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AZ ERWINIA NEMZETSEGBE TARTOZO BAKTERIUMFAJOK
BIOLOGIAI DIVERZITASA: azonositas, jellemzés és genetikai variabilitas

Az Enterobacteriaceae csaladba tartozo jelentds novénypatogén baktériumfajok az Erwinia
amylovora, a Brenneria (Erwinia) nigrifluens és az Erwinia carotovora subsp. carotovora
(Pectobacterium carotovorum). A harom honapos 6sztondij id6tartama alatt az el6bb emlitett
korokozok okozta tipikus tiineteket mutatd mintdkat gylijtottem Marosvasarhelyrol és
Nyaradmenti telepiilésekrdl (Nyaradszereda, Nyaradremete, Jobbagytelke, Mikhaza, Nyaradto,
Csikfalva).

Erwinia amylovora okozta  Brenneria nigrifluens okozta  Erwinia carotovora okozta

tiinet kortén tiinet diofa torzsén tiinetek burgonyan

A vizsgalt mintdkat még a gylijtés napjan vagy legkés6bb masnap taptalajra helyeztem
fert6tlenités utan. Erwinia amylovora okozta, tiizelhalas tiineteket mutatd 54 db mintat foként
a Nyarddmenti telepiilésekrdl gyljtottem kiilonbozd gazdandvényekrdl (alma, korte, birs,
szilva). Diofakon sekély repedéseket és stirti valadékfolyast mutatd fat nem talaltam. 28 db
vékonyabb repedést mutatd diofardl is mintat gyljtdttem hédzi kertbdl és szorvanyosan
eléforduld fakrol. Tarolt burgonya gumot 14 db-ot sikeriilt gyiijteni, melyeken kisebb folt és
lagyulas volt tapasztalhato.

Anvag és Maodszer

A baktériumok izolalasdhoz, tenyésztéséhez King-B taptalajt hasznaltunk. Az izolalashoz
tipikus tiinetet mutatd novényi részeket vizsgaltunk meg. A novényi részeket fertdtlenitettiik,
mayjd steril desztillalt viz hozzdadasaval daraboltuk és homogenizaltuk. A kapott szuszpenziot
King-B taptalajra szélesztettiik (King, 1954), majd tiszta tenyészetet allitottunk el6 King-B

taptalajon. A hiperszenzitiv reakcié vizsgalata soran dohanynovények (Nicotiana tabacum L.



cv. Xanthi) levelébe 5x107 sejt/ml tdménységii baktérium szuszpenziot injektaltunk fecskendd
segitségével. A tesztet 24-48 ora elteltével értékeltiik a kialakult tiinetek alapjan (gyors szoveti
nekrozis). A Gram-tulajdonsdgot KOH prébaval hataroztuk meg. A biokémiai tulajdonsagok
meghatarozasahoz a Biolab altal forgalmazott oxidaz-tesztcsikot és Biomérieux (France) altal
gyartott API kitet hasznaltuk. A vizsgalat sordn a gyarto eldirasanak megfelelden jartunk el. A
patogenitasi tesztet az adott baktériumfaj gazdandvényein végeztikk el. Minden izolatum
patogenitasat kiilon-kiilon teszteltiik. 5x107 sejt/ml toménységli baktérium szuszpenziot
inokulaltunk. Kontroll esetében steril desztillalt vizzel tortént a kezelés, majd parakamraba
helyeztiik, ahol szobahdmérsékleten 90-100% relativ paratartalmat biztositottunk szdmukra. A
korokozok molekuléris azonositasara PCR (polimeraz-lancreakcio) technikat alkalmaztunk. A
baktériumok altalanos meghatarozasdhoz a 16S rRNS gént vizsgaltuk. Az amplifikaciot
kovetden a PCR termékek tisztitasat a Roche Diagnostics GmbH altal gyartott High Pure PCR
Product Purification Kittel végeztiik a gyarto utasitdsai szerint. A fragmentumokat a BaseClear
B.V. (Leiden, Hollandia) céghez kiildtiik kdzvetlen szekvencia meghatarozasra. A szekvenciak
elemzéséhez és sszeillesztéséhez CLC Genomics workbench (CLC Bio A/S, Cambridge, MA)
software csomagot alkalmaztam. A korokozok azonositasahoz az NCBI (National Center for

Biotechnology Information) adatbazist, illetve annak BLAST programjat hasznaltam.

Eredmények

A tlizelhalas tiineteit mutatd 54 db mintabol 36 db, a diofak repedésébodl a 28 db
mintabol 11 db, mig a tarolt 14 db burgonya gumobol 5 db baktériumot tenyésztettem sikeresen,
allitottam el§ tiszta tenyészetet. Az Erwinia amylovora esetében az izolatumok almarol,
kortérdl és birsrdl szarmaztak, melyek patogenitasat igazoltam. Sajnos a korokozd ujabb
gazdanovényérdl, csonthéjas fajrol, szilvardl nem sikeriilt a korokozé azonositasa. A Brenneria
nigrifluens esetében a diofak sekély repedésébdl sikeriilt 11 tiszta tenyészetet eldallitani,
azonban a patogenitasukat nem tudtam igazolni és a molekularis vizsgalatok sem igazoltak a B.
nigrifluens jelenlétét. A burgonyagumobol sikeriilt 5 tiszta tenyészetet eléallitanom, melyek

patogenitasat is igazoltam burgonya szeleteken.

24 oras inkubaciot kovetden a taptalajon felnéttek a fajokra jellemzo fehéres-krémes
szinli, kiemelkedd, ép szélii baktériumtelepek. Az izolatumok mindegyike King-B taptalajon
konnyen tenyészthetd és fenntarthatd volt. A tlizelhalas tlineteit mutatdé mintakrol izolalt 36
izolatum (Eal-Ea36), a diordl szarmaz6 11 izolatum (Bnl1-Bnll) és a burgonyardl szarmazoé 5
izolatum (Ecl-Ec5) mindegyike Gram-negativ tulajdonsagi. Dohanynovény (Nicotiana

tabacum L. cv. Xanthi) levelein 24 ora elteltével pozitiv reakciot, azaz gyors szoveti nekrozist-



hiperszenzitiv reakcidt tapasztaltunk minden izolatum esetében. A patogenitast a tlizelhalas
esetében alma, korte, birs, szilva terméseken és leveleken; a did sekély kéregrepedéseibol
szarmazo izolatumok esetében di6 hajtasokat, leveleket és terméseket, mig a burgonyarol
szarmazo0 izolatumok esetében burgonyszeleteket vizsgaltuk, az izolatumok szuszpenzidjaval
kiilon-kiilon. A mesterségesen fertdzott termések esetében a fertdzést kovetd 5-7. napon, a
leveleken 7-10. napon, mig a hajtasok esetében 21-30. napon alakultak ki a kiilonb6z6
betegségekre jellemz0 tiinetek. A steril desztillalt vizzel inokulalt kontroll csoportokon nem
alakultak ki elvaltozasok a kiilonbozd értékelési idOpontokig. A korokozot sikeresen
visszaizolaltuk a fert6zott ndvényi részekbdl King B taptalajra, igy a Koch posztulatumok
(Koch, 1878) alapjan bizonyitottuk a korokozok megbetegitd képességét, kivéve a diorol

szarmazo6 izolatumok esetében. A biokémiai vizsgalatok még folyamatban vannak.

Klasszikus bakteriologaiai vizsgalatok képekben (Gram-tulajdonsag -KOH proba,

hiperszenzitiv reakcio, tenyészbélyeg King-B taptalajon, patogenitas teszt)

Az Osszes vizsgalt izolatum 16S rRNS gén molekularis vizsgalata soran ~1300 bazispar
hosszusagl termékek keletkeztek. A szekvencia analizis alapjan a tlizelhalés tlineteit mutato
mintakbdl szdrmazé izoldtumaink egymassal 99,5-100% azonossagot, mig az adatbazisban
szereplé mas (magyarorszagi, egyiptomi) adatbazisban szereplé Erwinia amylovora
izolatumokkal 98-99,5% azonossagot mutattak. A burgonyardl szarmazoé izolatumaink
egymassal 100%, mig egyéb Erwinia carotovora subsp. carotovora izolatumokkal 99,2-100%
azonossagot mutattak. A di6é sekély kéregrak korokozojat, a gyiijtott, vizsgalt mintakbol nem

sikeriilt igazolni molekularis vizsgalat alapjan sem a Brenneria nigrifluens jelenlétét.

A vizsgalatokat tovabb folytatjuk, mindenképp szeretnénk tobb mintat gytjteni és
feldolgozni. Tervezziik tovabbi szilvamintak gyiijtését, a tlizelhalas betegség csonthéjasokon
valo eléfordulasanak igazolasara Romaniaban is. Valamint tervezziik egy masik Magyar Allami
Eotvos Osztondij kapesan a dié sekély kéregrakjat vizsgalni és tovabbi mintakat gytijteni, a
korokozot, a Brenneria nigriifluens fajt elséként azonositani Erdélyben. A vizsgalatokat tobb

évig tervezzilk, sokkal tobb izolatumra van sziikség, hogy végs6 kovetkeztetést vonjunk le az



Enterobacteriaceae csaladba tartozé jelentds novénypatogén fajokkal kapcsolatban
Marosvasarhelyen és a Nyarddmenti telepiiléseken, de mindenképp hidnypétld ezen fajok
vizsgalata, és az izolatumok jellemzése, Osszehasonlitasa, mivel az Erwinia amylovora-t is

1992-ben irtak le eldszor Romaniaban.

Tamogatas hasznosulasa

Az anyagi tdmogatds nagyban hozzajarult kutatdsom megvaldsulasahoz. A korokozok
klasszikus és molekularis modszerekkel torténd azonositdsa jelentds anyagi koltséggel jar,
melynek finanszirozasahoz a palyazat is nagyban hozzajarult. Tobb a kisérlethez sziikséges
mianyag laboreszk6zok, vegyszerek keriiltek beszerzésre. A kutatas tovabbi folytatasahoz is

mar megkezdtiik tovabbi mintak gyljtését is.

Kutatasi eredmények tervezett hasznositasa

Mivel a kisérleteket nemrég fejeztem be, a kisérleti eredmények publikalasa tervben van a
novényvédelem szakteriilet rangos nemzetkozi folyoirataiban ill. hazai és nemzetkozi
konferencidkon. Novényvédelmi Tudomanyos Napokon valo részvétel, ahol a kutatasi anyag
bemutatdsa torténik oktatok, kutatok szamdra. Az 1) tudomanyos eredményekrdl, a
kérokozokrol, novényvédelmi problémak megolddsarol tdjékoztatni kell a termesztOket
folyoiratokban, szaklapokban. A kisérleti eredmények alkalmazasa, beillesztése a MATE,
Budai Campus, Novényveédelmi Intézet és a Sapientia Erdélyt Magyar Tudomanyegyetem

oktatasi tananyagaiba.



