taptalajra szélesztettiik 26 °C-on, majd 2 nap

elteltével atoltottuk.
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13. abra: Ea-PlumBol izolatum 24 dras tenyészete
(Foté: Végh, 2011)

o

3.3.3 Baktérium szuszpenzio eléallitasa

A hiperszenzitiv reakciokhoz, a patogenitasi tesztekhez, a biokémiai vizsgalatokhoz, a
bakteriofag érzékenység megallapitashoz és a kortefajtak fert6zéséhez sziikséges baktérium
szuszpenziot a korokozd 1 napos (26 °C) tenyészetébdl nyertiik. A spektrofotométert a
vizsgalatok eldtt desztillalt vizzel kalibraltuk. A 24 Oras, friss, tiszta tenyészetbdl szarmazéd

baktérium szuszpenziot a spektrofotométerrel 5x10’ sejt/ml toménységtire allitottuk be.

3.3.4 A Kkorokozo azonositasa klasszikus modszerekkel

A sajat 1zolatumok esetében fontosnak tartottuk a korokozé alapvetd tulajdonségainak a
meghatarozasat, amely biztositja a szelektiv izolalast, tovabba azonosithatjuk, hogy a korokozo

az Enterobacteriaceae csaladba tartozik.

3.3.4.1 Gram-féle tulajdonsag vizsgalata

Az izolatumok 24 O6rés, friss, tiszta tenyészetébdl a Petri-csészérdl steril fogpiszkalod
segitségével egy-két koloniat vesziink, €s steril targylemezre helyezziik. Majd hozzaadjuk a 3%
-os kalium-hidroxidot és homogenizaljuk. Gram-negativ a koérokozo abban az esetben, ha a
kalium-hidroxid oldotta a sejtfalat (az elegy, nyulés allagh), mig a Gram-pozitiv esetében nem

oldja a korokozo sejtfalat (az elegy vizes hatast).
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3.3.4.2 Hiperszenzitiv reakcio

A baktériumszuszpenziot (5x10” sejt/ml) a dohanylevél (Nicotiana tabacum L. cv.
xanthi) szovetébe juttattuk injekcios tiivel. Majd 24-48 ora elteltével figyeltiik a hiperszenzitiv

reakci6 kialakulasat, azaz a gyors szoveti nekrozist.

3.3.4.3 Patogenitasi teszt

A frissen izolalt E. amylovora izolatumok patogenitasi tesztjének elvégzése kiillonb6zo
tesztnovényeken szintén nélkiilozhetetlen modszer a korokozé baktérium meghatarozasdhoz
(Agrios, 1997). A betegségek mikrobialis eredetére vonatkozoan teljesiilniiik kell a Koch-féle
posztulatumoknak (Koch, 1876), melyek a kovetkezdek:

1. A korokozo minden beteg n6vénybdl kimutathatd

2. A korokozo izolalva mesterségesen tenyészthetd (nem obligat parazita esetében) vagy

obligat parazita esetén, fogékony gazdandvényen (tiszta tenyészet).

3. Az eredeti, de egészséges gazdanOvény inokulalva a korokozo a tiszta tenyészetébol

azonos tiineteket hoz 1étre, mint a megfigyelt eredeti ndvényen.

4. A korokozo kimutathatd ezekbdl az inokulalt névényekbdl és ismét tiszta tenyészetbe
hozva ugyanazok a tenyészbélyegek figyelhetéek meg, mint a 2. Iépésben nem obligat parazita
esetén.

A patogenitasi teszteket izolatumonként 3-6-szor ismételtik. Az Osszes izolatum
esetében korteterméseket, mig a szilvarol szarmazé izolatum esetében szilva gyiimolcsoket és
hajtasokat is inokulaltunk. A patogenitas vizsgalatban hasznalt tesztnovények feliiletét
alkohollal fert6tlenitettiik.

A gyenge, fiatal, friss szilvahajtasok fert6zéskor 20-25 cm hosszusaguak voltak, melyek
nem fasodtak. Hat hajtast inokulaltunk, a baktérium szuszpenziét (5x107 sejt/ml) a hajtas
csucsatol szamolt 2. teljesen kifejlodott levél honaljaba juttattuk be injekcios tiivel. Ezutan paras
kortilmények kozott (80-90% relativ paratartalom) folia alatt a laboratéoriumban 25-27 °C-on
taroltuk, igy biztositva a kedvez6 koriilményeket a betegség kialakuldsdhoz. A kontroll novényt
desztillalt vizbe martott steril tiivel szurtuk meg és azonos koriilmények kozott, elkiilonitve

tartottuk.
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A gyiimélcsok (CEldorado’ kortefajta, d *Agen szilvafajta) fertdzése steril koriilmények
kozott tortént. A tesztelésnél a természetes fert6z6dés mechanizmusat szarassal imitdltuk. A
termést 3-6 helyen szartuk meg baktérium szuszpenzioba (5x107 sejt/ml) martott landzsatiivel. A
kontrollt steril desztillalt vizbe martott tlivel kezeltiik. A fertézott gyiimolesoket 25-27 °C-on
inkubaltuk, 70-80%-o0s paratartalmat biztositva.

A patogenitasi teszt értékelése a gyiimolcsokon 5 nap, mig a hajtas esetében 10-14 nap
elteltével tortént. Az eredményekre a fertdzést kovetden a gylimolesokon, hajtdsokon kialakult
E. amylovora-ra jellemz6 tiinetekb6l (van der Zwet és Keil, 1979) kovetkeztettink (a
hajtasokon a barnas-feketés hajtas elhalas és pasztorbotszerii gorbiiletbdl, mig a gyilimdlcsok

esetében a vizenyds, barnulo foltokbodl kdvetkeztettiink).

3.3.5 A tenyészbélyegek megallapitasa és értékelése

A sajat novénybdl izolalt és a Génbankbodl szarmaz6 E. amylovora izolatumok tiszta
tenyészetét altalanos és szelektiv taptalajokra szélesztettiik. A Petri-csészéket termosztatba
helyeztiik és a korokozo szamara kedvezd kornyezeti tényez6k mellett taroltuk (26 °C-on). A
baktériumok tenyészbélyegeit a kolonia tipusai alapjan lehet megkiilonbdztetni, csoportokba
sorolni (Mazzucchi, 1977). 24-48 h elteltével a taptalajokon kifejlédott koloniakat mikroszkop
alatt megfigyeltiik €s jellemeztiik. A kolonidkat megkiilonbdztethetjiik a telepek allaga, alakja,
felszine, széle és szine alapjan, mely modszert mindenki altalanosan alkalmazza (Puskas, 1986;

Klement és mtsai., 1990).

3.3.6 Biokémiai tulajdonsagok vizsgalata és értékelése

A sajat novénybdl izolalt E. amylovora izolatumok biokémiai vizsgalatdhoz API 20E és
APl 50CH (Biomérieux, Marcy I’Etoile, France), mig a Génbankbol szarmazo6 izolatumok
biokémiai tulajdonsagainak jellemzéséhez csak API SOCH tesztcsikokat hasznaltunk. Az API
20E a baktériumfajok meghatarozasara, az APl 50CH a baktériumok biokémiai jellemzésére
szolgal.

Az API20E és az APISOCH kitek esetében a gyartd utasitdsait (Biomérieux, Marcy
I’Etoile, France) végeztik el. Az 0sszes izolatum esetében a kitek mintahelyeinek

megtoltéséhez, a kitekhez tartozéd specialis taptalajokhoz 5x10” sejt/ml toménységii baktérium
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szuszpenziot hasznaltunk. Mindkét gyorstesztet 36 °C-on inkubaltuk és 24-48 h elteltével
értékeltiik.

Az API20E kit értékelése soran az eredményeket a gyarto altal rendelkezésiinkre bocsatott

pozitiv és negativ minta-tesztcsikok alapjan értékeltiik (14. abra).

pozitiv teszt

negativ teszt

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

Az APISOCH kit modszer szinvaltozas megfigyelésén alapszik: ha az adott baktérium
hasznositja az adott szénhidratot, akkor az eredeti piros szinli oldat sargara valtozik, mig a
zselatinbontas esetében pozitiv teszt soran elfolyositja a zselatint és fekete szinreakcid 1ép fel. 24

¢és 48 ora elteltével értékeltiik a bekovetkezd szinvaltozasokat.

3.3.7 Bakteriofag érzékenység vizsgalat- Felcseppentéses modszer

Az 6sszes E. amylovora izolatum bakteriofag érzékenységének vizualis meghatarozasara
a dupla agarlemez modszert (Adams, 1959) hasznaltuk. Petri-csészékbe 10 ml King-B agart
ontottiink. Az izolatumok 24 oras tenyészetébdl desztillalt vizzel szuszpenziot készitettiink,
melyeket spektrofotométerrel (560 nm-en) 10’ sejt/ml toménységiire allitottunk be. Ezutan a
felmelegitett (45 °C) 1%-0s King-B agarhoz hozzéakevertiik a baktérium szuszpenziot 3:1
aranyban. Az igy kapott lagy agart a szilard agar tetejére Ontottiik. A felsd agarréteg
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megdermedése utan a taptalajok feliiletére cseppentettiik a tesztre kivalasztott fagokat (10 ul,

10° PFU/mI). A Petri-csészéket 26 °C-on 24 6ran at inkubaltuk (15. abra).

15. abra: Ea 15 izolatum bakteriofag érzékenysége dupla agarlemez modszerrel
(Foté: Végh, 2011)

3.3.8 Bakteriofagok titerértékének meghatarozasa

A kiilsnbdz6 helyrdl, évbél és gazdandvényrdl szarmazo fagok titerértéke 10™° PFU/mI
volt, melyet a kovetkezOképpen ellendriztiink: A Petri-csészékbe dupla agarlemez modszerrel 10
ml King-B taptalajra 4 ml fedoréteget Ontiink, mely tartalmazza a 24 oOras, friss baktérium

szuszpenziot (E. amylovora Eal/79-es torzs), valamint az adott fag lizatum kiilonboz6 higitasait
(16. abra).
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16. abra: Fag ’stock’ higitasa (Klement és mtsai., 1990)

3.3.9 Plakkmorfologia

Az izolatumok bakteriofag érzékenység vizsgalatanak kiértékelése vizualisan, a
baktérium tenyészeteken a bakteriofagok altal okozott plakkok morfologidja alapjan tortént.

Harom csoportot kiilonitettiink el, melyeket ‘a’-‘c’ betlijelzésekkel lattunk el:

a-  Tiszta plakk
b-  Homalyos plakk

c-  Nincs semmilyen lathat6 elvaltozas, nincs plakk.
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Példa az egyes tipusokra (17. abra):

17. abra: Plakkmorfoldgia (plakktipusok: a-tiszta plakk; b-homalyos plakk; c-nincs plakk)
(Foté: Végh, 2011)

3.3.10 Eretlen kortegyiimolcsok inokulldsa

A vizsgalati mddszereket részben a kiilfoldi (van der Zwet és Keil, 1979) és részben a
hazai (Hevesi és mtsai., 2000) rezisztenciakutatisban alkalmazottak kozil vettik at. A
gytimolcsoket a fertézés eldtt alkoholos vattaval lemosva fert6tlenitettiik. Az inokuladlashoz az
izolatumok 24 6ras tiszta tenyészetb8l 5x107 sejt/ml toménységli szuszpenziot készitettiink. Az
éretlen gylimolcsok tesztelésekor laboratdriumi koriilmények kozott imitaltuk a természetben
eléforduld kiilsé sériiléseken at torténd fertdzodést. Fajtanként atlagosan 5 darab (5-6 cm
atmérdjll) gyiimolesot vizsgaltunk. A baktérium szuszpenzidba martott bonctlivel a
gyumolcsoket 6 szarassal fertéztikk meg, kontrollként pedig steril desztillalt vizet hasznaltunk. A
gyuimolcsoket nedves szirépapirral bélelt polietilén zacskoba helyeztik el. A fertézott
gylimolesok inkubdldsa 26 °C-on tortént. A kortefajtdk fogékonysagara a folyamatosan
novekedd, vizenyds foltokbol, mig rezisztencidjara a hatarozott szElli, szaraz, besiippedd
foltokbol kovetkeztethettiink, figyelembe véve a foltok atmérdjét is (Hevesi és mtsai., 2004b). A
betegség kialakulasat folyamatosan figyeltiik és a tiineteket 4-5 nap elteltével értékeltiik. A
gyiimolcsoket 5 fertézési fokozatba (fert6zési index, Horsfall és Barratt, 1945) soroltuk a
fertézott folt atmérdje (mm) szerint: O-tlinetmentes gyiimdlces, 1-kissé fogékony (0-5 mm), 2-
kozepesen fogékony (6-10 mm), 3-fogékony (11-20 mm), 4-er6sen fogékony (21-30 mm vagy
30mm-nél nagyobb) (18. abra).
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Kontroll 0 1 2 3 4
18. abra: Fert0zési skala (Foto: Végh, 2010)

(balrdl jobbra, kontrol, O-tiinetmentes, 1-kissé fogékony,

2-kbzepesen fogékony, 3-fogékony, 4-erésen fogékony)

3.3.11 A korokozo azonositasa molekularis modszerekkel

A molekularis vizsgalatok kozil a baktériumok identifikdldsdra és taxonomiai
vizsgalatok kivitelezésére a legelterjedtebb modszer a 16S rRNS-t kodold gén bazissorrendjének
meghatarozasa szekvencia analizissel. Magyarorszagon az E. amylovora megjelenése szilvan
meghatarozo jelent6ségli, 1j eredmény, ezért fontosnak tartottuk ennek az izolatumnak az
azonositasat és a szekvencia meghatarozasat a 16S rRNS gén vizsgalattal.

Mig a tobbi sajat izolatum és a Génbankbol szdrmazo izolatumok esetében a pEA29
plazmid molekularis vizsgélatat végeztiik el, mely a nukleotid ismétlddésekbdl allo régiok
szamat hatdrozza meg. Az SSR méret szerinti tesztek segitenek a baktérium fajon beliili

kiilonbségek ¢és azonossagok kimutatasaban.

3.3.11.1 A 16S rRNS gén molekularis vizsgalata

PCR paraméterei

A PCR-hez hasznélt indit6 szekvenciak:
1389r (reverse)
63f (forward)
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A PCR elegy Gsszetétele 50 ul végtérfogatra:

2 ul baktérium szuszpenzié (5x10° sejt/ml)
35,5 wl steril H,O

1 wl primer 63f (20 pmol/ul)

1 pl primer 1389r (20 pmol/ul)

3 ul MgCl; (25 mM)

5 ul 10x Taq puffer (+ KCI — MgCl,)

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

2 ul 5 mM dNTPs

A reakci6 paraméterei:

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

2. 94 °C-on 15 masodperc denaturalas (a két komplementer DNS szal szétvalasa)
3. 55 °C-on 0,5 perc anellalés (a primerként szolgalo oligonukleotid kapcsolddasa)
4.72 °C-on 1,5 perc elongacid (lanchosszabbités)

5. 94 °C-on 0,5 perc denaturalas

A reakcid (2.-4.) 35 cikluson at ismétlodik, majd egy zar6 szintézis kovetkezik 72 °C-on 10
percig.

Gélelektroforézis

A PCR terméket GelRed-del (Biotium) festett 1%-os agardz gélben, vizszintes mini
elektroforézis késziilékben valasztottuk el, 140 V-tal, TBE pufferben [1x TBE (12,11 g Tris,
5,135 g borsav, 0,372 g EDTA 1000 ml desztillalt vizben)]. A nukleinsav frakciokat ates6

|tTM

ultraibolya fényben (254 nm) értékeltiik és fényképeztiik (UVP, BioDoc- System).

A PCR-termék tisztitisa

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

utasitasait kovetve tisztitottuk meg.
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Ligalas
A tisztitott PCR-terméket pGEM-T Easy vektorba ligaltuk, melyet kifejezetten PCR-
termékekhez fejlesztettek ki.
A ligdlashoz a kovetkezoket mértiik 6ssze 10 pl végtérfogatra:
5 wl steril H,O
1 ul plazmid (pGEM-T Easy)
1 ul puffer (T4 DNS ligaz 10x-es puffere)
1 pl enzim (T4 DNS ligdz enzim, 5 u/pl)
2 ul inzert (tisztitott PCR-termék)

Ezt 6 6ran 4t szobahOmérsékleten ligaltuk.

Transzformadlas E. coli DH 5a torzsébe

A -70 °C-on tarolt kompetens sejtet jégen kiolvasztottuk, a ligdtumot szintén jégre tettiik.
A mar felolvadt kompetens sejtet hozzamértiik a ligaitumhoz, 30 percig hagytuk jégen allni,
majd egy percig 42 °C-on tartottuk, hogy kinyiljanak az E. coli baktérium porusai és a plazmid
bejuthasson. Ezutan azonnal jégre tettiik és Gt percig jégen tartottuk. Ezt kovetden hozzamértiink
500 pl antibiotikum-mentes 2TY folyékony taptalajt, és ezzel 6sszeforgattuk. Egy 6ran at 37 °C-
on razattuk. Ezalatt ampicillin tartalm LB szilard taptalajra 10 pl IPTG-t és 40 pl X-Gal-t
(Fermentas) szélesztettiink, és megvartuk, mig megszarad. A razatas utan az elOkészitett
taptalajra 100 pl, ill. 50 pl-t kikentiink a mar felszaporodott baktérium tenyészetbdl. Szaradas

utan a lemezeket egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk.

Miniprepardtum készitése

Hat egyedi fehér koloniabol 2-2 ml folyadékkultiraba (ampicillines LB) inokulaltunk, és
37 °C-on ¢jszaka razattuk. A baktériumkultirat 3 percig centrifugéltuk. A feliiluszot ledntottiik,
¢s a pellethez hozzaadtunk 200 pl ,,A” oldatot (15 mM TRIS HCI pH: 8, 10 mM EDTA, 50 mM
gliik6z), Vortex segitségével 0sszekevertiik, majd 6t percig szobahdmérsekleten allni hagytuk.
Aztdn hozzamértiink 400 pl ,,.B” oldatot (0,2 M NaOH, 1% SDS), dsszeforgattuk, majd 300 pl
,C” oldatot (60 ml 5 M Na-acetat, 11,5 ml ecetsav, 28,5 ml steril H,O) és ezzel is
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Osszeforgattuk, ot percre jégre helyeztiik, azutan 6t percig szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A
feltiluszot 1) Eppendorf csébe toltottiik, igy ot percig centrifugaltuk, majd a feliiluszot ismét 0j
Eppendorf csébe toltottiik, és hozzaadtunk 600 pl izopropanolt, ezzel Osszeforgattuk, és ot
percig centrifugaltuk szobahdémérsékleten. Elontottiik a feliiluszot, lecsopogtettiik, és a pellethez
hozzaadtunk 200 ul ,,D” oldatot (0,1 M Na-acetat pH: 7, 0,05 M TRIS HCI pH: 8), ezt hagytuk
szobahOmérsékleten allni 10 percig, majd Vortex segitségével kevertiik, végiil 400 ul etanollal
Ot percig centrifugaltuk, a feliiliszot elontottiik, és a pelletet beszaritottuk 30 perc alatt. Utolso
1épésként a pelletet visszaoldottuk 100 ul RNase TE-ben (1 ml 10x TE, 9 ml steril H,O, 10 ul
RNase (10 mg/ml)) (Maniatis és mtsai., 1989).

Az inzert ellendrzése
A Minipreparatum modszerrel tisztitott rekombindns klonok plazmidjaibol EcoRI
enzimmel ellendriztiik a PCR-termék beépiilését. Az ECORI enzim jol hasznalhato erre a célra,
hiszen a beépiilés helye mellett mindkét oldalon megtalalhat6 ez a specifikus hasitohely.
A hasitashoz az alabbiakat mértiik 6ssze, egyenként 10 pl végtérfogatra:
2 ul plazmid (0,5 pg)
1 ul 10x EcoRI puffer
0,2 pl EcoRI enzim (10 u/ul)
6,8 ul H,O

Az Eppendorf csoveket 1 6ran 4t 37 °C-on inkubaltuk.
A mintdkat 1% agar6z gélben elektroforetizaltuk, és ellendriztiik, a megfeleld hossziisagu inzert

kivagodasat.

Plazmid tisztitas szekvendldashoz

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

gyarto utasitdsai szerint tisztitottuk.
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A nukleinsav szekvencia meghatdrozdsa és analizise

Szekvencia meghatarozasra a tisztitott rekombinans plazmidot M13 reverse ¢és M13
forward primerekkel szekvenaltattuk Szegeden, a BayGen Novénygenomikai, Humén
Biotechnologiai és Bioenergiai Intézetben, ahol a szekvencia meghatarozast végezték.

A szekvenciak Osszehasonlitdsahoz az NCBI (National Center for Biotechnology
Information) adatbazist hasznaltuk fel. A filogenetikai torzsfa elkészitéséhez és a szekvenciak
Osszehasonlitdsdhoz a CLC SEQUENCE Viewer 6.5.1. szekvencia analizalé programcsomagot
hasznaltunk. Az adatbankbdl a kovetkezé hivatkozasi szamokon talalhato E. amylovora
izolatumok 16S rDNS szekvencidit hasonlitottuk dssze az altalunk meghatarozott E. amylovora
izolatuméval: af289542, af141892, aj46201, am980507, ay456710, fn434113, fn666575,
j594363, aj010485, x83265, fj611856, nr041970, ab546196, 296088, fj594366.

3.3.11.2 A pEA29 plazmid molekularis vizsgalata

PCR paraméterei

A PCR-hez hasznalt indité szekvenciak:
PEA29A (reverse)
pEA29B (forward)

A PCR elegy Osszetétele 50 ul végtérfogatra:

35,5 ul steril H,O

2 pl baktérium szuszpenzié (5x10” sejt/ml)
5 ul 10x Taq puffer

3 ul MgCl; (20 mM)

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

1 pl primer pEA29B (20 pmol/pl)

0,5 pl Tag polimeraz enzim (5 u/pl)
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A reakci6 paraméterei:

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

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

3. 45 °C-on 15 masodperc anellalas (a primerként szolgal6 oligonukleotid kapcsolodésa)
4. 72 °C-on 1,5 perc elongacio (lanchosszabbités)

5. 94 °C-on 0,5 perc denaturalas

A reakcid (2.-4.) 35 cikluson at ismétlodik, majd egy zar6 szintézis kdvetkezik 72 °C-on 10

percig.

Gélelektroforézis

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

A PCR-termék tisztitasa

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

utasitasait kovetve tisztitottuk meg.

A szekvencia meghatdrozdsa és analizise

A tisztitott PCR termékeket Szegedre, a BayGen Novénygenomikai, Humén
Biotechnologiai és Bioenergiai Intézetbe kiildtlink a szekvencia meghatarozéasara. A szekvencidk
Osszeillesztéséhez a CLC SEQUENCE Viewer 6.5.1. szekvencia analizald programcsomagot

hasznaltuk.
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3.3.12 Az eredmények statisztikai értékelése

A statisztikai értékeléshez az izolatumok tenyészbélyegeinek jellemzései, biokémiai
tulajdonsagai, bakteriofag ¢érzékenységének vizsgalatai, kiilonboz6 kortefajtakon kialakult
virulenciai alapjan hierarchikus cluster-analizist végeztiink az SPSS PASW Statistic 18.0

programcsomag segitségével. Az eredményeket dendrogramon abrazoltuk.
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4. EREDMENYEK

41 A Kkorokozé azonositasa Kiilonboz6é gazdanovényekrol klasszikus

modszerekkel

4.1.1 Az E. amylovora okozta tiinetek

A Dbarnulo, elfeketedd pasztorbotszertien meggorbiild hajtasokat  kiilonbozd
gazdanovényekrél (alma, korte, birs, kerti diszalma, galagonya, szilva) szedtiik 2009-2011
kozott. A tiinetek tipikusan E. amylovora jelenlétére utaltak (19. abra, 20. abra). A szilva fajtat

Prunus domestica d’Agen fajtaként azonositottuk.

19. abra: A tiizelhalas tiinetei szilvahajtason ~ 20. abra: A tlizelhalas tiinetei kortehajtasokon

(Foté: Végh, 2011) (Fot6: Végh, 2011)

4.1.2 A Gram-féle tulajdonsag

A 3%-os kalium-hidroxid feloldotta a baktérium sejtfalat, igy az altalunk a kiilonb6z6

gazdanovényekrdl szarmazo izolatumok Gram-negativak voltak.
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4.1.3 Hiperszenzitiv reakcio vizsgalata

Az izolatumok 5x107 sejt/ml tdménységli szuszpenzidjaval inokulalt dohany novények
levelein 24-48 ora elteltével kialakult a hiperszenzitiv reakciot jelz6 gyors szoveti nekrozis (21.

abra).

T S 4B,

21. abra: Ea izolatumok hiperszenzitiv reakcidja dohanynovény levelén
(Foté: Végh, 2010)

4.1.4 Patogenitasi teszt

Az altalam kiilonboz6 gazdandvényekrdl izolalt E. amylovora izolatumokra elvégeztiik a
patogenitasi tesztet. Ellendriztiik, hogy kialakul-e a betegségre jellemz6 tiinet. Kisérletiinkben
éretlen  kortegylimolesoket —fertéztiink. A szilvardl szarmazd izolatum soran még
szilvaterméseket ¢és hajtasokat is inokulaltunk. A baktérium szuszpenzidval inokulalt
tesztnovények kiilonb6zd mértékben fertézodtek. Megallapitottuk, hogy a kortegyiimolcsok,
szilvatermések és a szilvahajtasok 5-14 nap elteltével intenziven reagaltak, kialakultak a
betegségre jellemz0 tiinetek. A mesterséges visszafert6zés sikeres volt.

A kortéken az inokulacio helyén diffuz, besiipped6é konzisztenciaju nekrotikus foltok
jelentek meg (22. abra) az Gsszes izolatum esetében. A szilvatermések esetén a fert6zési pont

kortl besiippedd, barnuld, rothadé nagyméreti foltokat figyeltiink meg nyalkacseppekkel, mig a
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hajtasok fert6zése soran a hajtasvégek barnultak, elfeketedtek, majd pasztorbotszeriien

elgorbiiltek (23., 24., 25. abra).

22. abra: Eam?2 izolatummal inokulalt 23. abra: Ea-PlumBol izolatummal
kortegyiimolcs mesterségesen visszafertdzott szilvahajtasok
(Foto: Végh, 2010) (Foté: Végh, 2011)

24. abra: EaPlumBo-1 izoldtummal 25. abra: Ea-PlumBol izolétumml

mesterségesen visszafertozott szilvatermések mesterségesen visszafert8zott szilvatermés

(Foté: Végh, 2012) baktérium nyalkacseppekkel

(Foto: Végh, 2012)
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4.2 Az izolatumok morfolégiai jellemz6i kiillonb6z6 taptalajokon

Az izolatumokat kiilonbozé taptalajokon tenyésztettik. Az daltaldnos ¢és szelektiv
taptalajokon képzddott kolonidkat jellemeztiik €s az izolatumok koloniait hasonlitottuk dssze €s
ezek alapjan csoportositottuk oket.

Az izolatumok tenyészbélyegei King-B taptalajon nem mutattak kiilonbségeket. Az E.
amylovora baktérium King-B taptalajon konnyen tenyészthetd, fenntarthatdo, mert gyorsan
fejlodik. A korokozod tenyészete az altalanos King-B taptalajon krémszind, ép széld, sima

feliiletdi, tejszerti és mukoid (26. abra).

26. abra: Eam1l izolatum 2 napos tenyészete King-B taptalajon
(Foté: Végh, 2011)

Miller-Schroth taptalajon minden Erwinia faj képes novekedni. Az E. amylovora
tenyészete narancssarga szinll, attetszé udvarral. A tenyészet folyos allagu, a koloniak feliilete
sima, ép sz€éli (27. abra). Ezen a taptalajon az izolatumok szintén nem kiilonithetéek el

egymastol, nem alkotnak csoportokat.
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27. abra: Eal izolatum 2 napos tenyészete Miller-Schroth taptalajon
(Foté: Végh, 2010)

A Kado-Heskett taptalaj kimondottan Erwinia fajokra szelektiv. A taptalajon piros-
narancssarga szinll kolonidkat képez, melynek intenzitasa fligg a fajtol. A reakcidid6 48 h, majd
a kolonidk szine egységesen narancssarga szinlivé valik. A kolonidk szintén folyds allagtiak,
feliiletiik sima, szélik ép (28. abra). A Kado-Heskett taptalajon az izolatumok szintén nem
kiilonithetdek el egymastol.

k

28. abra: Ea60 izolatum 2 napos tenyészete Kado-Heskett taptalajon
(Foté6: Végh, 2009)
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A Crosse-Goodman taptalaj kifejezetten E amylovora-ra szelektiv. A korokozo

tenyészete kiemelkedo, ép széli, sziirkés, attetsz6 szinii (29. abra).

29. abra: Ea67 izolatum 2 napos tenyészete Crosse-Goodman téptalajon
(Foto: Végh, 2009)

Novekedése soran a kolonidk feliiletén jellegzetes kraterek alakulnak ki. Ez a taptalaj a
koérokozora szelektiv, ezért fontosnak tartottuk az izolatumok 0sszehasonlitasat. Az eredmények
alapjan az izoldtumok két csoportra voltak bonthatéak, mégpedig a kolonidk feliilete alapjan,
ahol az egyik csoportnal a koloniak feliilete sima, mig a masik csoport esetében az izolatumok
kolonidin kraterek jelentek meg (30. abra). Eredményeink alapjan csoportositottuk az
izolatumokat (4. tablazat).

B

30. abra: Eal (A) és az Ea-PlumBo1l (B) izolatumok tenyészetei Crosse-Goodman taptalajon
(Foto: Végh, 2009)
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4. tablazat: E. amylovora izolatumok csoportositasa a Crosse-Goodman taptalajon kialakult
kiilonb6z6 kolonidk alapjan

E. amylovora izolatumok csoportositasa

A kolonia sima feliileti A kolonia krateres

Eal, Ea6, EalO, Eal2, Eal5, Eal6, Eal9, | Ea60, Ea67, Ea95, Eaml, Eam2, Ea-PlumBol
Ea22, Ea26, Ea29, Ea3l, Ea47, Ea50, Ea70,
Ea80, Ea88, Ea%6, Ea329/98, Eam4, Eamb,
Eam6, Eam7, Eam8, Eam9, Eam10

Az EMB taptalajon a baktérium tenyészete kiemelkedd, sima feliileti, ép szélii (31.
abra). A laktozt, szachardzt bont6d és nem bontd baktériumok kozott tesz kiillonbséget, melyet
szintén fontosnak tartottunk az izolatumok Osszahasonlitasanal. Ezeket bont6é baktériumok
vilagos, éttetszd széll, fekete kozepli koloniat képeznek, mig a laktdzt, szachardzt nem bontoak
szintelenek (32. abra). A koloniak alapjan elmondhato, hogy az izolatumok jol elkiilonithetéek
egymastol, melyek kozott van, amely erdteljesen bontja a laktozt, szachardzt, de vannak olyanok

is melyek nem. Eredményeink alapjan csoportositottuk az izolatumokat (5. tablazat).

. \_‘“-“'r;

31. abra: Ea31 izolatum tenyészete EMB taptalajon
(Foté: Végh, 2010)
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32. abra: Ea-PlumBol (A) és az Eal (B) izolatumok kolonidi EMB téptalajon
(Foto: Végh, 2009)

5. tablazat: E. amylovora izolatumok csoportositasa az EMB taptalajon kialakult kiilonb6z6
koldniak alapjan

E. amylovora izolatumok csoportositasa

A koloniak szintelenek A Kkoléniak vilagos, attetszé széliiek,
feketés kozéppel
EalO, Eal9, Ea22, Ea26, Ea3l, Ea47, Ea67, | Eal, Ea6, Eal2, Eal5, Eal6, Ea29, Ea50,
Ea70, Ea95, Eaml, Ea-PlumBol Ea60, Ea80, Ea88, Ea96, Ea329/98, Eam2,
Eam4, Eam5, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9,
Eam10

Eredményeinket 0sszegezve, az izolatumok kozott az altalanos taptalajokon nem tudtunk
kiilonbségeket tenni, mig a szelektiv taptalajok esetében igen. Az izolatumokat a Crosse-
Goodman és az EMB agaron képzddott kolonidk alapjan 4 csoportba soroljuk, melyeket a
statisztikai adatok is alatamasztanak (2., 3. melléklet). Az Eam1, Ea-PlumBol, Ea67 és az Ea95
izolatumok a CG téptalajon krateres feliiletliek és az EMB agaron szintelen koldniat képeztek.
Tehat a krateres kolonidkat képzd izolatumok rokonsagot mutatnak az EMB agaron szintelen
koloniakat képz6 izolatumokkal. Az Ea47, Ea70, Eal0, Ea26, Ea31, Eal9, Ea22 izolatumok a

CG taptalajon sima feliiletiick, az EMB agaron pedig szintén szintelen koloniat képeztek. Ebben
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az esetben a CG téptalajon sima feliiletli koloniat képzd izoldtumok szintén rokonsagot mutatnak
az EMB agaron szintelen koloniakat képz6 izolatumokkal. Az Ea60 és az Eam2 izolatumok a
CG téptalajon krateres feliiletliek, mig az EMB agaron a kolonidk szine vilagos, attetsz6 feketés
kozéppel, melyek a kiilonbozd taptalajokon kialakult kolonidk csoportositasa miatt hasonldak.
Az izolatumok tobbsége (Eam9, Eam10, Eal, Eam7, Eam8, Eam5, Eam6, Ea329/98, Eam4,
Ea88, Ea96, Ea50, Ea80, Eal6, Ea29, Eal2, Eal5, Ea6) a CG téaptalajon sima feliiletli koloniat,
mig az EMB agaron pedig vilagos, attetszd szélli, fekete kozepti koloniat képzett. A CG
taptalajon krateres kolonidt képzd izolatumok, feltételezhetden rokonsdgban vannak az EMB
agaron kialakult sotét kozepti koloniat képz6 E. amylovora izolatumokkal. A kiilonb6z6
gazdanovényekrdl szarmazo izoldtumok eltérd eredményeket adtak a tenyészbélyegek alapjan,
bar a Cotoneaster fajokrol szarmazo izolatumok egy csoportba tartoztak (Eal2, Eal5, Eals,
Ea29), mely feltételezheti, hogy a genetikai tulajdonsagok alapjan is egy torzset alkotnak. A
hazai ¢s a kiilfoldi izoldtumok is az eredmények alapjan eltérd eredményeket adtak. Az Ea47
(USA), az Eam1 (Romania) teljesen kiilonallo csoportba, mig az Ea329/98 (Ausztria), az Ea96
(Ukrajna), az Eam9 (Szerbia) és az Eam10 (Szerbia) pedig egy csoportba tartoztak. A kiilfoldi
izolatumok tobbsége a tenyészbélyegek alapjan azonos tulajdonsagokkal rendelkezik, azonos

csoportba sorolhatoak a kiilonb6z6 taptalajokon, mig a magyar izolatumok eltéréek.

4.3 Az izolatumok biokémiai jellemz6i

4.3.1 API 20E kit eredményei

Az API20E kit az Enterobacteriaceae csaladba tartozé fajok meghatarozasara szolgal,
ezért ezt a tesztet csak a sajat, novénybdl izolalt E. amylovora izolatumokra végeztiik el, ezzel is
megerdsitve, hogy az altunk izolalt korokozo nagy valoszinliséggel E. amylovora. Az altalunk
vizsgalt izolatumok (Eaml, Eam2, Eam4, Eam5, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9, Eam10, Ea-
PlumBol) pozitiv reakciokat adtak a B-galaktozidaz, citrat hasznositasra, acetoin termelésre
valamint gliikkéz, mannit, szorbit, szachar6z, melibidz, arabin6éz vizsgéalatokban. Negativ
eredményt kaptunk az arginin-dihidrolaz, lizin-dekarboxilaz, ornitin-dekarboxilaz, H,S
termelés, uredz, triptofan-deaminédz, indol termelés, zselatindz, inozit, thamnéz, amygdalin

vizsgalatokban (33. abra).
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33. abra: Az API20E kit 24 6ras teszt eredménye Ea-PlumBol izolatum esetében
(Foto: Végh, 2011)

6. tablazat: Az API20E kit 24 oras teszt eredményei a vizsgalt E. amylovora
izolatumok esetében

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

4.3.2 API 50CH kit eredményei

A nektar jelentds, meghataroz6 cukor komponensei (fruktoz, gliikoz, szachar6z) mellett
csak néhany adat létezik az irodalomban mas kevésbé gyakori szénhiratok hatédsairol az E.
amylovora szaporodasanal. Ezek mellett mas cukrok hatasairdl, mint a maltéz, melobidz és
raffindz, melyek el6fordulnak szamos Rosaceae csaladba tartozé ndvényfaj nektarjaiban, nem
all adat rendelkezésilinkre (Percival, 1961). A nektar oldhatoé cukor komponenseket tartalmazo
oldat, amely eldsegiti a baktériumok szaporodasat. Fontos megjegyezni, hogy a ndvények
virdgaiban, a nektar Osszetétele €s koncentracioja eltérd, kiilonbozd kornyezeti koriilményektdl
fiiggden valtozik, foként a csapadék mennyisége €s a levegd relativ paratartalma befolyésolja.

Hevesi és mtsai. (2004%) kisérletiikben ,,m{i nektart” vizsgaltak, ahol meghatéaroztak az

Erwinia amylovora szaporodasahoz sziikséges optimalis szénhidrat koncentraciot, valamint az
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Eal izolatum esetében a jelentds szénhidrat komponensek (fruktoz, gliikoz, szachardz) mellett a

crer

cyey

gétolja ndvekedését (20-30%). Az optimalis tartoméany 1% koriil volt (Hevesi és mtsai., 2004%).

Az oldhato cukrok (féként a gliikoz, a szachar6z és a fruktdz) kozponti szerepet
jatszanak a novények szerkezetében és metabolikus folyamataiban mind a sejt, mind a teljes
felépités szintjén. Tobb szabalyozas és lebontd folyamat kapcsolodik az oldhatd cukrokhoz a
reaktiv oxigén gyokok termelddése kapcsan, mint pl. a fotoszintézis szabalyozas, a
mitokondrialis 1égzés. Kiilonb6z6 stresszhatasok (amelyekbe az oldhat6 cukrok is
bekapcsolddnak) kapcsolatban vannak a reaktiv oxigén gyokok egyensulyanak valtozasaval. Az
oldhato szénhidratok fontos helyet foglalnak el az antioxidans egyenstlyban, mivel az dsszetartd
vagy éppen antagonista kapcsolatok igazoltak az oldhat6 cukrok, a reaktiv oxigén gyokok és az
antioxidans folyamatok kozott (Couée és mtsai, 2006). Kiilonbozd stresszhelyzetekre a ndvény
oldhat6 szénhidratok felhalmozodasaval reagal (Roitsch, 1999).

Mind a fogékony és mind a rezisztens novényben a fertézés hatdsara kialakuld
valaszrekciok Osszefiiggésbe hozhatéak a szénhidratok mennyiségével. A novénysejtek ¢és
baktériumsejtek kapcsolatdban a baktériumsejt extracelluldris poliszacharid burka (EPS)
meghatdroz6 tényezd, amelyet bizonyitottan befolyasol a szénhidratok mennyiségi és mindségi
Osszetétele. A kiilonboz6 gazda-parazita kapcsolatban az egyes cukrok mennyisége és mindsége
1s jellemzd valtozason megy keresztiil (Sardi és mtsai., 1996, 1999; Végvari és mtsai., 2000).
Suleman és Steiner (1994) szerint a novényi szovetekben a megndvekedett szorbitol
koncentracié negativ hatassal van az E. amylovora szaporodasara, viszont Duffy és mtsai.
(2008) szerint a szorbitol egyaltalan nem befolyasolja a rezisztenciat.

Vizsgalatainkban meghataroztuk az Erwinia amylovora altal hasznositott szénhidratokat,
melyhez API 50 CH kitet hasznaltunk. A kit a biokémiai tulajdonsdgok meghatarozéasara, a
baktériumfajok jellemzésére szolgal. Az APISOCH kit jellegzetessége, hogyha az adott
baktérium az adott szénhidratot hasznositja, akkor szinreakci6 megy vége: az eredeti piros szinii
oldat sargara valtozik at (34. abra), a zselatin esetében feketére. A kit a baktériumok 49 féle

szénhidrat hasznositasat vizsgalja, mely alkalmas az izolatumok Osszehasonlitasara.
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34. abra: Ea 10 izolatum szénhidrat hasznositésa kiilonb6z6 idépontokban (A: 0 6ra; B: 48 6ra)

(0-kontroll, 1-49 kiilonb6z6 szénhidratok; szénhidrat hasznositas szinreakciot eredményez)
(Foté: Végh, 2009)

Az 0Osszes izolatum a 49 kilonbozé szénhidratbol 11 félét hasznositott és 27-et

egyaltalan nem a reakci6éidé (48 h) végére (7. tablazat). Az Osszes izolatum esetében

hasznositott 11 szénhidrat kozott szerepeltek az E. amylovora szaporodasanal igen fontos és

meghataroz6 komponensek: gliik6z, frukt6z, szahardz és szorbitol.

7. tablazat: Erwinia amylovora izolatumok altal ,,hasznositott” és ,,nem hasznositott”

szénhidratok
,INem hasznositott”
Sorszam Sorszam
2 Erythritol 34 Melesitose
3 D Arabinose 36 Starch
7 L Xylose 37 Glycogen
8 Adonitol 38 Xylitol
9 B-Methyl-D-Xyloside 40 D Turanose
14 Sorbose 41 D Lyxose
15 Rhamnose 42 D Tagatose
16 Dulcitol 44 L Fucose
20 a-Methyl-D-Mannoside 45 D Arabitol
21 a-Methyl-D-Glucoside 46 L Arabitol
25 Esculin 47 Gluconate
28 Maltose 48 2-Keto-Gluconate
29 Lactose 49 5-Keto-Gluconate
33 Inulin
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7. tablazat folytatasa

»Hasznositott”

Sorszam Sorszam

4 L-Arabinose 19 Sorbitol

5 Ribose 22 N-Acetyl- Glycosamyne
10 Galactose 31 Sucrose

11 Glucose 32 Trechalose

12 Fructose 39 Gentobiose

18 Mannitol

Ezen feliil 11 szénhidratot (glycerol, D-xylose, mannose, inositol, amygdalin, arbutin,
salicin, cellobiose, melobiose, raffinose, D-fucose) pedig az izolatumok eltéréen hasznositottak,
kiilonbségeket ezek alapjan tudunk tenni. Az Eam9, az Ea88, az Eal2, az Ea96 és az Eal5
izolatumok a legtobb (20 féle), mig az Ea95, az Ea6, az Ea22 és az Eal9 izolatumok pedig a
legkevesebb (11 féle) szénhidratot képesek hasznositani ezekbdl (4. melléklet). A legtobb
szénhidratot hasznosito izolatumok koéziil mindegyik hasznositotta a D-xylose-t, az inositol-t,
amygdalin-t, salicin-t és a cellobios-t (8. tablazat). Az izolatumok a legnagyobb szamban (18-
20 izolatum) a D-xylos-t, az inositol-t, amygdalin-t és a cellobios-t hasznositottak, mig
legkevesebb szamban (8-10 izolatum) a D-fucos-t, az arbutin-t, a raffinose-t és a glycerol-t. Az
izolatumokat kisebb csoportokra tudtuk bontani. Az Eal2, Eal5, Eal6, Ea26, Ea31l izolatumok
egy csoportba tartoznak, melyek érdekessége, hogy 1997 és 1998-ban izolalt torzsek, eltérd
gazdandvényrdl és helyrdl szarmaztak, bar az Eal2, Eal5 és az Eal6 mindegyike Cotoneaster
sp. novényekrdl szarmazott. Az Eam2, Eam4, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9 izolatumok szintén
egy csoportot alkotnak, melyek 2010 és 2011-es €évbdl és kiilonb6zé gazdandvényekrol
szdrmaznak. Feltételezhetden ezek kiilon torzseket alkotnak.

Mind a hazai és mind a kiilfoldi izolatumok eltéréen hasznositottdk a szénhidratokat.
Kisérletiinkben meghataroztuk az E. amylovora szaporodasanal kevésbé jelentds szénhidratok
hatasat. A vizsgélatok alapjan, az izolatumok (melyek kiilonb6z6 évekbdl, kiillonbozo foldrajzi
helyrdl és gazdandvényrdl szarmaztak, illetve akar hazai, akar kiilfoldi szarmazéasuak) eltérd

eredményeket adtak.
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8. tablazat: Az Erwinia amylovora izolatumok csoportositasa 11 kiilonb6z6 szénhidrat
hasznositas alapjan

Szénhidratok E. amylovora izolatumok
G|ycer0| Eal, Eal0, Eal2, Ealb, Eal6, Ea26, Ea29, Ea31, Ea67, Ea96, Ea329/98
D-Xylose Eal, Eal2, Ealb, Eal6, Ea26, Ea31l, Ea47, Ea50, Ea60, Ea67, Ea80, Ea88,
Ea96, Eam2, Eam4, Eam6, Eam8, Eam9, Eam10, EaPlumBol
Mannose Eal, Eal0, Eal2, Ealb, Eal6, Ea26, Ea29, Ea3l, Ea60, Ea67, Ea88, Ea329/98,
Eam8, Eam9, Eam10, EaPlumBo1l
Inositol Eal, Eal2, Ealb, Eal6, Ea26, Ea3l, Ea47, Ea60, Ea67, Ea88, Ea96, Ea329/98,
Eaml, Eam2, Eam5, Eam7, Eam8, Eam9, EaPlumBol
: Eal2, Eal5, Eal6, Ea26, Ea3l, Ea60, Ea67, Ea70, Ea80, Ea88, Eaml, Eam2,
Amygdalln Eam4, Eam5, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9
Arbutin Ea60, Ea67, Ea70, Ea88, Ea96, Eam2, Eam5, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9,
Salicin Eal2, Ealb, Ea60, Ea88, Ea96, Eam2, Eam4, Eam5, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9,
Eam10, EaPlumBol
Cellobiose Eal, EalO, Eal2, Eal5, Ea3l, Ea60, Ea88, Ea96, Ea329/98, Eam2, Eam4,
Eamb5, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9, Eam10, EaPlumBo1l
Melobiose Eal, EalO, Eal2, Eal5, Eal6, Ea26, Ea3l, Ea47, Ea60, Ea67, Ea80, Ea88,
Ea96, Eam2, Eam6, Eam9, Eam10
Raffinose Eal0, Ea29, Ea31, Eam2, Eam4, Eam5, Eam6, Eam7, Eam9, EaPlumBol
D-Fucose Eal2, Ea26, Ea80, Ea88, Ea47, Ea95, Eaml, Eam4

4.4 Az izolatumok bakteriofag érzékenységének vizsgalata

Bakteriofagok alkalmasak a baktérium torzsek/izolatumok kozaotti bioldgiai kiillonbségek
kimutatasara. Munkank soran vizsgaltuk az Osszes Erwinia amylovora izolatum bakteriofag
érzékenységét 4 kiillonbozé bakteriofaggal szemben. A fagok koziil azt tekintjiik a
leghatékonyabbnak, amelyik a legtobb tesztbaktérium rétegén teljesen tiszta plakkot képez, tehat
a vizsgalati teriileten az 0sszes baktérium sejtet képes lizalni. Eredményeink értékelése soran, az
inkubacios id6 elteltével kialakult plakkokat vettiik figyelembe. Az izolatumok a fagokkal tiszta
vagy homalyos plakk tipusokat képeztek vagy egyaltalan nem képeztek plakkot.
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BAKTERIOFAGOK
H1A H4B H5A H3
a b ¢ a b ¢ a b ¢ a b ¢
Eal0 Eal Eals Eal Ea67 Eal0 Eal Ea29 Eal Ea67
Eal2 Eal Ea26 Eal Eals Eal Ea31 Eal
Eals Eal9 Ea3l Eal0 Eal6 Eal2 EaS0 Eal0
Eal6 Ea26 Ea60 Eal2 Eal9 Ea26 Ea6o Eal2
Ea22 Ea29 Ea70 Ealé Ea22 Ea29 Ea70 Eals
Ea67 Ea3l Ea96 Eal9 Ead7 Ea31 Eass Eal6
Ea70 Ead7 Ea22 EaS0 Ea60 Ea96 Eal9
Eas0 EaS0 Ea29 Ea67 Ea70 Ea22
Ea9s Ea60 Ead7 Eag0 Ea329/98 Ea26
Ea96 Eass EasSo0 Eass Eam1 Ead7
Ea329/9 Eas0 Ea9s Eag0
Eam1 Eass Ea%96 Ea9s
Eam10 Ea9s : Ea329
E E
E Eam10
Eam7 EamS EamPlum
EamPlum Eam7
Eam?
Eam10 Eam
EamPlum Eam10

9. tablazat: E. amylovora izolatumok csoportositasa négy kiilonb6z6 bakteriofaggal szembeni
érzékenység alapjan (a-tiszta plakk, b- homalyos plakk, c- nincs plakk)
[A kiilonboz0 szinek azonos tulajdonsaggal rendelkez6 csoportokat jeldlnek]

A H1A bakteriofag tiszta plakkot képzett az Eal0, Eal2, Eal5, Eal6, Ea22, Ea67, Ea70,
Ea80, Ea95. Eam6, Eam8, Eam10 E. amylovora izolatumokon. Csak kevésbé lizalta az Eal,
Ea6, Eal9, Ea26, Ea29, Ea3l, Ead7, Ea50, Ea60, Ea88, Ea329/98, Eam1, Eam2, Eam4, Eamb,
Eam?7, Eam9, EamPlum izolatumokat.

A H4B fag lizélta az Eal5, Ea26, Ea31, Ea60, Ea70, Ea96, Eam2 és Eam4 izolatumokat,
viszont homalyos plakkot képzett az izolatumok nagy részével (Eal, Ea6, Eal0, Eal2, Eal6,
Eal9, Ea22, Ea29, Ea47, Ea50, Ea80, Ea88, Ea95, Ea329/98, Eam1, Eam5, Eam6, Eam7, Eam8,
Eam9, Eam10, EamPlum). Nem észleltiink semmilyen elvaltozast az Ea67 izolatum esetében
(35. abra).

A HS5A fag volt képes lizalni a legtobb izolatumot (Eal0, Eal5, Eal6, Eal9, Ea22, Ea47,
Ea50, Ea67, Ea80, Ea88, Ea95, Ea96, Eam6, Eam8, Eam10). Homalyos plakkot képzett az Eal,
Eab, Eal2, Ea26, Ea29, Ea31, Ea60, Ea70, Ea329/98, Eam1, Eam2, Eam4, Eam5, Eam7, Eam9,

EamPlum izolatumokon.
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A HS8 bakteriofag lizalta a legkevesebb izolatumot: Ea29, Ea31, Ea50, Ea60, Ea70, Ea88,
Ea%96. Ugyanakkor ezek kozott az izolatumok kozott volt olyan, amelyet csak ez a bakteriofag
volt képes lizalni (Ea29). Homalyos plakkot képzett az Eal, Ea6, Eal0, Eal2, Eal6, Eal9,
Ea22, Ea29, Ead7, Ea50, Ea80, Ea88, Ea95, Ea329/98, Eaml, Eam5, Eam6, Eam7, Eam§,
Eam9, Eam10, EamPlum izolatumokon (9. tablazat).

Az izolatumok a fagokkal kiilonb6zd érzékenységet mutattak, attol fiiggden, hogy tiszta,
homalyos plakktipusokat képeztek vagy egyaltalan nem képeztek plakkokat. Az egyes fagokkal

ugyanazon csoportba tartozo izolatumok egyazon lizotipus csoportba tartoznak.

35. abra: Az Eal0 izolatum bakteriofadg érzékenysége a HI A (tiszta plakk) és
H4B (homalyos plakk) fagokkal
(Foté: Végh, 2012)
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36. abra: A bakteriofagok hatasa az Erwinia amylovora izolatumokra
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Az eredmények alapjan tobb esetben kaptunk zavaros plakkot, mint tisztat (36. abra).

Az 0sszes izolatumot tekintve, nem vonhato le olyan altalanos kovetkeztetés, hogy a fagok

azonos mértékben lizaltdk oket, hiszen eltérd mértékben képeztek tiszta €s zavaros plakkokat,

melyet a statisztikai eredmények is alatdmasztanak, hiszen kiilonboz6 csoportokat alkotnak. Mig

a H5A fig majdnem fele-fele aranyban bizonyult ’a’ vagy ’b’ tipustnak, a H8 fag 31

izolatumbol csak 7-tel képzett tiszta plakkot. A fagok koziil a HIA és HS5A bizonyultak a

leghatasosabbnak, tobb esetben voltak képesek tiszta plakkot képezni (13-15 izolatummal), mint
a H4B és a H8 fagok (8-7 izolatummal).

A kialakult eredményeket megvizsgaltuk olyan szempontbol is, hogy csoportositottuk az

izolatumokat gazdandvény alapjan.
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, H1A | H1A |H1A H4B 4B | HAB | H5A | H5A | H5A
Jelmagyarazat H8a|H8b|H8c
a b C a b c a b C
H Cotoneaster sp. (4 izolatum)| 3 1 0 1 3 0 2 2 0 1 3 0
M Crataegus sp. (4 izolatum}) 2 2 0] 1 3 0 3 1 0] 0 4 0
W Pyracanthasp. (1 izolatum} 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0
W Prunus sp. (2 izolatum) 0 2 0 0 2 0 0 2 0 0 2 0
W Pyrussp. (5 izolatum}) 3 2 0] 1 4 0 4 1 0] 1 4 0
B Malussp. (9 izolatum}) 1 8 0 2 6 1 3 6 0 2 4 1
Cydoniasp. (6 izolatum) 4 2 0 2 4 0 4 2 0] 2 4 0

37. abra: A vizsgalt bakteriofagok hatasa az E. amylovora izolatumokra gazdanovényenként
elkiilonitve

76



A megrajzolt grafikonrdl leolvashatjuk (37. abra), hogy melyik gazdanovénynél
mennyire voltak hatasosak a kiilonb6z6 fagok. Mindenképpen figyelembe kell venniink, hogy az
egyes gazdandvényekrdl szarmazo E. amylovora izolatumok szama eltérd. Ha a grafikon mellett
figyelembe vessziik a kisérlet adatairdl szolo tablazatot (5. melléklet) a kovetkezo
kovetkeztetéseket vonhatjuk le. A legérzékenyebbnek a fagokkal szemben az Ea96 izolatum (38.
abra) bizonyult, melynek mintain mind a négy vizsgalt fag tiszta plakkot adott. Ez az E.
amylovora izolatum birs ndvényrdl szarmazik, mint ahogyan a fagok koziil is harom (HI1A,
H4B, H5A) birsrdl lett izolalva. A szintén birsrdl szarmazo6 Ea70 izolatum harom faggal képzett
tiszta plakkot. Ugyanakkor nem vonhatjuk le azt a kovetkeztetést, hogy csak azonos
gazdanovényrdl izolalt baktérium torzsek €és fagok képesek reagalni, hiszen szintén érzékenynek
bizonyult a harom birsrdl izolalt fagra az Eal5-0s minta, amely Cotoneaster novényrol

szarmazik.

38. abra: Az Ea96 izolatum reakcidja a négy kiilonbozo bakteriofaggal
(Foto: Végh, 2012)

A legérzékenyebbnek a fagokkal szemben az Ea96-0s izolatum bizonyult, melyen mind a
négy tesztelt fag tiszta plakkot képzett. Két izolatum volt, amely harom fagtdl is tiszta plakkot
(Eal5 a H1A, H4B ¢és H5A fagokkal; Ea70 a H1A, H4B és H8 fagokkal) képzett. Hat izolatum
volt, amely harom fagtol is homalyos, zavaros plakkot (Eam2, Eam4, Ea26, Ea29, Eal2, Ea47)
adott. Az esetek nagy tobbségében (13 izolatum: EalO, Eal6, Ea22, Ea3l, Ea50, Ea60, Ea67,
Ea80, Ea88 (39. abra), Ea%95, Eam6, Eam8, Eam10) az izolatumok két faggal szemben is
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érzékenyek voltak és tiszta plakkot mutattak. Nyolc izolatum volt, amelyeknél zavaros plakkot
adott mind a négy bakteriofag (Eal, Ea6, Ea329/98, Eam1, Eam5, Eam7, Eam9, EamPlumBol).
A legkevésbé fogékony vizsgalt Erwinia torzs az Ea 67-es, amelyen csak a H1A és a H5A fag
tudott tiszta plakkot képezni, mig a masik két faggal szemben rezisztensnek bizonyultak/ a
masik két fag (H4B, HS8) egyaltalan nem lizalta e torzset a felsd, baktériumot tartalmazé agar
rétegen (6. melléklet).

A hazai izolatumok a kiillonboz6 fagokkal eltéréen viselkedtek, ugyaniigy mint a
kiilfoldrél szarmazé izolatumok. A vizsgalt Erwinia izolatumok kozott kiilon csoportot képvisel
az Ukrajndban izolalt Ea96-os izolatum, amely a vizsgalt baktérium izolatumok koziil
egyediilalloan az Osszes faggal szemben fogékonynak bizonyult. Az USA-bdl szarmaz6 Ea47
csak a H5A-ra volt fogékony, a masik 3 fag csak homalyos plakkot képzett e baktérium rétegen.
A vizsgalatba bevont ausztriai (Ea329/98), romaniai (Eaml) és szerbiai (Eam9) izolatumok

mindannyian egy csoportba tartoznak, mivel mind a négy fag zavaros plakkot képzett rajtuk.

39. abra: Az Ea88 izolatum reakcidja a négy kiilonbozo faggal
(Foté: Végh, 2011)

Legkevésbé fogékonynak az Eal; Ea6; Ea329/98, Eaml; Eam5; Eam7, Eam9 és
EaPlumBol tdrzsek bizonyultak. Erdekességként emlithetd, hogy az Eam7 és EaPlumBol
torzsek Prunus fajokrol lettek izolalva. fgy megallapithatjuk, hogy vizsgilatainkban egyik
Prunus fajrél szarmazo izolatum sem volt érzékeny a felhasznalt fagokra. A Malus fajokrol

nyert izoldtumok meglepden kevéssé voltak érzékenyek az almérol szarmazé fag izolatumra. A
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9 Malus-rol szarmazo izolatumbol csak 2 adott tiszta plakkot a H8 faggal reagaltatva (Ea88 és
Ea60). Olyan fag nem volt, ami egyik izolatummal sem lizalt volna tiszta plakkot.

A vizsgélt négy fag kozil a leghatékonyabbnak a H5A fag bizonyult, amely a legtobb Ea
torzset képes volt teljesen lizalni, és legtobbjliikon - még a legellenallobb Ea 67-es torzson is -
szép, tiszta plakkot képzett (EalO, Eals, Eal6, Eal9, Ea22, Ea47, Ea50, Ea67, Ea80, Ea88,
Ea95, Ea96, Eam6, Eam8, Eam10). Az Ea67-es torzs volt az egyetlen, amely egyaltalan nem
reagalt a fagok jelenlétére a H4B és HS fagok esetében.

A bakteriofagok felhasznalasanak kettds szerepe lehet. A kiilonbozé E. amylovora
izolatumok bakteriofagokkal szembeni érzékenysége két aspektusbdl lehet fontos. Egyrészt
kivélaszthatjuk a vizsgalt fagok koziil azt, amely a legtobb tesztbaktériumot teljesen képes volt
lizalni, tehat az adott baktérium tenyészeten tiszta plakkot képzett. Az ilyen, litikus fag
perspektivikus lehet biologiai védekezés szempontjabdl, felhasznalhatjuk Oket a betegség elleni
védekezésben. Masrészt segitségiikkel tipizalhatjuk az egyes E. amylovora izolatumokat, mivel
egy adott baktérium torzs, vagy izolatum, kiilonb6z6 tagokkal szembeni érzékenysége jellemzd
az adott baktérium tdrzsre, vagy izolatumra. Az orvostudomanyban a fagok ezen tulajdonsagat

régota hasznaljak baktérium torzsek azonositasara, szelektalasara, ezt nevezik fagtipizalasnak.

45 Az izolatumok virulencidjanak értékelése éretlen kortefajtak

gyiimolcsein

Kisérletiink soran meghataroztuk a kiilonb6z6 E. amylovora izolatumok virulenciajat. Az
izolatumok virulenciajanak tesztelésekor laboratoriumi koriilmények kozott imitaltuk a
természetben el6forduld kiilsd sériiléseken at torténd gyiimolcesfertézodést (40. abra). A
virulenciara a fertézést kovetd 4. napon, a gylimolcsokon az inokulacid helyén kialakult diffuz,
vizzel atitatott foltok méretébdl kovetkeztettink (41. abra, 7. melléklet). A fajtakat
fogékonysdg alapjan 5 fert6zési fokozatba soroltuk: O-tlinetmentes, 1-kiss¢ fogékony, 2-

kozepesen fogékony, 3-fogékony, 4-erésen fogékony (10. tablazat).
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40. abra Kiilonb6z6 Erwinia amylovora izolatumokkal inokulalt korte gytimolesok

a fert0zés utan kozvetleniil
(Foto: Végh, 2010)

41. abra: Korte gyiimolesok négy nappal az inokulélés utan
(Foto: Végh, 2010)
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10. tablazat: Eretlen gyiimolcsok értékelése

Fert6zési index Nekrotikus foltok atmérdje

(mm)

tlinetmentes gyiimolcs
0-5mm

6-10 mm

11-20 mm

21-30 vagy > 30 mm

A W NN -, O

Az izolatumok virulenciajanak vizsgalatakor a kiilonb6zo kortefajtadkon kialakult tiinetek
alapjan, megallapithatjuk, hogy a fajtadk eltéréen viselkedtek. A “Téli esperes’, a ‘Drouard
elndk’ igen erésen fogékonynak, az ‘Eldorado’, ‘Serres Olivér’, és a ‘Diel vajkorte’ kozepesen,
mig az ‘Alexander Lucas’ és a ‘Stossel tabornok’ csak kevésbé fogékonynak bizonyult a
tlizelhalassal szemben (8., 9. melléklet).

A ‘Téli esperes’ és a ‘Drouard elnok’ fajtdk erdsen fogékonyak a korokozora, az
izolatumok nagy tobbsége (mindkét fajta esetében 19 izolatum) erdsen virulensnek bizonyult. A
"Téli esperes’ 8 izoldtummal (Eal, Ea6, Eal9, Ea47, Ea67, Ea95, Eam§8, Eam9) erdsen
fogékony, mig csak 4 izolatummal (Ea50, Ea329/98, Eam7, EaPlumBol) volt kissé fogékony. A
’Drouard elndk’ pedig 6 izolatummal (Eal, Eal0, Eal9, Ea29, Eam§8, Eam9) erdsen fogékony,
mig 8 izolatummal (Ea26, Ea50, Ea96, Eaml, Eam6, Eam7, Eam10, EaPlumBol) kissé¢
fogékony volt. A fogékony fajtdk esetében az Eal, Eal9, Eam8 és Eam9 izolatumok erdsen
virulensek, mig az Ea50, az Eam7 és EaPlumBo1 izoldtumok pedig kevésbé virulensek.

Az ‘Eldorado’, ‘Serres Olivér’, és ‘Diel vajkorte’ kozepesen fogékonyak a koérokozora.
Az izolatumok tobb mint 50%-a rendelkezik nagyobb megbetegité képességgel a fajtdkra. Az
’Eldorado’ fajta 5 izolatummal (Eal, Eal9, Ea22, Ea67, Eam8) fogékony, 13 izolatummal
kozepesen fogékony, mig 12 izolatummal (Eal0, Eal2, Eal6, Ea31, Ea60, Eam2, Eam4, Eam5,
Eam7, Eam9, Eaml0, EaPlumBol) kiss¢ fogékony volt. Az ’Eldorado’ fajta esetén
megallapithato, hogy 18 izolatum erdsen virulens volt rajta, valamint az Ea50 izolatum nem volt
virulens. A ’Serres Olivér’ kortefajta csak 3 izolatummal szemben fogékony (Eal, Ea29, Ea31),

15 izolatummal kozepesen fogékony és 13 izolatummal kissé fogékony volt (Eal2, Eal5, Ea22,
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Eab0, Ea80, Ea88, Ea95, Ea96, Ea329/98, Eaml, Eam7, Eam10, EaPlumBol). Az ’Serres
Olivér’ fajta esetén megallapithatd, hogy 18 izolatum szintén erdsen virulens volt ebben a
kapcsolatban. A ’Diel vajkorte” az el6z6 két fajtahoz képest fogékonyabb, de erds
fogékonysagot mutato tiineteket egyik izolatum sem okozott. A ’Diel vajkorte’ 10 izoldtummal
fogékonynak (Eal, Eal0, Eal5, Ea22, Ea47, Ea67, Ea88, Eam4, Eam5, Eam9), 14 izolatummal
kozepesen fogékonynak, mig 7 izolatummal (Eal2, Eal9, Ea31, Ea95, Ea329/98, Eam1, Eamg)
bizonyult csak kissé¢ fogékonynak. A ’Diel vajkorte’ esetén megéllapithatd, hogy 24 izolatum
erésen virulens volt. A kozepesen fogékony fajtdk esetében az Eal izoldtum erdsen virulens,
mig az Eal2 izolatum kevésbé virulens. Mindharom fajta esetében az Ea95 ¢és az Eam§
izolatumok eltéré eredményeket adtak, eltérd virulencidval rendelkeztek.

Az ‘Alexander Lucas’ és a ‘Stossel tabornok’ csak kevésbé fogékonyak, mivel az
izolatumok kb. 75%-a kevésbé virulens. Az ’Alexander Lucas’ fajta esetében csak 8
izolatummal kozepesen (Eal, Ea6, Eal6, Ea29, Ea3l, Ea67, Ea95, Eam9), mig 21 izolatummal
kissé fogékony. A ’Stossel tdbornok’ pedig 6 izolatummal kdzepesen (Eal, Ea47, Ea50, Ea60,
Ea95, Eam9) és 25 izolatummal kissé fogékony. Mindkét fajta esetében az Ea95 ¢a az Eam9
izolatum virulens volt.

Vizsgalataink szerint a kortefajtdk az egyes izolatumokkal szemben eltérden viselkedtek,
igy nem volt megallapithatd, hogy mely izoladtumok rendelkeznek nagyobb megbetegitd
képességgel, pl. az Ea 10, 19 ¢és 29 izolatumok igen erds tiineteket okoztak a *Drouard elnok’
fajtdn a tobbi izolatummal Osszehasonlitva, ugyanakkor mas kortefajtdkon nem ezek az
izolatumok okoztdk a legstlyosabb elvaltozasokat. Az Ea 50 izolatum csak az ’Eldorado’
fajtanal nem volt virulens. Korabbi vizsgalatokban Honty (2011) ugyanilyen eredményeket
kapott az ‘Eldorado’ fajta esetében. Osszességében van néhany izolatum amelyek mindegyik
fajta esetében erdsen virulensek (Eal, Ea67) és kevésbé virulensek (Eam7, Eam10, EaPlumBol)
voltak.

A nagyobb virulencidval rendelkezé izoldtumok tobbsége nem a kortérdl, hanem
almarol, birsrdl szarmaztak, mig kisebb virulencidval rendelkezé izoldtumok a Prunus fajokrol
szarmaztak. A kortérdl szarmazo izolatumok (EalO, Ea26, Ea50, Ea80, Eam10) az ’Alexander
Lucas’, *Stdssel tdbornok’, a ’Serres Olivér’ és az ’Eldorado’ fajtdk esetében kis virulenciaval,
mig a ’Diel vajkorte’, a *Drouard elndk’ és a *T¢li esperes’ fajtak esetén nagyobb virulenciaval
rendelkeztek. A vizsgalt hazai és kiilfoldi izolatumok is eltéréen viselkedtek, mert kiillonb6z6

tinetek okoztak a kortefajtakon. A hazai izolaitumok nagyobb megbetegitd képességgel
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rendelkeztek, mint a kiilfoldrol szarmazoak. A ’Serres Olivér’, az ’Alexander Lucas’, az
’Eldorado’ és a ’Stossel tabornok’ fajtak mindegyik kiilfoldi izolatummal kevésbé fogékonyak.
A ’Diel vajkorte’, a ’Drouard elnok’ és a *Téli esperes’ fajtdk az Ea96, az Ea329/98, az Eam1 ¢és
az Eam10 izolatumokra szintén kevésbé fogékonyak, mig az Ea47 és az Eam9 izolatumokra
pedig er6sen fogékonyak.

Eredményeink alapjan megéllapithatd, hogy a kiillonb6zé gazdandvényrdl szarmazo
izolatumok eltéréen viselkedtek a kiilonb6z6 kortefajtakkal, ezért fontosnak tartjuk, hogy a
fajtak fogékonysaganak vizsgalatandl ne egy izolatumot, hanem torzskeveréket hasznaljuk.
Fontos szempont még, hogy a fert6zési kisérletek (gyiimolcs) el6tt az izolatumok
virulenciajanak tesztelésekor melyik kortefajtan végezziik el a tesztelést.

Az ellenallosag megitéléséhez elsdsorban a virag rezisztenciajat tartjuk elsddlegesnek, de
sziikségesnek tartjuk, hogy ezek az adatok kiegésziiljenek a hajtas- és gyiimdlcsfert6zés
vizsgalatok eredményeivel is, hogy hozzasegitsenek a minél sikeresebb jovobeli nemesitési

programokhoz.
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4.6 Az izolatumok molekularis vizsgalata

4.6.1 Az Ea-PlumBol, szilvarol szarmazé izolatum 16S rRNS gén

molekularis vizsgalata

PCR vizsgalat

A reakcio eredményeként kb. 1300 bp hossziisaghh PCR-termék keletkezett (42. abra).

1500 bp
1000 bp
750 bp

~1300 bp

500 bp

250 bp

42. abra: Szilvarol szarmazo izolatum (EaPlumBol) PCR analizise
Jelmagyarazat: 1. 1 kB méretmarker, 2. PCR termék, 3. negativ kontroll

Minipreparatum

A hat minipreparatum mindegyikénél a plazmid tartalmazta a kivant hosszusagi PCR
terméket. Az 5-0s szaml klont valasztottuk ki, és szaporitottuk fel a szekvencia

meghatarozasahoz.

Tisztitott, EcoRI enzimmel hasitott plazmid

Az EcoRI enzimmel hasitott rekombinans plazmidbol kiillonb6z6 hosszusagh részlegesen
vagott, ill. egy 600 bp és egy 700 bp hosszusagu teljesen hasitott inzertek vagodtak ki (43.
abra). A szekvencia analizis meger0sitette két ECORI restrikcios enzim hasitohely jelenlétét a

bakterialis szekvenciarészben.
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3000 bp

1300 bp
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43. abra: Ea-PlumBol izolatum hasitott plazmidja

Jelmagyarazat: 1. 1 kb méretmarker, 2. PCR termék, 3. ECORI enzimmel vagott rekombinans
plazmid, a specifikus hasitasi termékeket jeldltiik, méretiik feltiintetésével, a tobbi részlegesen

vagott hasitasi termék

Rokonsdgi kapcsolatok feltarasa

A magyar izolatum (Ea-PlumBol) részlegesen meghatdrozott 16S rDNS nukleotid
szekvencidjat (1323 bazis) elkiildtiik a nemzetk6zi adatbankba, amely az HE610678 hivatkozasi
szamon talalhat6 (10. melléklet).

A nemzetk6zi adatbazisban taldlhaté szekvencidkkal Osszehasonlitottuk a szilvarol
szarmazd izoldtum szekvenciajat. Az Osszehasonlitds alapjan a vizsgalt szakaszon 100%
homolégiat mutatott a szilva izoldtum két masik izolatummal, az fn434113 hivatkozési szamon
talalhaté német izolatummal, amely galagonyardl szarmazik, illetve az th666575 szamu angol
izoldtummal, melynek gazdandvénye az alma. Mig a tobbi vizsgalt izolatumokkal a szilva
izolatum 98-99%-0s homoldgiat mutatott, melyek kiilonb6zé gazdandvényekrol, almardl,
kortérdl, japan kortérél valamint Rubus fajokrol szarmaztak. Az adatok alapjan elkészitettiik a
filogenetika torzsfat (44. abra). A filogenetikai fan megfigyelheté, hogy a szilva izolatum a

legtavolabbi rokonsagban az af289542 azonositasi szamu kanadai izolatummal van, amelyet

85



almardl izolaltak. A szekvenciak homoldgiaja alapjan a Rubus fajokrol szarmazo izolatumok

kiilon csoportot alkotnak. A szilvardl szarmazé izolatumunk kozeli rokonsagot mutat az almarol,

birsrél, kortérdl, valamint diszndvényekrdl szarmazé izolatumokkal.

af289542

907

212

oo 2141892
4311{!‘:;146201
am980507

556,

675

< ayd56710

fj611856
nr041970

ah546196

296088

0,004

594366

Gazdanévény

Malus sp.
Rubus sp.

Rubus sp.

Crataegus monogyna

Prunus domestica
Malus sp.
Cydonia oblonga
Cotoneaster sp.
Pyrus sp.

Pyrus sp.

Pyrus sp.

Pyrus sp.

Malus sp.

44, abra: E. amylovora izolatumok filogenetikai torzsfaja, NCBI adatbanki hivatkozasi
szammal, izolatumok gazdandvényének megjeldlésével, Ea-PlumBol a sajat izolatumunk.

Magyardzat: A vizszintes vonalak az izolatumok egymastol valé genetikai tavolsagat mutatjak, a

fliggbleges vonalak az izolatumok egyezOségét jelzik az eldgazasokig. Az elagazéasoknal

feltiintetett szamok a bootstrap-analizis eredményeit mutatjak, 1000 mintavétel esetén, mely

filogenetikai fa megbizhatosdgat mutatja. A torzsfa alatti skala 4 bazis valtozast mutat 1000

bazisonként.

4.6.2 Az izolatumok pEA29 plazmidjanak molekularis vizsgalata

Munkank soran az Osszes E. amylovora izolatumot vizsgaltunk SSR molekularis

vizsgalat alapjan. A PCR soran az E. amylovora izolatumok pEA29 plazmidjanak ismétlédo

régiojara specifikus pEA29A és pEA29B primerekkel megkozelitdleg 1100 bazispar (bp) hosszu

szakaszat sikertilt felszaporitanunk (45. abra).
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45, abra: Az E. amylovora izolatumok PCR termékeinek gélelektroforézis fotoja
Jelmagyarazat: M DNS-méretmarker, Invitrogen 1Kb méretmarker
(- jelzés a dolgozatban nem szerepld E. amylovora izolatum PCR termékét jelzi)
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A PCR termékek nukleotid szekvenciajat meghataroztuk. A szekvencidkban megtalaltuk
szekvencia ismétlodés), mely alapjan az E. amylovora izolatumok jol elkiilonithet6k egymastol.
Az E. amylovora-ra jellemzé pEA29 plazmid ATTACAGA, ismétlédé szekvencia, analizise azt
kiilfoldi izolatumoknal 5, 7, 12-szer ismétlédik. Az izolatumok dominans populacidja (51%) a 7
¢s 8-szor ismétlodd szekvencia csoportba tartozott. Az Eal9, Ea22, Ea50, Ea80, Ea 47 és az
Eaml izolatumok a legkisebb (5), mig az Ea95 (10) és az Ea329/98 (12) a legnagyobb SSR
szdmmal rendelkezett. A kiilf6ldrél szarmazo izolatumok és a hazai izolatumok eltérd SSR
szammal rendelkeztek. Az E. amylovora izolatumok eltéré SSR szamai azt mutatjak, hogy eltérd
torzseket alkotnak. Az izolatumok izoldlasanak helye, ideje és gazdanovénye nem fligg 6ssze az
ismétlédd régio szamaval (11. tablazat). Erdékességként emlithetd, hogy a 2010 és 2011-ben

izolalt baktériumok SSR szdmai 7 és 8, pedig eltérd helyrdl, gazdandveényrdl szarmaznak.

11. tablazat: Hazai E. amylovora izolatumok jellemz6 tulajdonsagai

Izolatumok Gazdanovény Gyitijtés Izolalas SSR szama
jelolése helyszine éve (ATTACAGA)
Eal9 Cydonia oblonga Poméz 1997 5
Ea22 Crataegus sp. Pécs 1998 5
Ea50 Pyrus x communis Zala 1999 5
’Dr. Guyot Gyula’
Ea80 Pyrus communis Zala 2001 5
Ea47 Malus x domestica USA, Michigan 1999 5)
’Idared’
Eaml Malus domestica Romania, 2009 5
Székelyudvarhely
Eal0 Pyrus communis Sarkad 1997 6
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11. tablazat folytatdasa

Izolatumok Gazdandvény Gyijtés Izolalas SSR szama
jelolése helyszine éve (ATTACAGA)

Eals Cotoneaster dammeri | gy esecaba 1997 6
Eal6 Cotoneaster salicifolius Pécs 1997 5
Ea88 Malus x domestica Ujfehérto 2002 6

’Idared’

Eab Malus domestica Sarkad 1997 7
Eal2 Cotoneaster horizontalis Sarkad 1997 7
Ea26 Pyrus communis Zala 1998 7
Ea60 Malus domestica Erd 2000 7
Ea67 Malus domestica Monostorpalyi 2000 7
Ea70 Cydonia oblonga Monostorpalyi 2000 7
Ea96 Cydonia oblonga Ukrajna, Ungvar 2003 7
Eam8 Cydonia oblonga Budapest 2011 7
Eam9 Cydonia oblonga Szerbia 2011 7

Eam10 Pyrus communis Szerbia 2011 7
Eam2 Malus x adstringens Budapest 2010 8
’Helen’
Eam4 Crataegus sp. Vecsés 2010 8
Eam5 Crataegus sp. Budapest 2010 8
Eam6 Crataegus sp. Debrecen 2010 8
Eam7 Prunus sp. Budaors 2011 8
Ea- Prunus x domestica Budaoérs 2011 8
PlumBol ’Agent’
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11. tablazat folytatasa

Izolatumok Gazdanovény Gyijtés Izolalas éve SSR szama
jelolése helyszine (ATTACAGA)
Ea29 Cotoneaster sp. Budapest 1998 9
Ea3l Pyracantha sp. Budapest 1998 9
Eal Malus domestica Nyarlérine 1996 9
Ea95 Cydonia oblonga Rakoskert 2003 10
Ea329/98 Malus domestica Ausztria, 1998 12
Vorarlberg

Eredményeinket Osszehasonlitottuk az NCBI adatbazisban szereplé Osszes Erwinia
adatbazisban 27 izolatumot talaltunk, melyek kiilonb6z6 orszagokbol szarmaztak és kiilonb6z6

SSR szamokkal rendelkeztek (12. tablazat).

Eredményeinket 6sszehasonlitva az adatbazisban szerepld 6sszes E. amylovora izolatum
szekvenciajaval megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt izolatumok 5-10 SSR szammal
rendelkeznek, mig az NCBI adatbazisban szereplé izolatumok kozott az amerikai 4 (NC-
005706, AF264948), az angol 4 (NC 013972, FN666576) ¢és a német izolatumok (FR719212,
FN434114, NC_013957) 4-5 SSR szammal, tehat kisebb szammal rendelkeznek.

Az adatbazisban 1évd bolgér izolatumok pedig magasabb SSR szdmmal rendelkeznek
(10-13 SSR) a mieinkhez viszonyitva. A bolgar EU725790 izolatum SSR szama (8) megegyezik
az Eam2, Eam4, Eam5, Eam6, Eam7 és EaPlumBol hazai izolatumokkal, illetve az Ea95
izolatum és az EU725787 izolatum szintén azonos SSR szdmmal (10) rendelkezik, mig az
EU725789 11-szer, az EU725791 12-szer, mig az EU725788 13-szor ismétldddé szekvencia

csoportba tartozik.

90




12. tablazat: A nemzetkdzi adatbazisban szerepl6 6sszes Erwinia amylovora izolatum SSR

vizsgalatanak eredménye

NCBI adatbazis Izolatum szarmazasa SSR szama
azonosito (ATTACAGA)
AF264948 USA 4

(McGhee és Jones, 2000)
NC_005706 USA 4

(McGhee és Jones, 2000)
NC_013972 Anglia 4

(Sebaihia és mtsai., 2010)
FN666576 Anglia 4

(Sebaihia és mtsai., 2010)
FR719212 Németorszag 4

(Powney és mtsai., 2011)
FN434114 Németorszag 5

(Smits és mtsai., 2010)
NC_013957 Németorszag 5
(Smits és mtsai., 2010)

EU725787 Bulgéaria 10
EU725788 Bulgéaria 13
EU725789 Bulgéaria 11
EU725790 Bulgéaria 8
EU725791 Bulgaria 12
FN668618 Egyiptom 8
FN668619 Egyiptom 6
FN668620 Egyiptom 8
FN668621 Egyiptom 8
FN668622 Egyiptom 7
FN668623 Egyiptom 8
FN668624 Egyiptom 6
FN668625 Egyiptom 6
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12. tablazat folytatasa

NCBI adatbazis Izolatum szarmazasa SSR szama
azonosito (ATTACAGA)
FN668626 Egyiptom 6
FN668627 Egyiptom 6
FN668628 Egyiptom 4
FN668629 Egyiptom 9
FN668630 Egyiptom 7
FN668631 Egyiptom 6
FN668632 Egyiptom 6

Az egyiptomi vizsgalatok soran kapott eredmények hasonlitanak legféképpen a sajat
vizsgalatainkhoz, hiszen ezek az izolatumok 4, 6, 7, 8, 9 SSR szammal rendelkeznek. Az altaluk
vizsgalat 15 izolatum koziil 1-1 rendelkezett a legnagyobb (FN668629- 9 SSR) és a legkisebb
(FN668628- 4 SSR) SSR szammal, az dsszes tobbi 13 izolatum 6-8 SSR szammal rendelkezett.
Az egyiptomi izolatumok dominans populdcidja a 6-7-szer ismétlodd, mig a mi izolatumaink
tobbsége a 7-8-szor ismétl6dé csoportba tartozik.

Keck és mtsai. (2002) osztrak-magyar kooperacid keretén beliil elvégezték tobb
magyarorszagi és ausztriai E. amylovora izolatumok Gsszehasonlitdé molekularis vizsgalatat a
PEA29 plazmid Pstl fragmentjében talalhaté ismétlodé szakaszokra. Eredményeik Szerint az
osztrak izolatumok dominans populacidjdban (94%) ez a szakasz (ATTACAGA) 10-14-szer
ismétlodik, mig a magyar izolatumok esetében az izolatumok dominans populacidja (75%) a 4-
szer ismétlddd szekvencia csoportba tartozott. A magyar izolatumok alma, korte, birs és
galagonya novényekrdl szarmaztak. Vizsgalatuk sordn meghataroztak tobb magyarorszagi E.
amylovora izolatumot is (Eal6, Eal, Ea3l, Eal0, Ea329/98), melyek a mi kisérletiinkben is
szerepeltek, ahol az Eal (9SSR) és az Eal6 (6SSR) eredményei megegyeznek, mig a tobbi
izolatum esetében kiilonbségeket véltink felfedezni (Keck és mtsai.,, 1997; 2002). A sajat
vizsgalatunk soran az EalO hat, az Ea31 kilenc és az Ea329/98 tizenketté ismétlodo régioval,
mig az osztrak vizsgalatok soran az EalO 6t, az Ea31 hét és az Ea329/98 tizenharom SSR-rel
rendelkezett. A magyar izolatumok Osszességében vizsgalataik szerint alacsonyabb SSR

szammal rendelkeznek, mint az osztrak izolatumok.
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4.7 Uj tudomanyos eredmények

® Magyarorszagon elséként, Europaban masodikként azonositottuk klasszikus ¢és
molekularis bakteriologiai modszerekkel a tiizelhalas korokozojat, az Erwinia

amylovora-t szilvafa (Prunus domestica d’ Agen’) fiatal hajtasarol.

e Magyarorszagon els6ként csoportositottunk 31 Erwinia amylovora izolatumot
tenyészbélyegek alapjan kiilonboz6 taptalajokon.

® Magyarorszagon elséként jellemeztiikk és soroltuk csoportokba az Erwinia amylovora
izolatumokat szénhidrat hasznositasuk alapjan.

e Uj adatokat szolgaltattam 4 kiilonboz6 bakteriofag a tiizelhalds kérokozéjara gyakorolt
eltérd hatasarol in vitro koriillmények kozott.

e Munkam soran 0j adatokat szolgaltattam 31 Erwinia amylovora izolatum virulenciajarél

¢és a gylimolesok érzékenységérdl 7 régi kortefajta esetében.

® Magyarorszagon elséként jellemeztikk 31 Erwinia amylovora izolatum pEa29 plazmid
Pstl fragmentjének ismétlédo régiojat (SSR), valamint ezeket Gsszevetve a nemzetkozi
adatbazisban szereplé referencia izolatumokkal, feltérképeztik ezek rokonsagi

viszonyait.
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5. KOVETKEZTETESEK

Az Erwinia amylovora gazdanovénykorében nem taldltunk eltérést az irodalmi
adatokhoz képest. A tilizelhalas korokozojat, az E. amylovora-t 2010-2011 kozott tobb
gazdandvény hajtasarol sikeresen azonositottuk. 2011 nyaran, Budaoérson, fiatal szilvafa
hajtasarol sikeresen izolaltuk az Erwinia amylovora-t. Eddig a tlizelhalas szilvan torténé
természetes fert6z6désérdl az irodalmak alapjan csak az USA-ban (Mohan és Thomson, 1996;
Mohan ¢és Bijman, 1998; Mohan, 2007) és Németorszagban (Vanneste és mtsai., 2002)
szamoltak be. A korokozé Prunus gazdandvényen valé magyarorszagi megjelenésérdl a hazai
irodalomban még nincsenek adatok. Viszgalataink sordn az irodalomtodl eltérd tiinetekkel nem
talalkoztunk (van der Zwet és Keil,1979).

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

Bereswill és mtsai. (1998) alapjan a King-B, Miller-Schroth, Kado-Heskett, Crosse-
Goodman taptalajok alkalmasak az E. amylovora tenyésztésére és mas fajoktol vald
megkiilonboztetésre, illetve fajok kozotti kiilonbségek kimutatasara.

A korokozd izolatumainak tenyészetei megegyeznek a szerzOk altal leirtakkal. A
korokozo tenyészete King-B tiptalajon folyos, tejszerli, mukoid, krémszinii, mely taptalajon
egységes koloniakat képez, amely eredménnyel eltéréseket az irodalmi adatoktél nem
tapasztaltunk (King és mtsai, 1954). Miller-Schroth taptalajon minden Erwinia faj képes
novekedni, tenyészetiik narancssarga szinfi, attetsz6 udvarral, mely eredmények egybevagnak az
irodalmi adatokkal (Miller és Schroth, 1972). Kado-Heskett taptalaj (Kado és Heskett, 1970)
kimondottan Erwinia fajokra szelektiv, melyen piros-narancssarga szinii koloniakat képez; mig
Crosse-Goodman taptalaj (Crosse és Goodman, 1973) kifejezetten E. amylovora-ra szelektiv,
ahol novekedésiik soran a koloniak feliiletén jellegzetes kraterek alakulnak ki. A Crosse-
Goodman taptalajon kialakult koloniak alapjan kiilonbségeket tudtunk tenni az izolatumok

kozott. Holt-Harris és Teaque (1916) leirasa szerint az Eosin Methylene Blue agar taptalajon a
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baktérium tenyészete kiemelkedd, sima feliiletli, ép sz€ll, mely a laktozt, szacharozt bonto €s
nem bontd baktériumok kozott tesz kiilonbséget. Ezeket bontd baktériumok vilagos, attetszd
sz¢Ili, fekete kozepl koloniat képeznek, mig a laktozt, szacharézt nem bontdak szintelenek.
Eredményeink az izolatumok 0sszehasonlitd vizsgalata soran alatamasztja ezt a megallapitast.

Az API 20E kit eredményei alapjan az altalunk vizsgalt izolatumok pozitiv reakcidkat
adtak a B-galaktozidaz, citrat hasznositasra, acetoin termelésre valamint gliilkoz, mannit, szorbit,
szachardz, melibidz, arabinoz vizsgalatokban és oxidaz-teszt soran is, mely eredmények
egybevagnak Hevesi (1996) megallapitasaival.

Az APl 50CH kit vizsgalatnal G6sszehasonlitottuk az E. amylovora izolatumokat. Az
Osszes izolatum hasznositotta 48 ora elteltével az L-arabindzt, ribozt, galaktozt, gliikkozt,
fruktozt, mannitolt, szorbitolt, N-acetil-gliikozamint, szachardzt, trechaldézt és a gentobiozt.
Ezeken felil még 11 szénhidratot (glicerol, D-xildz, manndz, inozitol, amygdalin, arbutin,
szalicin, cellobidz, raffin6z ¢és D-fukdz) eltérd moddon hasznositottak, melyek alapjan
kiilonbségeket lehetett tenni az izolatumok kozott. A hazai és kiilfoldi izolatumok kozott,
melyek eltéré helyrdl, évbol és gazdanovényrdl szarmaznak, eltérések vannak a biokémiai
vizsgalatok alapjan. Hevesi és mtsai. (2004%) kisérletiik sordn ,,mii-nektart” vizsgaltak.
Meghataroztdk az Eal izoldtum szaporodasahoz kevésbé fontos szénhidratok hasznositasat is,
melyhez API 50CH gyorstesztet hasznaltak. Eredményeiket 20-26, 64 és 166 ora elteltével
értékelték, mely alapjan megkiilonboztettek ,,nem hasznositott”, ,,lassan és alig hasznositott”,
»lassan ¢€s teljesen hasznositott”, ,,gyorsan ¢€s teljesen hasznositott” szénhidrat csoportot.
Vizsgalatuk soran az Eal izolatum 24 szénhidratot hasznositott és 25-6t egyaltalan nem. A sajat
kisérletiink soran is az izolatumok kozott szerepelt az Eal izolatum. Az API tesztet mi 24 és 48
ora elteltével értékeltiik, a gyartd utasitasait kovetve, mely esetben mi is elkiilonitettiink ,,nem
hasznositott” €s ,hasznositott” szénhidrat csoportokat. Az Eal izolatum esetében hasonld
eredményeket kaptunk, bar néhany szénhidrat hasznositasa soran eltéréseket tapasztaltunk.
Hevesi és mtsai. (2004%) eredményeihez képest, kisérletiinkben az Eal izolatum hasznositotta a
D-xylozt, melibidozt is, mig nem hasznositotta az amygdalint, arbutint, szalicint, inulint,
raffindzt, keményitét, D fukozt, eszkulint és az a-metil-D gliikozidot. Vizsgalatunkban az Eal
izolatum 48 ora elteltével 32 szénhidratot egyaltalan nem, mig 17 szénhidratot hasznositott. A
kiilonbségek kovetkezhetnek az eltérd iddpontokban torténd értékelés miatt.

Az APl tesztek hozzajarulnak az izolatumok biokémiai tulajdonsagainak

meghatarozasdhoz, jellemzéséhez. Az API S0CH kit alapjan pedig kiilonbségeket lehet tenni az
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izolatumok kozott. Eredményeink megegyeznek az irodalmi adatokkal (Percival, 1961), hogy a
nektar meghatdroz6 cukor komponenseit (fruktoz, gliikkdz, szachar6z) mindegyik izolatum
hasznositotta. Ezek mellett méas cukrok hatdsair6l, mint a malt6z, melobidz és raffin6z, melyek
eléfordulnak szamos Rosaceae csalddba tartoz6é novényfajok nektarjaiban, nem all elegendd
adat rendelkezésiinkre (Percival, 1961), melyeket vizsgalataink soran meghataroztunk.
Valészinlileg a szénhidrattartalom jelentds szerepet jatszhat az Erwinia amylovora
viragfertézésében.

Irodalmi adatokat megerdsitve, a kiilonféle bakteriofagok eltéré mértékben reagalnak a
kiilonb6z6 E. amylovora toérzsekkel. Nem allapithatdo meg az, hogy az almardl izolalt fagok csak
az almarol izolalt E. amylovora izolatumot képesek lizalni vagy, hogy a birsrél szarmazo
fagokra érzékenyebbek lennének a birsrdl szarmazo izolatumok. A bakteriofdgok specifitdsa
szelekcios nyomas nem olyan mértékdi, hogy egy adott fag csak egy adott E. amylovora
izolatumot legyen képes lizalni. Tobb vizsgalatban is tapasztaltak, hogy az E. amylovora
izolatumok t6bb fagra is érzékenyek voltak egyidejlileg (Jones és Schnabel, 2000; Miiller és
mtsai., 2010; Kolozsvari Nagy és mtsai., 2012), melyet a kisérletiink is bizonyitott.

A szakirodalomban az éretlen gyliimodlesok fertézédésére kevés figyelmet forditottak, de
a fert6zott gylimolcs is fertdzési forrassa valhat a szallitassal, ezért fogékonysaga szintén a fajta
értékmérd tulajdonsdgai kozé tartozik. A fajtak fogékonysagarol az irodalomban mind a
hajtasok, 1illetve mind a viragok ellenallosagat vizsgaljak, azonban a gylimolcsok
fogékonysagarol csak egy irodalmat talaltam (Paulin és mtsai., 1990). A kortefajtak Erwinia
amylovora fogékonysaganak vizsgalataira hazank eltéré Okologiai koriilményei miatt sajat
vizsgalatokra is sziikség van. 1999 6ta folyamatos nemesitési program ¢€s kutatdémunka folyik a
Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomanyi Kar, Gyiimolcstermé Novények Tanszeékén
hazai alma- és kortefajtak E. amylovora baktériummal szembeni fogékonysagara illetve
rezisztenciajara. Ennek a programnak része volt, hogy a torténelmi kortefajtakat fogékonysagi
kategoridkba soroltak hajtas, virag valamint érett €s éretlen gyiimolcsok inokulacios vizsgalatai
alapjan, amelyekhez harom izolatumbol allo baktérium torzskeveréket hasznaltak (Toth és
mtsai., 2004; Honty és mtsai., 2004, 2006; Honty, 2011).

Honty (2011) kidolgozta a gyiimdlcsok fertdzésének modszerét, ahol a kiilsd
sériiléseken at torténd fert6zést imitaljak (szhrassal torténd inokulacid), mig Paulin és mtsai.

(1990) mas modszerrel végezte a gyiimdlcsok fertézését (gyiimolesszeleteket az E. amylovora
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szuszpenzioba martja), ahol megneheziti az értékelést, hogy a korteszeletek konnyebben
fert6z6dhetnek masodlagosan (Honty, 2011). Honty (2011) moddszerét jobbnak tartjuk és az
alapjan végeztiik a fajtak fogékonysaganak €s az izolatumok virulencidjanak vizsgalatat.

A kortefajtak fogékonysagat vizsgalva megallapitottuk, hogy a ‘Téli esperes’, a ‘Drouard elnok’
igen erésen fogékonynak, az ‘Eldorado’, ‘Serres Olivér’, és a ‘Diel vajkorte’ kdzepesen, mig az
‘Alexander Lucas’ és a ‘Stossel tabornok’ csak kevésbé fogékonynak bizonyult a tiizelhalassal
szemben. Korabbi vizsgalatokban Honty (2011) ugyanilyen eredményeket kapott az ‘Eldorado’
fajta esetében.

Vizsgalataink szerint a kortefajtdk az egyes izolatumokkal szemben eltéréen viselkedtek,
igy nem volt megallapithatd, hogy mely izoldtumok rendelkeznek nagyobb megbetegitd
képességgel, pl. az Eal0, 19 és 29 izolatumok igen erds tiineteket okoztak a ’Drouard elnok’
fajtan a tobbi izoldtummal Osszehasonlitva, ugyanakkor mas kortefajtakon nem ezek az
izolatumok okoztak a legsulyosabb elvaltozasokat. Az EaS0 izolatum csak az *Eldorado’ fajtanal
nem volt virulens. Ebb6l adoédoan, hogy az izolatumok eltéré virulenciat mutatnak a kiilonboz6
kortefajtakon, fontos a fajtak gytimolcseinek fogékonysag vizsgalatainal torzskeveréket (Toth és
mtsai., 2004; Honty és mtsai., 2004, 2006; Honty, 2011) hasznalni, hogy megbizhato
eredményt kapjunk a fajtak fogékonyséaga tekintetében.

Paulin és mtsai. (1990) kisérletikben megallapitottak, hogy az altaluk vizsgalt
gyimolcsok fogékonysaga nagyban eltér a gylimolcsdsben tapasztalhaté hajtds- €s
viragfogékonysagtol, melyet Honty (2011) is alatamaszt, mert tobb fajta ("Packham’s Triumph’,
"Pap korte’) esetében tapasztalta, hogy a laboratoriumi koriilmények kozott végzett hajtas- és
viragfertézések alapjan nagyon fogékonyak, mig az éretlen gylimolcsok fertézése soran pedig
mérsékelt rezisztenciat mutattak. Thibault és mtsai. (1989), valamint Le Lezec és mtsai.
(1998) megallapitottak, hogy a vizsgalt fajtak kiilonb6z6 szervei (hajtas, virag, gyltimolcs) koziil
az egyik az adott évben mérsékelt rezisztenciat, majd késébb nagyfoku fogékonysagot mutatott,
masrészt pedig a legtobb fajtandl az egyes szervek az inokuldcié hatdséra eltérd moddon
reagaltak. A vizsgalt szerv a kiillonbozd években eltérd modon viselkedett a fert6zés hatisara a
legtobb esetben (Honty, 2011).

A molekuldris vizsgélatok soran vizsgaltuk a 16S rRNS-t kddolod gén bazissorrend;jét,
valamint az E. amylovora-ban megtalalhaté pEA29 plazmid nukleinsav szekvencia részletét.

A szilvardl, hazénkban 1j gazdandvényrdl izolalt korokozo esetében a 16S rRNS gén

vizsgalat soran PCR technika segitségével 1300 bp hosszusagu PCR termék keletkezett, mely
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szekvencidjat meghataroztattuk. Az Osszehasonlitds alapjdn a vizsgalt szakaszon 100%
homologiat mutatott a szilva izolatum (EaPlumBol) a német (FN434113) galagonyardl és az
angol (FN666575) almarol szarmazé izolatumokkal, mig a tobbi izolatummmal (alma, korte,
japan korte, Rubus fajok) a hasonlosag 98-99 %-os.

primerekkel megkozelitdleg a PCR soran 1100 bp hosszu szakaszt sikeriilt felszaporitanunk
(Geider, 2005). A PCR termék nukleotid szekvenciajat meghataroztuk. A szekvencidkban
megtalaltuk a pEA29 plazmid ismétlddo régidjat (ATTACAGA), az SSR-eket. A hazai torzsek
populacidja (51%) a 7 és 8-szor ismétl6dé szekvencia csoportba tartozott.

Keck és mtsai. (2002) osztrak-magyar kooperacio keretén beliil elvégezték tobb
magyarorszagi és ausztriai E. amylovora izolatumok Osszehasonlité molekularis vizsgalatat a
izolatumok dominéns populdcidjaban (94%) ez a szakasz (ATTACAGA) 10-14-szer ismétlddik,
mig a magyar izolatumok esetében az izolatumok dominans populacidja (75%) a 4-szer
ismétlddd szekvencia csoportba tartozott. A magyar izolatumok alma, korte, birs és galagonya
novényekrdl szarmaztak. Vizsgalatuk soran vizsgaltak tobb magyarorszagi E. amylovora
izolatumot is (Eal6, Eal, Ea31, Eal0, Ea329/98), ahol az Eal 9 SSR-t és az Eal6 6 SSR-t
tartalmazott, mely eredményekkel egybevagnak a mi vizsgalataink tapasztalatai, mig a tobbi
izolatum esetében kiilonbségeket talaltunk (Keck és mtsai., 1997; 2002). A sajat vizsgalatunk
soran az EalO hat, az Ea31 kilenc és az Ea329/98 tizenkettd ismétlddd szekvenciaval, mig az
osztrak vizsgalatok soran az EalO 6t, az Ea 31 hét és az Ea329/98 tizenharom SSR-rel
rendelkezett. A magyar izolatumok alacsonyabb SSR szammal rendelkeznek. A hazai
izolatumok dominéns populécidja a 7-8-szor ismétlddd csoportba tartozik.

Ruppitsch és mtsai. (2004) kisérletei alapjan megallapithato, hogy a kiilonb6z6
gazdandvényekrdl (alma, korte, tliztovis) szarmazo izolatumok eltéré6 SSR-eket (3-14 SSR)
tartalmaznak, melyet Geider (2005) is alatamaszt azzal, hogy galagonyar6l szarmazo két
kiilonb6z6 izolatum eltér6 SSR szammal rendelkezett. Vizsgalatunk soran mi s
megallapitottuk, hogy a kiillonb6z6 gazdandvényekrdl szarmazd izoldtumok SSR szadmai
kiilonbozdek. Az almarol szarmazo izolatumok 5-9 és 12 ismétlddod régidval, kortérdl szarmazod
izolatumok 5-7 SSR szammal, a disznovényekrdl (tliztovis, madarbirs) szarmazd izolatumok

pedig 6, 7, 9 SSR szdmmal, mig a birsrél szarmazd izolatumok tobbsége 7, de van, amelyik 5 és
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10 ismétlodo régioval rendlkezett. A Prunus fajokrdl szarmazo, 2011-ben izoldltuk mindkét
izolatum SSR szama megegyezik.

Ruppitsch és mtsai. (2004) vizsgaltak az E. amylovora SSR egységeinek stabilitasat
standard laboratoriumi és stressz koriilmények kozott. Kisérletiikben vizsgéltak olyan
izolatumokat (295/93, 674/94), melyeket 4 évvel azel6tt is vizsgaltak mar, és SSR szamaik
megegyeztek, amelyeket részben mi is aldtdmasztunk az Eal és az Eal6 izolatumok esetében
(Keck és mtsai., 2002). Ruppitsch és mtsai. (2004) azt valdésziniisitik, hogy az izolatumok
SSR szamai stabilak természetes koriilmények kozott hossza éveken at, esetiikben az 1993-bol
izolaltak a 2003-ban izolaltakkal megegyeznek, valamint 0k stressz koriilmények koézott sem
tapasztaltak kiilonbségeket. Ruppitsch és mtsai. (2004) valamint Geider (2005) felhivja a
figyelmet arra, hogy az SSR technika hatranya lehet, hogy az SSR szamok kis mértékben, de
valtozhatnak (Jock és mtsai., 2003), mégpedig a DNS szintézis soran a szalak illeszkedése
elcsuszhat, valamint stressz is valthat ki ilyen valtozésokat. Eredményeink alapjan mi is
tapasztaltunk a hazai és az osztrak (Keck és mtsai, 2002) izolatumok (Eal0, Ea31l, Ea329/98)
vizsgalata soran az SSR szamok kozotti kiillonbségeket.

Az SSR adatok sokkal jobban reprodukalhatok, mint mas tipusba sorolasi modszerek
(Van Belkum és mtsai., 1998; Van Belkum, 1999). Végiil bebizonyosodott, hogy az SSR
egységek megfelelnek a genetikai marker feltételeinek (Van Belkum és mtsai., 1998).
Ruppitsch és mtsai (2004) eredményeik soran megallapitottdk, hogy néhany izolatum
esetében, ahol az SSR szamok eltéréek voltak, az E. amylovora izolatumok diverz populaciohoz
tartoztak. Eredményeik is ezt valosziniisitik, hogy a hazai izolatumok eltéré torzseket alkotnak,
melyek egy valtozatos populaciohoz tartoznak.

Geider (2005) szerint az SSR szam szolgalhat arra, hogy torzseket kiilonitsenek el, bar
maga a novénybdl vald izoldlas kockazatot jelenthet (pl.: patogenitids vizsgalat soran), mert
eredményezhet SSR szadm valtozast. Az SSR szdmok hasznalata a torzsek elkiilonitésére egy
szlikebb teriileten alkalmas lehet, de ez egy gyorsan valtozé tulajdonsag (evolucios 1éptékben
vizsgalva). Feltételezik, hogy azokban az orszagokban, ahol a korokozo6 korabban jelent meg és
évtizedek oOta jelen van ott az SSR gyakran 6 és az alatti, mig azokban az orszagokban, ahol a
korokoz6 csak késébb terjedt el az izoldtumok 6 vagy még magasabb SSR szdmmal
rendelkeznek. Anglidban (1957), ahol Eurdpaban elséként irtak le a korokozod megjelenését,
Németorszagban és Lengyelorszagban (1966-1970), valamint Egyiptomban (1967) izolalt

torzsek alacsonyabb SSR szammal rendelkeznek, mint az 1990-es években, mas orszdgokban
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(Bulgaria, 1990; Ausztria, 1995; Magyarorszag, 1996) izolaltak. Eredményeink is meger6sitik
ezt a megfigyelést, mert a vizsgalatunk soran a hazai izolatumok tobbsége 7-8 SSR szdmmal, az
osztrék izolatumok magasabb 10-14 SSR szammal, a bolgér izolatumok 8-10-11-12-13 SSR
szammal, mig a német (4), angol (4), egyiptomi (4, 6, 7) és amerikai (4, 5) izolatumok, ahol a
korokozo korabban jelent meg, ténylegesen alacsonyabb SSR szammal rendelkeznek. A sajat
vizsgalatainkhoz az egyiptomi vizsgalatok eredményei hasonlitanak a legjobban, mely
feltételezi, hogy hazankba a korokozo Egyiptombdl, a déli orszagok feldl terjedt el, mivel az
eurdpai igen gyors elterjedése a korokozonak két irdnybol, Angliabol és Egyiptombol indult
(van der Zwet, 1996).

Az SSR (ATTACAGA-nukleotidokbol allo ismétlédod régio) vizsgalat gyors és megbizhatd
modszernek bizonyult az Erwinia amylovora izolatumok azonositasara, jellemzésére, mint
ahogyan ezt Van Belkum és mtsai. (1998) és Van Belkum (1999) is emlitik. A molekularis
azonositds mindenképpen sziikséges a klasszikus bakteriologiai modszerek kiegészitésére,
hiszen a kiilonb6z0 vizsgalatok eredményei (tenyészbélyegek, szénhidrat hasznositas,
virulencia) nem bizonyulnak mindig alkalmasnak a kiilonbségek kimutatasara, valamint a
torzsek elkiilonitésére. Az SSR vizsgalat alkalmazhaté a fajok kozotti kiillonbségek
kimutatdsara, a torzsek elkiilonitésére, mégha néhany esetben tapasztaltuk egyes izoldtumok
SSR szamanak eltérését, mint ahogyan ezt Ruppitsch és mtsai. (2004), valamint Geider (2005)
is publikacidjukban emlitik.
alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a populacio eltérd torzsekbol all, melyet a
molekularis vizsgalat eredményei IS alatamasztanak. A tenyészbélyegek, biokémiai
tulajdonsagok, virulencia és molekularis vizsgalat (SSR) alapjan t6bb kisebb csoportot tudunk
elkiiloniteni az izolatumok kozott, de a csoportokba nem ugyanazon Ea izolatumok tartoznak.
Ez a hazai torzsek diverzitasat mutatja. Az Osszes vizsgalat soran az Eal, Ea67, Eal2, Eal5,
Eal6, Ea26, Ea31 izolatumok, valamint az Eam2, Eam4, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9 izolatumok
legtobbszor egy-egy csoportot alkotnak. Az elsd csoportba tartozoak 1996 és 1998 kozott lettek
izolalva, mig a masik csoportba tartozoak 2009-2012 ko6zott, melyek 6-7-8-9 SSR szammal
rendelkeznek. Az Eal2, Eal5, Eal6 izolatumok Cotoneaster sp. novényekrdl szarmaznak. Az
Ea67 izolatum a kortefajtakon erésen virulens, de bakteriofag érzékenység vizsgalat soran ez az
egyetlen izolatum, amely két faggal (H4B, H8) szemben is rezisztensnek bizonyult. Az Eal

izoldtum a kortefajtdkon szintén erdsen virulens, mig mind a négy faggal homalyos plakkot
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képzett. Az Eam7 ¢és az EaPlumBol izolatumok eltéré tenyészbélyeggel rendelkeznek a
szelektiv taptalajokon, de biokémiai, bakteriofag érzékenység, virulencia és a molekularis
vizsgalat (SSR) eredményei alapjan megegyeznek, mindig ugyanazon csoportba tartoznak. Az
Eam7 ¢és az EaPlumBol izoldtumokat 2011-ben izoldltuk és Prunus fajokrél szarmaznak.
Momol és mtsai. (1997) vizsgaltdk kiilonboz6 gazdandvényekrdl, kiillonboz6 foldrajzi
helyekrél izolalt 16 E. amylovora torzs genitikai diverzitasat. Megallapitottak, hogy a
Maloideae alcsalad novényeirdl izolalt Ea izolatumok egy csoportot képeznek, mig a Rosoideae
alcsaladba tartoz6 Rubus-okrol szarmazoak egy masodik csoportot alkotnak. A szilva izolatum
16S rRNS gén molekularis viszgalata is alatamasztja, hogy a Rubus fajokr6l szarmazo
izolatumok a szekvencia alapjan 100% homologiat mutatnak és a filogenetikai torzsfan kiilon
agon helyezkednek el. Feltételezhetd, hogy a Prunus fajokrdl szarmazé izolatumok is egy kiilon

csoportot képeznek, bar ehhez tobb izolatum vizsgalata szilikséges.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az almatermésti novényfajok legrégebbi ¢és legveszélyesebb betegségét, az un.
,.tlzelhalast” az Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. nevii baktérium okozza, mely
Magyarorszagon zarlati (karantén) karositd. A tlizelhalas elnevezés egyértelmiien utal a
koérokozo altal okozott perzseléses, égésszerii tiinetekre. A Rosaceae csaladon belil 40
nemzetségbe tartozd 200 novényfaj tekinthetd a baktérium gazdandvényének. Gazdasagi
szempontbol a legfontosabb gazdandvényei: Pyrus, Malus, Cydonia, Eryobotria, Cotoneaster,
Crataegus, Pyracantha, Photinia és Sorbus fajok. A kérokozo megjelenését az elmult években
egyre tobb 1j gazdanovényrol publikaltak. A vilag mintegy 40 orszagaban eléfordul. A kérokozd
Amerikdban dshonos, Eurdépaban 1955-ben (Anglia) jelent meg, majd fokozatosan terjedt észak-
kelet, kelet felé. Magyarorszdgon a korokozot €s tiineteit eldszor 1995 telén észlelték Nyarldrine
térségében almafiakon. Megjelenése oOta évrol-évre eléfordul €s a baktérium szamara optimalis
id6jarasi feltételek (meleg, paras) esetén az okozott kar igen jelentOs.

1996 6ta szamos hazai és kiilfoldi Erwinia amylovora izolatum all rendelkezésiinkre,
mely megtalalhatd a Budapesti Corvinus Egyetem Génbankjaban, melyek koziil 21-et
valasztottunk a kisérletiinkhoz, melyek kiilonb6z6 helyrdl, évbol és gazdandvényrdl szarmaznak.
Valamint 6sszesen 10 Erwinia amylovora izolatumot izolaltam 2009 és 2011 kozott termesztett
gylimolcsokrdl és disznovényekrdl. Munkdnk sordn a fentiek tiikrében célul tliztiik ki az E.
amylovora populacio jellemzését kiilonbozé tulajdonsagok (tenyészbélyegek, biokémiai
tulajdonsagok, bakteriofag érzé¢kenység, virulencia, genetikai tulajdonsagok) alapjan klasszikus
¢és molekularis modszerekkel.

Az E. amylovora izolatumokat a kiilonbozé gazdandvényekrdl sikeresen izolaltuk, majd
tiszta tenyészetet allitottunk eld. Ezek utdn sikeresen elvégeztiik az alapvetd biokémiai és
fiziologiai tulajdonsdgok meghatarozasat. Az izolatumok Gram-negativak és dohanyndvényen
hiperszenzitiv reakciot okoztak. Patogenitds vizsgéalatuk soran sikeresen fertézték a korte
gyiimolcsoket. Biokémiai tulajdonsagaikban az APl 20E esetében megegyeznek az E.
amylovora faj leirt tulajdonsagaival.

Magyarorszagon elsoként azonositottuk az E. amylovora korokozot 0j gazdandvényrol,
szilvarol (Prunus domestica d ’Agen’). Ennek az izolatumnak a klasszikus bakteriologiai

moddszerek mellett meghataroztuk a 16S rRNS-t kodolé DNS szakaszanak nukleotid sorrendjét.
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A magyar izolatum (Ea-PlumBol), mely az NCBI adatbazisban a HE610678 nyilvantartasi
szamon talalhatod, rokonsagi viszonyainak elemzésénél megallapitottuk, hogy legkozelebbi
rokonsagban egy német és egy angol izolatummal all. A patogenitasi tesztben korte gytimolcsot,
szilvaterméseket és fiatal szilvahajtasokat inokulaltunk, melyek erdsen fert6zodtek. A korokozod
klasszikus és molekularis azonositasa és a patogenitas igazolasa utan bizonyitottuk, hogy a szilva
uj gazdandvénye a korokozonak Magyarorszagon, hiszen az irodalmak alapjan az USA-bol,
Européban pedig csak Németorszagbol kozolték.

Az Osszes 31 vizsgalatba vont E. amylovora izolatumot elészor tenyészbélyegek alapjan
(altalanos és szelektiv taptalajokon) hasonlitottuk 6ssze. A King-B, a Miller-Schroth és a Kado-
Heskett taptalajokon nem tudtunk kiilonbségeket tenni az izolatumok kozott. A Crosse-Goodman
¢s az Eosine Methylen Blue agar pedig alkalmas a fajon beliili csoportositasra.

Az izolatumokat Osszehasonlitottuk szénhidrat hasznositds alapjan, melyhez API 50CH
gyorstesztet hasznaltunk. A 49 kiilonb6zé szénhidratbél mindegyik izoldtum 11 félét
hasznositott és 27-et egyaltalan nem a reakcioidd (48 h) végére. Az Gsszes izolatum esetében
hasznositott 11 szénhidrat kozott szerepeltek az E. amylovora szaporodasanal igen fontos és
meghataroz6 komponensek: gliikkoz, fruktdz, szahardz és szorbitol. Ezen feliil pedig még volt 11
kiilonb6z6 szénhidrat, melyet az izolatumok eltéréen hasznositottak. A 49 féle szénhidrat
hasznositas soran kiilonbségeket fedeztink fel a kiilonbozd gazdandvényrél szarmazd
izolatumok kozott, amely feltételezi, hogy nem egy torzsbe tartoznak, valamint alkalmas a fajok
kozotti kiilonbségek kimutatasara.

Megvizsgaltuk négy kiilonboz6 bakteriofag hatasat is mind a 31 kiilonboz6é E. amylovora
izolatumra laboratoriumi koriilmények kozott. Az eredmények kiértékelését a plakk-morfologia
alapjan végeztiik, vizualis vizsgalattal. A fagok az izolatumokkal tiszta, homalyos plakkokat
vagy egyaltalan nem képeztek plakkokat. A tiszta plakkokat képzd fagok teljesen lizaltdk az
izolatumokat, mig a homalyos plakkot képzOk nem képesek teljes mértékben lizalni az
izolatumokat. Két eset kivételével a bakteriofagok képesek voltak megfertézni az E. amylovora
izoldtumokat, de tobb esetben hoztak létre homalyos plakkot, mint tisztit. Osszesen egy
izoldtumra bizonyult hatdsosnak mind a négy fag (Ea96). Két mintaban talaltunk harom fagtol is
tiszta plakkot (Eal5, Ea70). Legkevésbé fogékonynak az Eal; Ea6; Ea 329/98; Eaml; Eamb5;
Eam7 és EaPlumBol izolatumok bizonyultak. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a
hazai fag izolatumok képesek lizalni a kiilonboz6 gazdandvényekrdl szarmazo E. amylovora

izolatumokat taptalajon, bar egy-egy E. amylovora izolatumnak nagyon eltéré lehet az
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érzékenysége a kiilonbozo fagokra. Ugyanazon faggal ugyanolyan plakkot képz6 izolatumok
azonos csoportba, lizotipusba sorolhatoak, tehat a bateriofag érzékenység alapjan szintén
kiilonbségeket lehet tenni az izolatumok kozott.

Az 0sszes E. amylovora izolatum virulenciajat értékeltiik 7 régi kortefajta gyiimolcsein
kialakult foltok méretébdl, fertdzési skala alapjan. Az Eal0, az Eal9 és az Ea29 izolatumok igen
erOs tiineteket okoztak a ’Drouard elnok’ fajtan, mig a tobbi fajtan nem ezek az izolatumok
okoztdk a legstulyosabb elvaltozdsokat. Azonban van néhany izoldtum, amely mindegyik fajta
esetében erdsen virulensnek (Eal, Ea67) és kevésbé virulensnek (Eam7, Eam10, EaPlumBol)
bizonyult. A fajtak tobbségében nagyobb virulenciaval nem a kortérél szarmazo izolatumok
rendelkeztek, hanem az almarol, birsr6l szarmazoak. Kisebb virulenciaval rendelkeztek a
Prunus fajokrol szarmazé izolatumok. A virulencia alapjan kiilonbségeket lehet tenni az E.
amylovora izolatumok kozott. A kortefajtakon kialakult foltok atméréje alapjan pedig
meghatarozhatjuk a kiilonboz6 kortefajtak tiizelhalds fogékonysagat is. Eredményeink alapjan a
‘“Téli esperes’, a ‘Drouard elnok’ igen erésen fogékonyak, az ‘Eldorado’, ‘Serres Olivér’, és a
‘Diel vajkorte’ kozepesen, mig az ‘Alexander Lucas’ és a ‘Stossel tdbornok’ csak kevésbé
fogékonynak a tlizelhalassal szemben. Az eredmények azt bizonyitjak, hogy nem mindegy, hogy
milyen kortefajtan ellendrizziik az izolatumok virulencidjat a fertézések elvégzése elétt, mivel a
fajtak fogékonysaga eltérd. Valamint a fert6zési kisérletek soran az izolatumok eltérd
virulencigja miatt, lényeges, hogy torzskeveréket hasznaljunk.

Minden izolatum esetében az E. amylovora-ra specifikus primerek segitségével
megsokszorozott nukleinsav szakasz (PCR termékek) nukleotid szekvenciajat meghataroztuk. A
repeat, rovid szekvencia ismétlédés), mely alapjan a hazai E. amylovora izolatumok és a
nemzetk6zi NCBI adatbazisban 1évé E. amylovora izolatumok jol elkiilonithetéek egymastol.
Az E. amylovora-ra jellemzd pEA29 plazmid ATTACAGA (ismétlédé kopiaszamanak)
szakasz 5-10-szer ismétlédik. A hazai izolatumok tobbsége a 7-8 szor ismétlddé szekvencia
csoportba tartozik. Az SSR vizsgalat alkalmas az E. amylovora izolatumok kozotti egyes torzsek
elkiilonitésére. Eredményeink alapjan a hazai E. amylovora izolatumok kozott kiilonbségeket
tudtunk tenni, mely alapjan megallapitottuk, hogy egy valtozatos E. amylovora eltérd torzsekbol
alloé populaciot alkotnak, ahol a gazdandvény, a foldrajzi hely, valamint az izolalas éve, nem

fligg 6ssze az izolatumok SSR szdmaival.
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cres

alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a populacio eltéré térzsekbdl all, melyek nagy
diverzitast mutatnak. Az Eam7 és az EaPlumBol izoldtumokat 2011-ben izolaltuk és Prunus
fajokrol szarmaznak, melyek eltérd tenyészbélyeggel rendelkeznek a szelektiv taptalajokon, de
biokémiai, bakteriofag érzékenység, virulencia és a molekularis vizsgalat (SSR) eredményei
alapjan megegyeznek, egy csoportot alkotnak. Feltételezhetd, hogy a Prunus fajokrol szarmazo
izolatumok az Erwinia amylovora egy kiilon csoportjat (rasszat) alkotjak, bar ehhez tobb

izolatum Gsszehasonlitd vizsgalata sziikséges.
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7. SUMMARY

The oldest and most dangerous disease of pome fruits, the fire blight is caused by the so-
called Erwinia amylovora bacteria, (Burrill) Winslow et al., which is a quarantine pathogen in
Hungary. The term ‘fire blight’ clearly indicates the symptoms of burning caused by the
pathogen. Within the Rosaceae family, 200 plant sorts belonging to 40 genera can be considered
host plants for the bacterium. Major host plants from an economic viewpoint: Pyrus, Malus,
Cydonia, Eryobotria, Cotoneaster, Crataegus, Pyracantha, Photinia and Sorbus sorts. The
appearance of the pathogen has been published for an increasing number of new host plants in
the recent years. It occurs in ca. 40 countries of the world. The pathogen is native in America,
and appeared in Europe (England) in 1955, then gradually spread towards north-east and east.
The pathogen and its symptoms were first discovered in Hungary on apple trees in the region of
Nyarlérinc in the winter of 1995. Since its appearance, it has been occurring year from year, and
the damage caused by it can be very significant in the case of optimal weather terms (high
temperature and humidity).

Since 1996, several Hungarian and foreign Erwinia amylovora isolates have been
available for us in the Gene Bank of the Corvinus University of Budapest, from which 21 have
been selected for our experiment from different locations, years and host plants. All of the 10
Erwinia amylovora isolates have been made by me from fruits and or ornamental plants grown
between 2009 and 2011. During our work, our aim was to characterise the E. amylovora
population on the basis of various properties (breed stamps, biochemical properties,
bacteriophague sensitivity, virulence, genetic properties) with classic and molecular methods.

The E. amylovora isolates were successfully prepared from various host plants and then
pure cultures were made. Subsequently, basic biochemical and physiological properties were
specified. The isolates are Gramm negative and caused hypersensitive reaction on tobacco
plants. During their pathogenic study the successfully infected pear fruits. Their biochemical
properties are identical to the specified properties of the E. amylovora sort in the case of API
20E.

We were the first in Hungary to identify the E. amylovora pathogen from a new host
plant, the plum (Prunus domestica d 'Agen’). In addition to the classic bacteriologic methods, the

nucleotide sequence of the DNA section coding the 16S ribosomal RNA was also specified for

106



this isolate. As regards the relationships of the Hungarian isolate (Ea-PlumBol) available under
accession number HE610678 in the NCBI database, during the analysis we have found that a
German isolate and an English one are most closely related to it. In the pathogenicity test, fruits,
plums and young plum growths were inoculated, which then got heavily infected. After classical
and molecular identification of the pathogen and confirmation of pathogenicity, we proved that
the plum is a new host plant for the pathogen in Hungary, since based on the literature it has been
announced in the US, and - within Europe — only in Germany.

All the 31 E. amylovora isolates involved in the test were compared first on the basis of
breed stamps (in general and selective mediums). In King-B, Miller-Schroth and Kado-Heskett
mediums, we could not distinguish the isolates. The Crosse-Goodman and Eosine Methylen Blue
agars are alraedy suitable for classification within the sort.

The isolates were compared on the basis of carbohydrate utilisation, for which API
50CH fast test was used. From the 49 various carbohydrates, each isolate utilised 11 types and
did not utilise 27 types at all by the end of the reaction time (48 h). The 11 hydrocarbons utilised
by all isolates included very important and decisive components in the growth of E. amylovora:
glucose, fructose, saccharose and sorbitol. In addition, there fore 11 additional variouse
carbohydrates which were utilised by the isolates in a different way. In the utilisation of the 49
types of carbohydrate, differences were found between the isolates from various host plants,
based on which we can assume that they do not belong to the same breed, and that they are
suitable for the detection of differences between the sorts.

We have examined also the effect of the four various bacteriophages on the 31 different
E. amylovora isolates under laboratory conditions. The results were evaluated with visual tests
on the basis of the plaque morphology. The phagues formed clear or cloudy plaques or did not
form plaques at all with the isolates. Phages forming clear plaques fully lysated the isolates,
while those forming cloudy plaques are not able to fully lysate the isolates. Except for two cases,
the bacteriophages were able to infect the E. amylovora isolates; however, they created cloudy
plaques more often than clear ones. The four phages proved to be effective only on one isolate
(Ea96). Clear plaque was found in two samples of three phages (Eal5, Ea70). Eal, Ea6, Ea
329/98, Eaml, Eam5, Eam7 and EaPlumBol isolates proved to be the least susteptible. Based
on our results we found that the Hungarian phage isolates are able to lysate E. amylovora
isolates deriving from various host plants in a medium, though any E. amylovora isolate may

have very different sensitivities to the various phages. Isolates forming the same plaques with
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the same phages can be classified into the same group, lysotype, i.e. isolates can be
distinguished also on the basis of their bacteriophage sensitivity.

All E. amylovora isolates were evaluated for their virulence on the basis of the sizes of
spots developing on the fruits of 7 old pear sorts, in accordance with the infection scale. Isolates
Eal0, Eal9 and Ea29 caused very intensive symptoms on sort ‘Drouard elnok’, while the most
severe damages to the other sorts were caused by not these isolates. However, there are several
isolates which proved to be very virulent (Eal, Ea67) and less virulent (Eam7, Eaml10,
EaPlumBol) in the case of each sort. Instead of isolates from pear, those deriving from apple and
quince had the most intensive virulence in the majority of the sorts. Isolates from Prunus sorts
had lower virulence. E. amylovora isolates can be distinguished on the basis of virulence. The
sensitivity of the various pear sorts to fire blight can be determined also on the basis of the
diameter of spots developing on the pear sorts. Based on our results ‘Téli esperes’, ‘Drouard
elnok’ are very intensively sensitive, ‘Eldorado’, ‘Serres Olivér’ and ‘Diel vajkorte’ are
moderately sensitive, while ‘Alexander Lucas’ and ‘Stossel tabornok’ are only slightly sensitive
to fire blight. The results prove that testing of the virulence of the isolates before infections
depend on the pear sort as the sensitivities of the sorts are varying. In addition, it is important to
use a breed mix due to the varying virulence of the isoletes.

We have determined the nucleotide sequence of the PCR products multiplied by means
of primers specific to E. amylovora in the case of each isolate. In the sequences, we have found
plasmid repetitive regions of the pEA29, the SSRs (short sequence repeats), based on which the
Hungarian E. amylovora isolates and E. amylovora isolates included in the international NCBI
database can be well distinguished. The analysis of the ATTACAGA sequence (repetitive copy
number) of the pEA29 plasmid characteristic of E. amylovora showed that this section repeats 5
to 12 times in the dominating populations of the Hungarian isolates. The majority of the
Hungarian isolates belong to the sequence group of 7 to 8 repetitions. The SSR test is suitable
for the distinguishing of the individual breeds between the E. amylovora isolates. Based on our
results, we can make distinctions between the Hungarian E. amylovora isolates, based on which
we have found that they constitute a population of varying E. amylovora lines, where the host
plant, the geographic location and the year of isolation do not depend on the SSR numbers of the
isolates.

Examining the Hungarian Erwinia amylovora population based on the different

characteristics we can draw the conclusions that the population consists of different strains,
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which show great diversity. We isolated Eam7 and EaPlumBol isolates from Prunus host plants
in 2011, which have different colony types on the selective medium. According to the results of
biochemical, bacteriophages sensitivity, virulence and molecular examinations (SSR) of the
above mentioned Eam7 and EaPlumBol isolates can be considered the same, they make one
group. We can assume that the isolates from Prunus host plants belong to a separate group of

Erwinia amylovora, but although we need to further isolate testing necessary.
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2. melléklet: Az Erwinia amylovora izolatumok csoportositasa a szelektiv taptalajokon (CG és

EMB agar) kialakult koloniak szine, feliilete alapjan

C-G taptalaj krateres feliilet,
EMB agar szintelen kolonia

C-G taptalaj sima feliilet,
EMB agar szintelen koldnia

C-G taptalaj krateres feliilet,
EMB agar attetszé koldnia

sotét kozéppel

C-G taptalaj sima feliilet,
EMB agar attetszé kolonia

sotét kozéppel

Eaml, EaPlumBol,
Eab67,

Ea47, ,
Ea26, Ea3l,

Ealo,

Ea60, Eam?2

, Eam10, Eal,
Eam7, : :

: Ea329/98,

, Ea88, ,
Ea50, Ea80, :
Eab

(A kiilonb6z6 gazdandvényekrdl szdrmazd Ea izoldtumokat eltérd szinekkel jeloltik. Az egyes

novényeket jelold szinek: sarga -

sp.; bord6 - Pyracantha sp.; kék -

; piros - Malus sp.; zold - Pyrus sp.; lila - Prunus

; szurke -

)
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3. melléklet: Az Erwinia amylovora izolatumok szelektiv taptalajokon adott eredményébdl

készitett cluster analizis

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine

o] =] 10 15 20 25
1 1 1 L

Eam1 22
EaPlumBo1 31 +——
EaG7 15
Ea95 19 (—

Ead7 12
Eavl 16 —
Eal10 3 +—

EaZ& 9
Ea31 11 —

Eald 7 —
EaZ2 8 —

EaG0 14 J
Eam2 23

Eamg 29

Eam10 30
Eal 1 +—
Eam7 27 —
Eama 28 —
Eams 25 —
Eami 26 —

Ea329/93 21 —
Eamd 24 ——
EaSs 18 —
Ea%s 20 —
Eas0 13 +—
Eas0 17 —

Eal6 6 +—
Ea29 10 —

Eal2 4
Eals S —

Eab 2 —
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4. melléklet: Az Erwinia amylovora izolatumok biokémiai vizsgalatanak (APISOCH)

eredményébdl készitett cluster analizis

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine
0 5 10 15 20 25

1 1 1 1 1
Eam? 27
EaPlumBo1 31 J
Ea329/98 21
Eam3 28—

Eal 2
Ear0 16 —
Eag 18 —
EaGl 14 —
Ealy 15—

==y i=
Eas013 —

Eal2 4 —
Ea31 11—
EaB0 17 —

Ea103
Eal6 & —

Ea2a 10—
Eams 25 J
Eami 26

Eams 28 —

Eam10 30 +—

Eal 1
Eam2 23 —
Eam4 24 —
Eaf6 20 —
Eam1 22 —

Ea26 9

Ead7 12 —
Eal5 51—
Ea22 8 —

Eaf519
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5. melléklet: Négy kiilonboz6 bakteriofag hatasa a vizsgalt Erwinia amylovora izolatumokra

Izolatumok
Eal
Eab6

Eall

o | |9 | | |T|T

Ea26

Ea3l
Ea47
Ea50
Ea60
Ea67

Ea80
Ea88

Ea329/98
Eaml
Eam?2

Eam7

Eam10
EaPlumBol

O'O'O'D'D'D'D'D'O'lO'lO'QJO'IQJO'Q)IolmﬂJlUQJQJO'O'O'O'O'O'O'lO'lO'lg

o|lo|locjoc|loc|jc|jo|v |v || ||l o | ||| || |l |o|v |To|To | |TC
C|lo oy T |||l | oo |0 || |v |C|C|C|o o |9 | |T|w |T|CT

ol oy |O|v ||| |O|v | Tl o | |Oo|O|TO|To|T|T o

Jelmagyarazat: A kiilonb6z6 gazdanovényekrdl szarmazé Ea izolatumokat eltérd szinekkel jeloltik. (A
Bakteriofagok szarmazasat szintén ezekkel a szinekkel jeldltiik). Az egyes novényeket jelolo szinek:
sarga - ; piros - Malus sp.; zold - Pyrus sp.; lila - Prunus sp.; bord6 - Pyracantha sp.; kék -
., sziirke - . A tablazatban ’a’ bet{i jeloli a tiszta plakkokat és b’ betli a
homalyos plakkokat; ’c’ betli azokat a mintadkat, amelyekben nem tapasztaltunk valtozast. Aldhuzassal és
félkover kiemeléssel jeloltiik azokat az eseteket, melyeknél a gazdandvény tipusa azonos a fagnal €s a
baktériumnal. A z6ld szin jelzi a hatasos eredményeket, az Gsszes tobbi eset hatastalan és pirossal jelolt.
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6. melléklet: Az Erwinia amylovora izolatumok bakteriofag érzékenység vizsgalatanak

eredményébdl készitett cluster analizis

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine
0 5 10 15 20 25

1 1 1 1 1
Eam7 27 J
EaPlumBo1 31

Eamb5 25—

Eam9 29—
Ea11
Ea329/98 21—
Eam1 22—

Eam?2 23—
Eamd 24
Ea26 91—
Ea6 2
Ea29 10
Ea22 8
Ea95 19
Ea103
Eam8 28
Eam10 30 —
Ea80 17
Eam6 26
Ea16 6
Ea197
Ea155
Ea12 4
Eab0 13
Ea88 18
Ead7 12
Ea96 20
Eac0 14
Ea70 16
Ea31 11
Ea67 15

L[]

L[]

L
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7. melléklet: Kiilonb6zé kortefajtak éretlen gytimolcseinek fogékonysaga Erwinia amylovora
izolatumokkal a fertdzést kovetden az inokulaciot kovetd 4. napon. (A szamok az egyes
kortefajtakon az adott Erwinia amylovora izolatumok altal okozott nekrotikus foltok

atmérdjének atlagat jelzik, fertdzési index alapjan)

Téli Drouard Serres Alexander Stossel Diel
Izolatumok Eldorado esperes elndok Olivér Lucas tabornok  vajkorte
Eal 11,2 22,4 24,23 12,5 6,23 7,33 11,6
Eab 6,8 22,13 16,43 6,43 6,81 2,75 7,36
Eal0 3,11 7,33 25,25 7,65 2,4 4,33 15,06
Eal2 4,36 13,65 12,3 2,43 1,73 2,4 4,15
Ealb5 8,16 13,36 16,38 2,6 2,2 4,53 12,46
Eal6 4,6 14,63 12,35 8,33 6,35 3,46 6,38
Eal9 13,2 22,28 27,36 6,05 3,25 3,5 3,26
Ea22 13,3 7,63 16,26 3,55 3,23 2,75 13,23
Ea26 7,36 7,85 4,33 7,55 2,61 3,15 8,51
Ea29 74 15,26 28,33 16,46 6,5 4,58 6,5
Ea3l 3,33 15,8 15,46 16,26 6,8 4,23 3,33
Ea47 7,26 23,66 17,33 8,4 2,13 6,46 14,28
Ea50 0 4,16 341 2,56 2,13 7,61 7,26
Ea60 3,5 12,5 11,25 7,43 1,96 6,43 8,83
Eab7 13,36 23,2 7,3 6,55 6,3 2,55 16,61
Ea70 6,75 12,43 12,73 7,26 2,7 3,76 7,63
Ea80 6,7 7,78 6,25 4,2 2,6 3,33 6,26
Ea88 71 15,6 14,36 4,26 3,5 4,3 11,2
Ea95 6,4 24,16 15,36 3,36 7,2 8,36 3,33
Ea96 6,2 7,63 5,03 2,2 2,36 2,03 6,76
Ea329/98 6 4,6 6,46 3,41 1,86 2,4 4,3
Eaml 6,63 6,7 4,33 1,36 0,83 2,45 34
Eam?2 2,3 14,7 14,33 6,3 4,33 3,13 9,3
Eam4 4,4 11,6 8,7 6,21 2,42 4,14 11,5
Eam5 1,9 15,66 18,63 6,5 3,26 3,63 12,43
Eamé 7,3 8,4 4,56 8,6 3,42 3,17 9,5
Eam?7 1,23 2,97 34 2,91 4,6 2,56 7,6
Eam8 13,2 21,4 28,2 5,78 3,25 3,5 34
Eam9 3,25 21,53 22,33 8,53 6,23 79 17,33
Eam10 3,13 6,53 4,3 2,73 2,45 2,63 7,6
EaPlumBol 0,9 3,23 2,63 2,73 3,56 1,63 6,33
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8. melléklet: A kortefajtak éretlen gyiimolcseinek fogékonysaga Erwinia amylovora izolatumokkal a fertézést kovetd 4. napon

grafikonon abrazolva (fert6zési index alapjan). (A kortefajtak utan a fertézési index atlaga van feltiintetve fajtanként mm-ben kifejezve)

e

A —
£ [

P | e
|

Fertozési index (mm)
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A ) Ty s /8_ 5 /)
&R 4/90839/09 6% 1626 ‘
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9. melléklet: A kortefajtak éretlen gyiimoleseinek Erwinia amylovora izolatumok

fogékonysagabol (nekrotikus folt mérete alapjan) készitett cluster analizis

Dendrogram using Average Linkage (Between Groups)

Rescaled Distance Cluster Combine

10 15 20 25
| | | | |

Ea197
Eam8 28
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Eab6 2
Ea95 19 Q
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Eam9 29
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Ea31 11
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Eam7 27

EaPlumBo1 31
Ea50 13

Ea26 9

Eam6 26
Ea329/98 21

Eam1 22
Ea80 17
Ea96 20

Eam10 30

Ea155
Ea88 18
Eamb 25

Ea16 6
Eam2 23
Ea60 14

Ea70 16
Eam4 24
Ea12 4
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10. melléklet: EaPlumBol 16S rRNS gén szekvenciaja és jellemz6i a nemzetkdzi adatbazisban

isolate EA-PlumBol,

Enterobacteriales;

rev_seq:

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

Accession#: HE610678

Status: confidential until 09-NOV-2011

Description: Erwinia amylovora partial 16S rRNA gene,

2A2.5

ID HE610678; SV 1; linear; genomic DNA; STD; PRO; 1323 BP.

DT 08-NOV-2011 (Rel. 110, Created)

DT 08-NOV-2011 (Rel. 110, Last updated, Version 0)

DE Erwinia amylovora partial 16S rRNA gene, isolate EA-PlumBol,

0S Erwinia amylovora

ocC Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;

ocC Enterobacteriaceae; Erwinia.

RP 1-1323

RA Palkovics L.;

RL Submitted (07-NOV-2011) to the INSDC.

RL Department of Plant Pathology, Corvinus University of Budapest,

RL 44., H-1118, HUNGARY.

RA Vegh A., Hajagos L., Palkovics L.;

RT "First report of Erwinia amylovora on plum in Hungary";

RL Unpublished.

FH Key Location/Qualifiers

FT source 1..1323

FT /organism="Erwinia amylovora"

FT /isolate="EA-PlumBol"

FT /mol type="genomic DNA"

FT /country="Hungary:Budaors"

FT /isolation source="Prunus domestica"

FT /clone="2A2.5"

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

FT caggcctaacacatgcaagtc, rev _name: 1389r,

FT acgggcggtgtgtacaag"

FT /db_xref="taxon:552"

FT rRNA <1..>1323

FT /gene="16S rRNA"

FT /product="16S ribosomal RNA"

SO Sequence 1323 BP; 329 A; 309 C; 431 G; 254 T; 0 other;
gaacggtagc acagagagct tgctcttggg tgacgagtgg cggacgggtg
gggaaactgc ccgatggagg gggataacta ctggaaacgg tagctaatac
ctacggacca aagtggggga ccttcgggcc tcacaccatc ggatgtgccc
agctggtagg tggggtaacg gctcacctag gcgacgatcc ctagctggtc
accagccaca ctggaactga gacacggtcc agactcctac gggaggcagc
attgcacaat gggcgcaagc ctgatgcagc catgccgcgt gtatgaagaa
ttgtaaagta ctttcagcgg ggaggaaggg gaagaggtta ataacctttt
tacccgcaga agaagcaccg gctaactccg tgccagcagc cgcggtaata
aagcgttaat cggaattact gggcgtaaag cgcacgcagg cggtctgtca
gaaatccccg ggcttaacct gggaactgca ttcgaaactg gcaggctaga
ggggggtaga attccaggtg tagcggtgaa atgcgtagag atctggagga
cgaaggcggc cccctggacg aagactgacg ctcaggtgcg aaagcgtggg
gattagatac cctggtagtc cacgccgtaa acgatgtcga cttggaggct
ggagtggctt ccggagctaa cgcgttaagt cgaccgcctg gggagtacgg
aaaactcaaa tgaattgacg ggggcccgca caagcggtgg agcatgtggt
gcaacgcgaa gaaccttacc tggccttgac atccacggaa ttctgcagag
gccttcggga accgtgagac aggtgctgca tggctgtcgt cagctcgtgt
tgggttaagt cccgcaacga gcgcaaccct tatcctttgt tgccagcgat
actcaaagga gactgccggt gataaaccgg aggaaggtgg ggatgacgtc
ggcccttacg gccagggcta cacacgtgct acaatggcgc atacaaagag
gcgagagcaa gcggacctca taaagtgcgt cgtagtccgg atcggagtct
tccgtgaagt cggaatcgct agtaatcgta gatcagaatg ctacggtgaa

tacgttcccg

clone

clone 2A2.5

Menesi Road

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

1020
1080
1140
1200
1260
1320
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11. melléklet: Az Erwinia amylovora
szekvencia 6sszehasonlitasa

Ea 19
Ea22
Ea47
Eas0
Ea 80
Eam 1
Ea 88
Ea 16
Ea 15
Ea 10
Ea 67
Ea 6
Ea70
Eam 10
Ea 60
Ea 12
Eam 8
Eam 9
EaZ26
Ea 96
Eam 2
Eam 6
Eam 7
Eama4
Eam5
Ea PlumBo1
Ea 1
Ea 31
EaZ29
Ea 95
Ea 329 98
Consensus
1

TATGCCAGCG

Conservation
o%

izolatumok Pstl fragment ismétlodd régidjanak

SSR ismétl6dé régio kezdé szakasza (ATTACAGA)

G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G G
G

Ea 19
Ea22
Ea47
Ea 50
Ea 80
Eam 1
Eas8s8
Ea 16
Ea 15
Ea 10
Ea 67
Ea 6
Ea70
Eam 10
Ea 60
Ea12
Eam 8
Eam 9
Ea 26
Easé
Eam 2
Eamé6
Eam 7
Eama4
Eam 5
Ea PlumBo1
Ea 1

Ea 31
Ea 29
Ea 95
Ea 329 98
Consensus ATTACAGAAT

TEAEScEETTE
TACAGAATTA

B
000000000 N0N0N0NA0NDNA00 0O

BcEATTEE
CAGAATTACA GAATTACAGA

100
Conservation
o

Ea &7
Ea 6
Ea70
Eam 10
Ea 60
Ea12
Eam 8
Eam 9
Ea26
Ea 96
Eam 2
Eam 6
Eam 7
Eam 4
Eam5
Ea PlumBo1
Ea 1

Ea 31
Ea29
Ea9s
Ea 329 98

[Ty P

HIANONN - ANonnnARNn
. 1

ATTATCAAAC AGGCTGCATT

Consensus
100%

Conservation
o%

L
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KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetet szeretnék mondani témavezetomnek, Dr. Palkovics Laszlé tanszékvezetd,
egyetemi tanarnak, aki bizalmat adott ¢és PhD hallgatonak fogadott. Koszonom, hogy
megteremtette a kutatashoz sziikséges anyagi és technikai feltételeket, valamint a nyugodt
hatteret. Széleskorli szakmai ismereteivel, gyakorlati tapasztalataival és hasznos tanacsaival a
kezdetekt6l mindvégig segitette munkamat és biztositotta a disszertacid elkészitésének
feltételeit. Segitsége nélkiil dolgozatom nem késziilhetett volna el. Koszondm, hogy
hallgatoként és munkatarsként is barmikor fordulhattam Hozz4, mindig segitékészen fogadott,

munkam soran tdmogatott, biztatott és emberileg is mindvégig mellettem allt.

Halaval tartozom tovabba masik konzulensemnek, Dr. Hevesi Marianak, aki emberi és
szakmai képességeinek koszonhetéen megosztotta velem magas szinvonali bakteriologiai
szaktudasat, segitséget nyujtott a fertdzések, illetve a kisérletek tervezése terén, valamint a

rendelkezésemre bocsatott E. amylovora izolatumokért.

Koszonet illeti a Gyiimolestermd Novények Tanszék vezetdjét, Dr. Toth Magdolnat,
aki biztositotta a lehetOséget a kisérleteim egy részének elvégzéséhez és tamogatott a

munkamban.

Halas vagyok a Novénykortani €s a Gylimdlestermd Novények Tanszék valamennyi volt
és jelenlegi munkatarsainak, doktorandusz hallgatoinak a segit6készségiikért, kedvességiikért és

tirelmikért.

Dr. Némethy Zsuzsannanak halas szivvel tartozom a szakmai segitségéért, biztatasaért,

valamint a ndvényanyagokért, melyeket rendelkezésemre bocsatott.

Ko6szonom Dr. Schwarzinger Ildikonak, az MTA Novényvédelmi Kutatointézet
munkatarsanak a kisérletben felhasznalt fagokat, szakmai segitségét, illetve a fagokkal

kapcsolatos témaban elérhetd irodalmakhoz val6 hozzajutést.

Koszonom Dr. Szani Zsolt segitségét, akinek a novényanyagok, a kortefajtak

beszerzését koszonhetem.
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Koszonom Pajtli Evanak a molekuléris vizsgalatoknal nyujtott segitségét.

K6szonom Dr. Erdélyi Evanak az eredmények kiértékelésénél, illetve a statisztikai

programok hasznalatanal nyujtott segitségét.

Koszonettel tartozom szakkords hallgatoinknak, Hajagos Lauranak és Horvath
Boglarkanak szorgalmas munkajukért, akik a témahoz kapcsoléddan készitették el TDK és

diplomadolgozatukat.

Végezetiil szeretnék kdszonetet mondani édesanyamnak, testvéremnek, paromnak,
keresztsziileimnek folyamatos tamogatasukért, segitségiikért, biztatasukért, valamint, hogy a

dolgozatom elkésziilése alatt mindvégig mellettem alltak.

A kutatasokat a TAMOP 4.2.1./B-09/01-KMR-2010-0005 és a TAMOP-4.2.2/B-10/1-
2010-0023 palyazatok tamogattak.

138



