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1. BEVEZETES, CELKITUZES

A tiizes veszedelem a legegészségesebb és legfejlettebb fak leveleit néhany 6ra alatt olyan
sOtét barndva valtoztatja, mintha forré lang perzselte volna le, és a fak kérgének podrusaibol
rozsdabarna valadék tor el6” mar a XVIII. szazadban ezt irja William Coxe a Gyilimolcsfak
termesztése cimii konyvében, amely mind a mai napig megallja a helyét és a betegség jelentds
gondokat okoz szerte a vilagban.

Az almatermésii novényfajok, szamos disznovény és vadonéld ndvényfaj (van der Zwet és
Keil, 1979) sulyos betegségét, az 0n. ,.tlizelhalast” az Erwinia amylovora (Burrill) Winslow és
mtsai. (1920) nevii baktérium okozza. Az ENSZ FAO Europai és Foldkozi-tenger melléki
orszagok Novényvédelmi Szervezete (EPPO) ajanlasa alapjan Eurdpa szerte, igy Magyarorszagon
IS - mint tagorszagban- zarlati (karantén) karosito.

A Rosaceae csalddon belill 40 nemzetségbe tartozd 200 ndvényfaj tekinthetd a baktérium
gazdandvényének (Steiner és Zeller, 1996). A gazdandvények koziil a Cotoneaster, Crataegus,
Cydonia, Malus, Pyrus, Photinia, Pyracantha és Sorbus nemzetséghez tartozd fajok a
legfontosabbak kereskedelmi szempontbol. Hazankban nem annyira jelentds mirtuszgalagonya és
a japan naspolya is a kérokozo gazdanovénykorébe tartozik. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban a
tiiskétlen szedren (Evans, 1996) és malnan is jelezték a korokozd megjelenését (Schnabel és
Jones, 2001), melyek viszont az alman és a kortén nem fert6zoképesek (Sobiczewski és mtsai.,
1997). Beszamoltak a japan szilva fiatal hajtasainak természetes fert6z6désérdl is (Mohan és
Thomson, 1996). Az USA-ban szilva és kajszi hibridjén hajtasszaradasrol (Mohan, 2007),
Németorszagban az eurdpai szilva (Vanneste és mtsai., 2002) ¢és Csehorszagban a kajszi
természetes fertéz0deésérdl is publikaltak (Korba és Sillerova, 2010).

Az Amerikai Egyesiilt Allamokban honos, mintegy 200 éve ismert betegség korokozojat az
1950-es ¢évek kozepén hurcoltdk be Eurdpaba (Anglia) és a Foldkozi-tenger medencéjébe
(Egyiptom) és mara a régi6 szinte valamennyi orszagaban elterjedt. Magyarorszdgon a fertézést
eldszor 1995 nyaran észlelték egy 43,5 ha-0s 5-6 éves almaiiltetvényben, Nyarldrinc kozség
hataraban (Hevesi, 1996). Megjelenése Ota évrdl-évre eléfordul, s bizonyos években —a baktérium
szamara kedvezd iddjards esetén— az okozott kar igen jelentds. Azota szamos izolatum all
rendelkezésiinkre a Budapesti Corvinus Egyetem Génbankjdban, illetve folyamatosan gytjtjiik
azokat. Az elmult években egyre tobb irodalmi adat jelent meg a kérokozé 1j gazdandvényeken

valo eld6fordulasarol, valamint Erwinia amylovora izolatumok jellemzésérdl kiilonbozo



tulajdonsagok alapjan, ezért felmeriil a kérdés, hogy megvaltozott-e a hosszi évek sordn ez a
korokoz6? Az izolatumok tenyészbélyegei, biokémiai tulajdonsaguk, virulencidjuk, valamint
genetikai tulajdonsdgaik kiilonboznek-e az eltéré gazdandvényekrdl, valamint eltérd foldrajzi
helyekrdl szarmazo, a hazai és kiilfoldi izolatumok, illetve az orszag mas-mas pontjairdl gytjtott

izolatumok esetében?

Vizsgalataink soran az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

o Erwinia amylovora izolatumok gyiijtése kiilonb6z6 gazdanovényekrol és termbhelyekrol,

o A gyljtott izolatumok fajszintli azonositdsa és jellemzése klasszikus bakteriologiai
modszerekkel,

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

Osszehasonlitasa tenyészbélyegek alapjan kiilonb6z6 taptalajokon;

o A gyljtott és a Génbankbol szarmazo E. amylovora izolatumok jellemzése,
Osszehasonlitasa biokémiai tulajdonsagok alapjan;

o A gyljtott és a Génbankbol szarmazo E. amylovora izolatumok jellemzése,
Osszehasonlitasa bakteriofag érzékenység alapjan;

. A gyljtott és a Génbankbdol szarmazé E. amylovora izolatumok jellemzése,
Osszehasonlitdsa virulencia alapjan kiilonbozd kortefajtakon;

o A gylijtott és a Génbankbol szarmazd E. amylovora izolatumok azonositasa, jellemzése,
Osszehasonlitdsa molekularis modszerekkel, és rokonsagi viszonyaik feltarasa.



2. ANYAG ES MODSZER

Izolatumok

Az Erwinia amylovora Eal torzsét a betegség els6 magyarorszagi észleléskor Hevesi Maria
izolalta Nyarlérincen almafa rakos elhalasarol (Hevesi, 1996). 1996 ota szamos E. amylovora
izolatum megtalalhat6 a Budapesti Corvinus Egyetem Génbankjaban, melyek kiilonb6z6 évekbdl,
kiilonboz6 foldrajzi helyekrél és gazdandvényekrdl szarmaznak, melyekbdl 22 izoldtumot a
kisérletekbe vontunk.

Az ervinids tlineteket mutatdé novényi részeket Magyarorszag kiilonb6zo teriileteirdl,
Erdélybdl ¢és a Vajdasagbol gytijtottik be 2007 és 2011 kozott, melyek iiltetvényekbdl,
koztertiletrdl és maganhazak kornyékérdl szarmaztak, melyekrdl 9 izolatumot sikeresen izolaltunk.

Osszesen 31 Erwinia amylovora izolatumot vizsgaltunk morfologiai, biokémiai, fiziologiai
és molekuléris jellegeik alapjan, valamint elvégeztik a patogenitasi teszteket, bakteriofag

érzékenységi- és virulencia vizsgalatokat.

I1zolalas, tenyésztés

A fertdzott hajtasokat alkohollal fertdtlenitettiik, majd steril koriilmények kozott a
hajtasrol, az egészséges €és az elhalt novényi rész hatarar6l mintat vettiink. A ndvényi szovetet
steril desztillalt vizzel homogenizaltuk, majd az elegyet steril King-B taptalajon (King és mtsai.,
1954) szélesztettiik, és a Petri-csészéket 26 °C-on inkubaltuk 1-2 napon at. A kiilonallo koloniakat
leoltottunk steril taptalajra, majd tiszta tenyészetet allitottunk eld és 26 °C-on inkubaltuk €s ezutan
a lemezeket 4 °C-on hiitdben taroltuk.

A Génbankbol szarmazo6 liofilizalt izolatumokat steril desztillalt vizzel homogenizéltunk és
a baktérium szuszpenziot Petri-csészékben taptalajra szélesztettiik 26 °C-on, majd 2 nap elteltével

atoltottuk.

Klasszikus bakteriologiai vizsgalatok

A sajat altalam izolalt Erwinia amylovora izolatumok (Ea) esetében fontosnak tartottuk a
koérokoz6 alapvetd tulajdonsagainak a meghatirozasat, amely biztositja a szelektiv izolalast,

tovabba azonosithatjuk, hogy a korokozo6 az Enterobacteriaceae csaladba tartozik.



Gram-tulajdonsag meghatarozasa

Az izolatumok 24 Oras, friss, tiszta tenyészetébdl a Petri-csészérdl steril fogpiszkald
segitségével egy-két koloniat vesziink, és steril targylemezre helyezziik. Majd hozzaadjuk a 3% -0s
kalium-hidroxidot és homogenizaljuk. Gram-negativ a koérokozo abban az esetben, ha a kalium-
hidroxid oldotta a sejtfalat (az elegy, nyulés allag), mig a Gram-pozitiv esetében nem oldja a

korokozo sejtfalat (az elegy vizes hatdsu) (Suslow és mtsai., 1982).

Hiperszenzitiv reakcio
A baktérium szuszpenziot (5x10” sejt/ml) a dohanylevél (Nicotiana tabacum L. cv. xanthi)
szovetébe juttattuk injekcios tlivel. Majd 24-48 ora elteltével figyeltilk a hiperszenzitiv reakciod

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

Patogenitasi teszt

A patogenitasi teszteket (Koch, 1976) izolatumonként 3-6-szor ismételtik. Az Osszes
izolatum esetében korteterméseket, mig a szilvardl szarmazd izoldtum esetében szilva
gyiimolcsoket és hajtasokat is inokulaltunk. A patogenitas vizsgalatban hasznalt tesztnovények
feliiletét alkohollal fert6tlenitettiik.

A gyenge, fiatal, friss szilvahajtasok fertézéskor 20-25 cm hosszsaguak voltak, melyek
nem fasodtak. Hat hajtast inokulaltunk, a baktérium szuszpenziot (5x10” sejt/ml) a hajtas csticsatol
szamolt 2. teljesen kifejlddott levél honaljaba juttattuk be injekcios tlivel. Ezutdn parés
kortilmények kozott (80-90% relativ paratartalom) folia alatt a laboratoriumban 25-27 °C-on
taroltuk, igy biztositva a kedvezd koriilményeket a betegség kialakuldsdhoz. A kontroll ndvényt
desztillalt vizbe martott steril tlivel szirtuk meg és azonos koriilmények kozott, elkiilonitve
tartottuk.

A gylimolesok (CEldorado’ kortefajta, d *Agen szilvafajta) fertézése steril koriilmények
kozott tortént. A tesztelésnél a természetes fertdzodés mechanizmusat szurdssal imitaltuk. A
termést 3-6 helyen szartuk meg baktérium szuszpenzidba (5)(107 sejt/ml) martott landzsattivel. A
kontrollt steril desztillalt vizbe martott tlivel kezeltiik. A fertézott gyiimolcsoket 25-27 °C-on
inkubaltuk, 70-80%-o0s paratartalmat biztositva.

A patogenitasi teszt értekelése a gyiimolcsokon 5 nap, mig a hajtas esetében 10-14 nap
elteltével tortént. Az eredményekre a fertézést kovetden a gylimdlcsokon, hajtasokon kialakult E.
amylovora-ra jellemz6 tiinetekbdl (van der Zwet és Keil, 1979) kovetkeztettiink (a hajtasokon a
barnas-feketés hajtas elhalds és pdasztorbotszeri gorbiiletb6l, mig a gylimolesok esetében a

vizenyds, barnuld foltokbol kovetkeztettiink).



Az Erwinia amylovora izolatumok 6sszehasonlité vizsgalatai

Tenyészbélyegek osszehasonlitasa

Az 6sszes E. amylovora izolatumok tenyészbélyegeinek Osszehasonlitasa soran altalanos
(King-B agar, Nutrient agar, Kado-Heskett (Kado and Heskett, 1970) és Miller- Schroth (Miller
and Schroth, 1972)) és szelektiv (Crosse-Goodman (Crosse and Goodman, 1973), Eosine-
Methylene Blue agar (Holt-Harris and Teague, 1916)) taptalajokat hasznaltunk. Az izolatumok
tiszta tenyészeteit a taptalajokra szélesztettiik. A Petri-csészéket termosztatba helyeztiik és 26 °C-
on inkubaltuk. A baktériumok tenyészbélyegeit a kolonia tipusai alapjan lehet megkiilonboztetni,
csoportokba sorolni (Mazzucchi, 1977). 24-48 h elteltével a taptalajokon kifejlodott koloniakat
mikroszkdp alatt megfigyeltiik és jellemeztiik. A kolonidkat megkiilonboztettiik a telepek allaga,

alakja, felszine, széle és szine alapjan (Puskas, 1986; Klement és mtsai., 1990).

Biokémiai tulajdonsagok vizsgalata

A sajat novénybdl izolalt E. amylovora izolatumok biokémiai vizsgalatahoz API 20E és
APl 50CH (Biomérieux, Marcy I’Etoile, France), mig a Génbankbol szarmazo6 izolatumok
biokémiai tulajdonsagainak jellemzéséhez csak API S0CH tesztcsikokat hasznaltunk.

Az API20E és az APISOCH kitek esetében a gyartd utasitasait (Biomérieux, Marcy 1’Etoile,
France) végeztiik el. Az Osszes izolatum esetében a kitek mintahelyeinek megtoltéséhez, a kitekhez
tartoz6 specialis taptalajokhoz 5x10° sejt/ml toménységli baktérium szuszpenziét hasznaltunk.
Mindkét gyorstesztet 36 °C-on inkubaltuk és 24-48 h elteltével értékeltiik. Mindkét kit modszere
szinvaltozas megfigyelésén alapszik. Az API20E kit értékelése soran az eredményeket a gyartd
altal rendelkezésilinkre bocsatott pozitiv és negativ minta-tesztcsikok alapjan értékeltiik. Az
APIS0CH kit értékelése soran, ha az adott baktérium hasznositja az adott szénhidratot, akkor az
eredeti piros szinll oldat sargara valtozik, mig a zselatinbontas esetében pozitiv teszt soran

elfolyositja a zselatint és fekete szinreakcid 1ép fel.

Bakteriofag érzékenység vizsgalat

Az E. amylovora izolatumokat Osszehasonlitottuk ¢€s jellemeztik bakteriofag
érzékenységiik alapjan. A kisérlethez 4 kiilonb6z6 fagot hasznaltunk (Schwarzinger és mtsai,
2011), melyek kiilonboz6é évekbodl, helyr6l és gazdandvényrél szarmaztak. Az izolatumok
bakteriofag érzékenységének meghatarozasara a dupla agarlemez moédszert (Adams, 1959)
hasznaltuk. A fagok titerértékét meghataroztuk (10° PFU/ml), valamint az izolatumok 24 6ras

tenyészetébdl szuszpenzidt készitettiink (107 sejt/ml). Majd felcsOppentéses maodszert



alkalmaztunk, ahol a felsé agar réteg megdermedése utan a taptalajok feliiletére cseppentettiik a
tesztre kivalasztott fagokat (10 pl, 108 PFU/mI). A Petri-csészéket 26 °C-on 24 6ran at inkubéltuk.
Az ¢értékelés vizudlisan, a baktériumtenyészeteken a bakteriofagok altal okozott plakkok
morfologiaja (plakk tipusok) alapjan tortént, ahol harom csoportot kiilonitettiink el (plakktipusok:
a-tiszta plakk; b-homalyos plakk; c-nincs plakk), mely alapjan csoportositottuk az izolatumokat
(Klement és mtsai, 1990).

Virulencia vizsgalat- éretlen kortegyiimolcsok inokulalasa

Az E. amylovora izolatumok virulencidjanak tesztelése soran hét régi kortefajtat
hasznaltunk. Az eredményekbdl kovetkeztetni tudtunk a fajtak fogékonysagara is. Fajtanként
atlagosan 5 darab (5-6 cm atmérdjii) gyiimolesdt vizsgaltunk. A mesterséges fertézéshez az
izolatumok 24 orés tiszta tenyészetbdl 5x107 sejt/ml toménységli szuszpenziot készitettiink. Az
éretlen gyiimolcsok tesztelésekor laboratdriumi koriilmények kozott imitaljuk a természetben
el6forduld kiils§ sériiléseken 4t torténd fert6zodést. Az éretlen gyiimdlcsoket baktérium
szuszpenzioba martott bonctiivel, 6 szurassal fertoztiik meg. A kontrollterméseket pedig steril
desztillalt vizzel inokulaltuk. A fert6zott gylimolesoket 26 °C-on inkubaltuk. A kisérletet 4-5 nap
elteltével értékeltiik (Honty és mtsai, 2004). A gyliimolcsoket 5 fert6zési fokozatba (fert6zési
index, Horsfall és Barratt, 1945) soroltuk a fert6zott folt atméréje (mm) szerint: O-tiinetmentes
gyimolcs, 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).

Molekularis bakterioldgiai vizsgalatok

A molekularis vizsgalatok koziil a baktériumok identifikalasara €s taxonomiai vizsgalatok
kivitelezésére a legelterjedtebb mobdszer a 16S rRNS-t kodolé gén bazissorrendjének
meghatarozasa szekvencia analizissel (Choi és mtsai., 1996; Clarridge, 2004). Magyarorszagon
az E. amylovora megjelenése szilvan meghatarozé jelentéségii, uj eredmény, ezért fontosnak
tartottuk ennek az izoldtumnak az azonositasat és a szekvencia meghatarozasat a 16S rRNS gén
vizsgélattal.

Mig a tobbi sajat izoldtum és a Génbankbdl szarmazoé izolatumok esetében a pEA29
plazmid molekularis vizsgalatat végeztiik el, mely a nukleotid ismétlddésekbdl allo régidk szamat
hatarozza meg. Az SSR szam szerinti tesztek segitenek a baktérium fajon beliili kiilonbségek és

azonossagok kimutatasaban.



16S rDNS vizsgalata

A DNS-t a korokozé King-B taptalajon novekedett 24 oras tiszta tenyészetébdl nyertiik. A
16S rRNS gén vizsgalat soran univerzalis primereket (63f: 5’-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-
3’, 1389r: 5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’) hasznaltunk. A polimeraz lancreakciot kovetden a
PCR terméket tisztitottuk, pPGEM-T Easy plazmidjaba ligaltuk, majd az Escherichia coli baktérium
DH5a torzsébe transzformaltuk (Maniatis és mtsai, 1989). A rekombinans plazmid szekvenciajat

meghataroztattuk ¢s dsszevetettiik a nemzetkozi adatbazisban taldlhatdo homolodg szekvenciakkal.

PEA29 plazmid vizsgalata

Az E. amylovora faj pEA 29 plazmidjara specifikus primereket hasznaltunk (pEA29A: 5°-
CGG TTT TAA CGC TGG G-3°, pEA29B: 5°-GGG CAA ATA CTC GGA TT-3’). A primerek
segitségével kiemeltiik a plazmidbdl az 1,1 kb hosszl fragmentumot. A PCR terméket tisztitottuk,
majd szekvencidjat meghataroztattuk. Ebben a szakaszban taldlhatdé egy 8 nukleotidbol
(ATTACAGA) allo ismétlodé régio (SSR), mely szdma alapjan, a fajon beliili kiilonbségek,
eltérések mutathatéak ki (Ruppitsch és mtsai., 2004). Ezutan a szekvencidkat Osszevetettiik a

nemzetkozi adatbéazisban talalhatdo homolog szekvenciakkal.



3. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A korokozo azonositasa Kiillonbozo gazdanovényekrol klasszikus modszerekkel

Az Erwinia amylovora okozta tiinetek
A barnul6, elfeketedé pésztorbotszerlien meggorbiild hajtasokat kiillonbozé gazdandvényekrol
(alma, korte, birs, kerti diszalma, galagonya, szilva) szedtiik. A tiinetek tipikusan E. amylovora

jelenlétére utaltak.

Gram-féle tulajdonsag
A 3%-os kalium-hidroxid feloldotta a baktérium sejtfalat, igy az altalunk a kiilonb6zd

gazdandvényekrdl szarmazo izolatumok Gram-negativak voltak.

Hiperszenzitiv reakcio vizsgalata
Az izolatumok 5x10 sejt/ml toménységli szuszpenzidjaval inokulalt dohany novények levelein 24-

48 ora elteltével kialakult a hiperszenzitiv reakciot jelz6 gyors szoveti nekrozis.

Patogenitasi teszt
A baktérium szuszpenzidval inokuldlt tesztndvények kiilonb6z6é mértékben fertdzodtek.
Megallapitottuk, hogy a kortegylimolesok, szilvatermések €s a szilvahajtasok 5-14 nap elteltével
intenziven reagaltak, kialakultak a betegségre jellemzd tiinetek. A mesterséges visszafertdzés
sikeres volt.

A kortéken az inokulacid helyén difftiz, besiippedd konzisztencidju nekrotikus foltok
jelentek meg az Osszes izolatum esetében. A szilvatermések esetén a fertézési pont koriil
besiippedd, barnulo, rothadd nagyméretii foltokat figyeltiink meg nyalkacseppekkel, mig a hajtasok

fertézése soran a hajtasvégek barnultak, elfeketedtek, majd pasztorbotszeriien elgdrbiiltek.

Az Erwinia amylovora izolatumok osszehasonlitasa tenyészbélyegek alapjan

Az izolatumokat a kiilonb6z6 altalanos és szelektiv taptalajokon kifejlodott kolonidk
alapjan értékeltiik és csoportositottuk. A korokozé tenyészete King-B taptalajon folyds, tejszert,
mukoid, krémszinii, mely taptalajon egységes kolonidkat képez. A Miller-Schroth taptalajon

minden Erwinia faj képes novekedni, tenyészetiik narancssarga szind, attetsz6 udvarral. A Kado-



Heskett taptalaj kimondottan Erwinia fajokra szelektiv, melyen piros-narancssarga szinti koloniakat
képeznek az izolatumok. A Crosse-Goodman taptalaj 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. Az Eosin
Methylene Blue taptalajon a baktérium tenyészete kiemelkedd, sima feliiletdi, ép sz€li, mely a
laktézt, szachar6zt bontd €s nem bontd baktériumok kozott tesz kiilonbséget. Ezeket bontd
baktériumok vildgos, attetszé széli, fekete kozepli koloniat képeznek, mig a laktozt, szachardzt
nem bontdak szintelenek. A King-B, a Miller-Schroth és a Kado-Heskett taptalajokon nem tudtunk
kiilonbségeket tenni az egyes izolatumok kozott, azonban a Crosse-Goodman és az Eosine

Methylen Blue agar alkalmas a fajon beliili csoportositasra.

Az Erwinia amylovora izolatumok biokémiai tulajdonsagai

API20E kit eredményei

Az API20E kit az Enterobacteriaceae csaladba tartozo fajok meghatarozasara szolgal, ezért ezt a
tesztet csak a sajat, novénybol izolalt E. amylovora izolatumokra végeztiik el, ezzel is megerdsitve,
hogy az altalunk izolalt kérokozd nagy valosziniiséggel E. amylovora. Az altalunk vizsgalt
izolatumok (Eam1, Eam2, Eam4, Eam5, Eam6, Eam7, Eam8, Eam9, Eam10, Ea-PlumBol) pozitiv
reakciokat adtak a B-galaktozidaz, citrat hasznositasra, acetoin termelésre valamint gliik6z, mannit,
szorbit, szachar6z, melibidz, arabindz vizsgalatokban. Negativ eredményt kaptunk az arginin-
dihidroléz, lizin-dekarboxildz, ornitin-dekarboxilaz, H,S termelés, uredz, triptofan-deamindz, indol
termelés, zselatindz, inozit, rhamndz, amygdalin vizsgalatokban. Az izolatumok a biokémiai
tulajdonsagaikban az API20E esetében megegyeznek az Erwinia amylovora faj leirt

tulajdonsagaival.

API50CH kit eredményei

Vizsgalatainkban meghataroztuk az Erwinia amylovora szaporodasanal kevésbé jelentOs
szénhidratok hasznositasat is. A kit a baktériumok 49 féle szénhidrat hasznositasat vizsgalja, mely
alkalmas az izolatumok 6sszehasonlitasara.

Az 0sszes izolatum a 49 kiilonb6zd szénhidratbol 11 félét hasznositott €s 27-et egyaltalan

nem a reakcioid6 (48 h) végére (1. tablazat).
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1. tablazat: Erwinia amylovora izolatumok altal ,,hasznositott” és ,,nem hasznositott” szénhidratok

,»Nem 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

»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. A szénhidrat hasznositas soran kiilonbségeket figyeltiink
meg a kiilonb6zd gazdandvényrdl szarmazod izolatumok kozott, amely feltételezi, hogy az

1zolatumok nem egy térzsbe tartoznak.

Az Erwinia amylovora izolatumok 6sszehasonlitasa bakteriofagsok érzékenysége alapjan

Munkank soran vizsgaltuk az Osszes Erwinia amylovora izolatum bakteriofag
érzékenységét 4 kiilonbozé bakteriofaggal szemben. A fagok kozil azt tekintjik a
leghatékonyabbnak, amelyik a legtobb tesztbaktérium rétegén teljesen tiszta plakkot képez, tehat a
vizsgalati teriileten az GsszeS baktérium sejtet képes lizalni. Eredményeink értékelése soran, az

inkubaciods id6 elteltével kialakult plakkokat (plakktipusokat) vettiik figyelembe (1. abra).
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1. abra: Plakkmorfologia (plakktipusok: a-tiszta plakk; b-homalyos plakk; c-nincs plakk)
(Foto: Végh, 2011)

Az izolatumok a fagokkal kiilonb6z6 érzékenységet mutattak, attol fliggden, hogy milyen
plakktipusba tartoznak. Az egyes fagokkal ugyanazon csoportba tartoz6 izolatumok egyazon
lizotipus csoportba tartoznak.

A legérzékenyebbnek a fagokkal szemben az Ea96-o0s izolatum bizonyult, melyen mind a
négy tesztelt fag tiszta plakkot képzett. Két izolatum volt, amely harom fagtol is tiszta plakkot
(Eal5 a H1A, H4B ¢és H5A fagokkal; Ea70 a H1A, H4B és H8 fagokkal) képzett. Hat izolatum
volt, amely harom fagtdl 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, Ea95, Eam6, Eam8, Eam10) az izolatumok két faggal szemben is érzékenyek voltak
és tiszta plakkot mutattak. Nyolc izolatum volt, amelyeknél zavaros plakkot adott mind a négy
bakteriofag (Eal, Ea6, Ea329/98, Eaml, Eamb5, 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,
HS) egyaltalan nem lizalta e torzset a felsd, baktériumot tartalmazd agar rétegen.

A fagok koziil a HIA és H5A bizonyultak a leghatasosabbnak, tobb esetben voltak képesek
tiszta plakkot képezni (13-15 izolatummal), mint a H4B és a H8 fagok (8-7 izolatummal).

A hazai izolatumok a kiilonb6z6 fagokkal eltéréen viselkedtek, ugyantigy, mint a kiilfoldrol
szarmazd izolatumok. Megallapitottuk, hogy a hazai fag izolatumok képesek visszaszoritani
kiilonb6z6 gazdandvényekrél szarmazo E. amylovora izolatumokat taptalajon, bar egy-egy E.
amylovora izolatumnak nagyon eltérd lehet az érzékenysége az egyes fagokra.

A bakteriofagok felhasznéalasanak kettds szerepe lehet. Segitségiikkel tipizalhatjuk az egyes

E. amylovora izolatumokat, valamint felhasznalhatjuk ket a betegség elleni védekezésben.
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Az Erwinia amylovora izolatumok virulenciajanak értékelése éretlen kortefajtak syiimolcsein

Az izolatumok virulencidjanak vizsgalatakor a kiilonb6zd kortefajtakon kialakult tiinetek
alapjan, megallapithatjuk, hogy a fajtak eltérden viselkedtek. A “Téli esperes’, a ‘Drouard elnok’
igen erdsen fogékonynak, az ‘Eldorado’, ‘Serres Olivér’, és a ‘Diel vajkorte’ kdzepesen, mig az
‘Alexander Lucas’ és a ‘Stdssel tabornok’ csak kevésbé fogékonynak bizonyult a tiizelhalassal
szemben.

Vizsgalataink szerint a kortefajtdk az egyes izolatumokkal szemben eltérden viselkedtek,
igy nem volt megallapithatd, hogy mely izolatumok rendelkeznek nagyobb megbetegitd
képességgel, pl. az Ea 10, 19 és 29 izolatumok igen erds tiineteket okoztak a ’Drouard elnok’
fajtan a tobbi izolatummal 6sszehasonlitva, ugyanakkor mas kortefajtdkon nem ezek az izolatumok
okoztak a legsulyosabb elvaltozasokat. Az Ea 50 izolatum csak az ’Eldorado’ fajtanal nem volt
virulens. Osszességében van néhany izolatum amelyek mindegyik fajta esetében erésen virulensek
(Eal, Ea67) és kevésbé virulensek (Eam7, Eam10, EaPlumBol) voltak.

A nagyobb virulenciaval rendelkez6 izolatumok tobbsége nem a kortérdl, hanem almardl,
birsrdl szarmaztak, mig kisebb virulencidval rendelkez6 izolatumok a Prunus fajokrdl szarmaztak.
A kortérdl szarmazé izolatumok (Eal0, Ea26, Ea50, Ea80, Eam10) az *Alexander Lucas’, *Stdssel
tabornok’, a ’Serres Olivér’ és az ’Eldorado’ fajtdk esetében kis virulencidval, mig a ’Diel
vajkorte’, a ’Drouard elnok’ és a *Téli esperes’ fajtak esetén nagyobb virulencidval rendelkeztek.
A vizsgalt hazai és kiilfoldi 1zolatumok is eltérden viselkedtek, mert kiilonbozd tiinetek okoztak a
kortefajtakon. A hazai izolatumok Gsszességében nagyobb megbetegitd képességgel rendelkeztek,
mint a kiilfoldrol szarmazoak. A ’Serres Olivér’, az *Alexander Lucas’, az ’Eldorado’ és a *Stossel
tdbornok’ fajtdk mindegyik kiilfoldi izolatummal kevésbé fogékonyak. A ’Diel vajkorte’, a
’Drouard elnok’ és a ’Téli esperes’ fajtdk az Ea96, az Ea329/98, az Eaml és az Eaml0
1zolatumokra szintén kevésbé fogékonyak, mig az Ea47 és az Eam9 izoldtumokra pedig erdsen
fogékonyak.

Eredményeink alapjan megallapithatd, hogy a kiilonb6zd gazdandvényrdl szarmazo
1zolatumok eltérden viselkedtek a kiilonbozo kortefajtakkal, ezért fontosnak tartjuk, hogy a fajtak
fogékonysaganak vizsgalatanadl ne egy izolatumot, hanem torzskeveréket hasznaljuk. Fontos
szempont még, hogy a fertdézési kisérletek (gyiimdlcs) eldtt az izolatumok virulencidjanak
tesztelésekor melyik kortefajtan végezziik el a tesztelést.

Az ellenalloésag megitéléséhez elsésorban a virag rezisztenciajat tartjuk elsédlegesnek, de

sziikségesnek tartjuk, hogy ezek az adatok kiegésziiljenek a hajtas- és gylimolcsfertdzés
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vizsgélatok eredményeivel is, hogy hozzasegitsenek a minél sikeresebb jovobeli nemesitési

programokhoz.

Az izolatumok molekularis vizsgalata

A szilvarol szarmazo izolatum 16S rRNS gén molekularis vizsgalata

A reakcid eredményeként kb. 1300 bp hosszusagu PCR-termék keletkezett. A magyar
izolatum (Ea-PlumBol) részlegesen meghatarozott 16S rDNS nukleotid szekvencidjat (1323 bazis)
elkiildtiik a nemzetkozi adatbankba, amely az HE610678 hivatkozasi szamon talalhat6.

A nemzetkézi adatbazisban taldlhatd szekvencidkkal Osszehasonlitottuk a szilvarol
szarmazo6 izolatum szekvenciajat. Az Osszehasonlitds alapjan a vizsgalt szakaszon 100%
homolégiat mutatott a szilva izoldtum két maésik izoldtummal, az th434113 hivatkozasi szdmon
talalhatdé német izolatummal, amely galagonyéarol szdrmazik, illetve az fn666575 szamu angol
izolatummal, melynek gazdanovénye az alma. Mig a tobbi vizsgalt izolatumokkal a szilva
izolatum 98-99%-0s homologiat mutatott, melyek kiillonb6z6 gazdandvényekrdl, almarol, kortérdl,
japan kortér6l valamint Rubus fajokrdl szarmaztak. Az adatok alapjan elkészitettiik a filogenetika
torzsfat. A szekvenciak homoldgiaja alapjan a Rubus fajokrol szarmazé izolatumok kiilon
csoportot alkotnak. A szilvardl szarmaz6 izolatumunk kozeli rokonsadgot mutat az alméarol, birsrél,

kortérdl, valamint disznovényekrdl szarmazé izoldtumokkal.

Az izolatumok pEA29 plazmidjanak molekularis vizsgalata

crer

specifikus primerekkel megkozelitéleg 1100 bazispar (bp) hosszit szakaszat —sikeriilt
felszaporitanunk. A PCR termékek nukleotid szekvencidjat meghataroztuk. A szekvencidkban
szekvencia ismétlodés), mely alapjan az E. amylovora izolatumok jol elkiilonithet6k egymastol.

Az E. amylovora-ra jellemz6 pEA29 plazmid ATTACAGA, ismétlédé szekvencia,
1ismétlodik, mig a kiilfoldi izolatumokndl 5, 7, 12-szer ismétlodik. Az izoldtumok dominéns
populacidja (51%) a 7 és 8-szor ismétlodé szekvencia csoportba tartozott. Az Eal9, Ea22, Eas0,
Ea80, Ea 47 ¢s az Eam1 izoldtumok a legkisebb (5), mig az Ea95 (10) és az Ea329/98 (12) a

legnagyobb SSR szdmmal rendelkezett. A kiilfoldrél szarmazé izolatumok és a hazai izoldtumok
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eltér6 SSR szammal rendelkeztek. Az E. amylovora izolatumok eltéré SSR szamai azt mutatjak,
hogy eltér6 torzseket alkotnak.

Eredményeinket Osszehasonlitottuk az NCBI adatbazisban szereplé 0Osszes Erwinia
adatbazisban 27 izolatumot talaltunk, melyek kiilonb6zé orszagokbdl szarmaztak és kiillonbozo
SSR szamokkal rendelkeztek. Az Osszehasonlitds sordn a hazai izolatumok tobbsége 7-8 SSR
szammal, az osztrak izolatumok magasabb 10-14 SSR szdmmal, a bolgar izolatumok 8-10-11-12-
13 SSR szammal, mig a német (4), angol (4), egyiptomi (4, 6, 7) és amerikai (4, 5) izolatumok
alacsonyabb SSR szdmmal rendelkeznek. A sajat vizsgalatainkhoz az egyiptomi vizsgalatok
eredményei hasonlitanak a legjobban, mely feltételezi, hogy hazdnkba a kérokozo a déli orszagok
feldl terjedt el, mivel az eurdpai igen gyors elterjedése a korokozonak két irdnybdl, Angliabdl és

Egyiptombdl indult (van der Zwet, 1996).
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4. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

. Magyarorszagon elséként, Europaban masodikként azonositottuk klasszikus és molekularis
bakteriologiai modszerekkel a tlizelhalas korokozojat, az Erwinia amylovora-t szilvafa (Prunus
domestica d’Agen’) fiatal hajtasarol.

o Magyarorszagon els6ként csoportositottunk 31 Erwinia amylovora izolatumot
tenyészbélyegek alapjan kiillonboz6 taptalajokon.

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

o Uj adatokat szolgaltattam 4 kiilonboz$ bakteriofig a tiizelhalas korokozojara gyakorolt
eltérd hatasarol in vitro koriilmények kozott.

o Munkam soran j adatokat szolgaltattam 31 Erwinia amylovora izolatum virulenciajarol és
a gyiimolesok érzékenységérdl 7 régi kortefajta esetében.

o Magyarorszagon elséként jellemeztiik 31 Erwinia amylovora izolatum Pstl fragment pEa29

crer

referencia izolatumokkal, feltérképeztiik ezek rokonségi viszonyait.
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