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Osszefoglalis
Hazéankban mar régéta népszerii és mutatés dézsas ndvény a leander. Barhol, ahol feltiinik,
mediterran hangulatot teremt. Legstilyosabb betegsége a leanderrak vagy masnéven a leander
pszeudomonaszos betegsége, amit a Pseudomonas savastanoi pv. nerii baktérium okoz. A
betegség tipikus tlinetei a rakos daganatok, melyek a ndvény Osszes foldfeletti részén
képzddhetnek. A disznovények esztétikai értékének csokkenése mellett idovel a novény
kondicidja leromlik, és el is pusztulhat. Vizsgalatunkban az orszag kiilonbozé pontjairél
gyijtott leander ndvényekbdl izolaltuk a Pseudomonas savastanoi pv. nerii korokozot.
Azonositasat, jellemzését, valamint az izolatumok 6sszehasonlitasat klasszikus modszerekkel -
hiperszenzitiv reakcid, Gram tulajdonsag, biokémiai jellemzdk, patogenitasi teszt, LOPAT

teszt- végeztiik el.
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Abstract
Oleander (Nerium oleander L.) is a popular woody ornamental plant. Unfortunately, a plant
pathogenic bacterium, Pseudomonas savastanoi pv. nerii causes serious disease with neoplastic
lesions in all parts of the plant. This disease is called oleander cancer. Between 2020 and 2021
we collected many infected plant parts nationwide and examined the pathogen by classical
methods - hypersensitivity reaction, Gram-property, biochemical characteristics (AP120 NE),

pathogenicity test, LOPAT test.
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Bevezetés
A Pseudomonas savastanoi pv. nerii a Pseudomonas syringae fajkomplex tagja, melyet
vilagszerte a legjelentdsebb fitopatogén baktériumcsoportnak tekintenek (Mansfield et al.,
2012). A betegséget Ferraris (1926) irta le el6szor 1926-ban. Hazankban Szatmari és
munkatarsai (1998) izolaltak els6ként a korokozo jelenlétét. P. savastanoi pv. nerii mellett még
héarom patotipust kiilonithetiink el: P. savastanoi pv. savastanoi, P. savastanoi pv. fraxini és P.
savastanoi pv. retacarpa (Janse, 1981, 1982; Surico et al., 1985; Matas et al., 2009; Young et
al.,, 1996). Az egyes torzsek fenotipusosan és genotipusosan egyarant heterogének. Szamos disz
— Ligustrum japonicum, Retama sphaerocarpa, Mandevilla sanderi, Myrtus communis,
Jasminum officinalis, Phillyrea sp., Forsythia sp., Rhamnus alaternus — és gazdasagilag
meghatarozo — Olea europaea, Punica granatum, Fraxinus sp. — névényt képesek megfertézni

(Bradbury, 1986; Szatmari et al., 1998; Garcia, 1999; Saad and Hanna, 2002; Eltlbany et al.,
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2012; Bozkurt et al., 2014; Cinelli et al., 2014;). Tipikus tiinetként sejt tulburjanzast
figyelhetiink meg a fert6zott névényi részeken, amiket a baktérium altal termelt fitohormonok

valtanak ki (Surico and Iacobellis, 1992).

Anyag és médszer

Az orszag kiilonbozé pontjarol a leander rékra jellemzd tipikus tiineteket mutatdé mintakat
gylijtottiink 2020-2021 kozott. A fertdzott ndvényi részeket a Magyar Agrar- és Elettudomanyi
Egyetem, Novényvédelmi Intézet, Novénykortani Tanszék laboratoriumaba szallitottuk. A
szallitast kovetéen a mintakat 70% etilalkohollal fertdtlenitettiik, steril desztillalt vizzel
homogenizaltuk, taptalajra szélesztettiik, €s tiszta tenyészetet készitettiink.

A Dbaktériumok tenyésztéséhez King-B taptalajt hasznaltunk (King et al., 1954), amiket
szobahdmérsékleten inkubaltunk. A Gram-tulajdonsagot 3%-os KOH oldattal hataroztuk meg
(Gregersen, 1978). A hiperszenzitiv reakcid vizsgalatdhoz dohanynévény (Nicotiana tabacum
L. cv. Xanthi) levelébe 5x107 sejt/ml mennyiségli baktérium szuszpenzidt injektaltunk
fecskenddvel (Klement, 1982). A patogenitasi vizsgélat soran az egy éves, sajat szaporitasu
leander csemeték hajtasait a masodik és negyedik internodiumnal 100 pl baktérium
szuszpenzioval fertdztiik. A kontroll ndvényekbe steril, desztillalt vizet injektaltunk. A fert6zott
ndvényeket szobahdmérsékleten parakamraba helyeztiik magas relativ paratartalom (90%
feletti) mellett. A biokémiai tulajdonsagok vizsgalatahoz a Biomérieux (France) éltal gyartott
API20 NE tesztcsikokat alkalmaztuk. A gyartd elSirdsainak megfelelden 5x107 sejt/ml
toménységll baktérium szuszpenzidt juttattunk a zsebekbe, amiket a gyarté altal meghatarozott
szinkodok alapjan értékeltiink.

A LOPAT teszt soran a Levan-termelést 5% cukrot tartalmazo Nutriet agaron vizsgéaltuk. Az
oxidéz tulajdonsag meghatarozasahoz a Biolab altal forgalmazott oxidéz tesztcsikot hasznaltuk.

A burgonya rohasztas soran, a piacon vasarolt gumokat fertétlenitettiink, szeletekre vagtuk, és
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steril fogpiszkalod segitségével baktérium koloniakkal fertéztilk meg. Kontroll esetében steril
desztillalt vizbe martott fogpiszkaloval fertztink. Az arginin-dihidrolaz termelést ADH
taptalajon hataroztuk meg. A hiperszenzitiv reakcié indukald képesség vizsgalata az el6zd
bekezdésben leirt modon dohanyndvényen tortént (Lelliott et al., 1966; Schaad et al., 2001;

Thornley, 1960).

Eredmények
Minden gyijtott leander mintan a Pseudomonas savastanoi pv. nerii altal kivaltott leander rakra

utalo, tipikus tiineteket tapasztaltuk (1. dbra).

1. dbra A leander rak megfigyelt tiinetei

Az izolalas soran nagymértékben kevert tenyészetek nem voltak jellemzdek. A korai fert6zés
szakaszaban 1évé mintak bizonyultak a legjobbnak, amiket a gy(ijtés utan a lehetd leghamarabb
feldolgoztunk. King-B taptalajon dsszesen 25 tiszta tenyészetet (L6, L13, L15, L17, L19, L20,
L25, 136,137,138, L50, L51, L52, L53, L56, L57, L58, L62, L64, L65, L66, L67, L18, L54,

L49) hoztunk 1étre, melyek konnyen tenyészthetdk és fenntarthatok voltak (2. abra). Apro,
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sziirkés -fehér szinli, szabalytalan szegélyli telepeket figyeltiink meg. A baktériumok

fluoreszcens pigmentet termeltek és a taptalajba diffundaltak. Hosszabb inkubalas utan (96 ora)

két izolatum (L6, L15) a tobbitdl eltéréen nem z61d, hanem barna diffundalé pigmentet termelt.

2. dbra Izoldtumok tenyészbélyege (L36, L54, L15) King-B taptalajon 24 oérds és 96 oras inkubdlas utan

Minden izolatum Gram-negativ tulajdonsdgot mutatott, mivel a KOH oldat oltotta az
izolatumok sejtfalat. A dohanynévény (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi) leveleibe inokulalt

szuszpenziok 24 ora utan gyors szoveti nekrozist okoztak (3. dbra).

3. abra Hiperszenzitiv reakcié dohdnynovény levelén (L13, L36, L50) az inokuldalds utan 36 oraval
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A patogenitasi teszt soran az elso tiinetek a fertéz¢és utani 28. napon jelentkeztek. 46 nap
elteltével mindegyik beoltott ndvényen kialakultak a tipikus tlinetek, vagyis az inokulalas
helyén rakos sebek jelentek meg. A kontroll ndvény esetében elvaltozasokat nem tapasztaltunk
(4. abra). A mesterségesen fert6zott csemetékrdl visszaizolaltuk az izolatumok mindegyikét és

igazoltuk a Koch posztulatumokat.

4. dbra Patogenitdasi teszt leander novényen (balrol jobbra: kontroll, L58, L18, L56 izoldtumok)

Az izolatumok biokémiai tulajdonsagait API20 NE kittel hasonlitottuk &ssze (1. tablazat).
Osszesen 16 vizsgilat soran (nitrat-redukcié, indol, D-gliikdz fermentaci6, L-arginin, ureaz,
eszkulin, zselatin, B-galaktozidaz, D-gliik6z, D-mann6z, D-mannitol N-acetil-gliikkozamin, D-
maltoz, K-glitkonat, kaprilsav asszimilacio, adipinsav asszimilacié) kaptunk pozitiv eredményt,
mely soran izolatumaink eltéréseket mutattak. L-arabindz, almasav, fenil-ecetsav, Na-citrat
teszteken minden izoldtum esetében egységesen negativ eredményt tapasztaltunk. Az L15 és
L20, az L13 és a L17, valamint az L19, L36, L37, L38, L50, L51, L52, L53, L56, L57, L67,

L49 izolatumok biokémiai tulajdonsagaikban teljesen megegyeztek.
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LOPAT tesztek soran az Osszes izolatum azonosan viselkedett. Csak dohanyndvényen végzett
hiperszenzitiv reakciok soran kaptunk pozitiv eredményeket, a tobbi teszten negativ eredményt

kaptunk (5. abra).

Levan termelés Oxidaz Burgonya rothaddsi  Arginin-dihidroldz HR
negativ aktivitas képessége eldllitasa pozitiv
negativ negativ negativ

5. dbra LOPAT teszt eredményei

Eredmények értékelése
A leanderrdk betegség korokozdja, a Pseudomonas savastanoi pv. nerii ndvénypatogén
baktérium jelentds problémat okoz, hiszen a leander (Nerium oleander) névények diszitéértékét
jelentdsen csokkenti. Kutatasunk soran hazai, tipikus tiinetet mutaté mintakat gytijtottiink, majd
vizsgaltunk meg 2020-2021 kozott. Ezek a szakirodalomban leirt tiinetekhez viszonyitva
eltérést nem mutattak (Surico et al, 1985). Izolatumaink King-B téptalajon konnyen
tenyésztheték és fenntarthatok voltak. Aprd, sziirkés -fehér szinii, szabalytalan szegélyi
telepeket figyeltiink meg (Kavak and Ustun, 2009). Fluoreszcens pigmenet termeltek, de két
izolatum a tobbitdl eltérden barna diffundalé pigmentet termelt (Janse, 1981). Minden izolatum
Gram-negativ tulajdonsagot mutatott, és hiperszenzitiv reakciot indukalt dohanyndvény levelén

(Janse, 1982). A patoganitasi tesztek soran az izolatumokkal vald visszafertézés utan a

tesztndvényeinken megjelentek a rakos elvaltozasok, melyek a korokozo tipikus tiinetei. A
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mesterségesen fertdzott csemetékrol visszaizolaltuk, és klasszikus modszerek alkalmazasaval
igazoltuk a Koch posztulatumokat. A LOPAT teszt soran izolatumaink azonosan viselkedtek,
csak a dohanynovényen végzett hiperszenzitiv reakcio soran tapasztaltunk pozitiv valaszt. igy
minden izolatum a LOPAT 1b csoportba tartoznak. Ezaltal megallapithatjuk, hogy
izolatumaink a P. syringae fajkomplexen beliil a csak hiperszenzitiv reakciét mutatd
Pseudomonas fajok kozé sorolhatok (Janse, 1982). A biokémiai tulajdonsagaikat API20NE
tesztekkel hataroztuk meg. Biokémiai tulajdonsdgaikban az L15 és L20, az L13 és a L17,
valamint az L19, L36, L37, L38, L50, L51, L52, L53, L56, L57, L67, L49 izolatumok teljesen
megegyeztek, a tobbi izolatum eltérd tulajdonsagokkal jellemezhetd. Mas izoldtumokkal vald
Osszehasonlitast neheziti, hogy a korokozé nevezéktana gyorsan valtozott. Tobb tanulmany
alatamasztja, hogy a P. savastanoi pv. nerii izolatumok t6bbnyire a nitratot redukaljak. A
gliikozt, a cellobidzt és a trechaldzt hasznositjak, de a mannitot és a szorbitot nem képesek
hasznositani (Kavak and Ustun, 2009; Marchi et al., 2006). Ezen tulajdonsagok alapjan a
korabban vizsgalt izolatumokhoz két izolatumunk mutat egyezést, a tobbi izolatumaink eltérd
biologiai tulajdonsaggal jellemezhetd.

Eredményeink hozzajarulnak hazankban a leanderrakkal kapcsolatos ismeretek bovitéséhez,
valamint ujabb adatokat, ismereteket is eredményeztek a korokozoé hazai populacidjarol. A
kisérletet a jovében tovabb folytatjuk az izolatumok molekularis vizsgalataval, mas fajokkal
val6 Osszehasonlitassal, és Ujabb izolatumok azonositasaval. Emellett a jovoben tervezziik a
leanderrak elleni védekezési lehetdségek vizsgalatat is, ezekkel is hozzajarulva a koérokozo

elleni hatékony védekezés kidolgozasahoz.

228



Georgikon for Agriculture 26 (1) 2022

Koszonetnyilvanitas
Tématertileti Kivalosagi Program 2020- Intézményi Kivalosag Alprogram (TKP2020IKA-12)
ndvénynemesités, novényvédelemmel kapcsolatos kutatasok témateriileti programja keretében
valosult meg.

Irodalom

Bozkurt, LA., Soylu, S., Mirik, M., Ulubas Serce C. and Baysal O. 2014. Characterization of
bacterial knot disease caused by Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi on pomegranate
(Punica granatum L.) trees: a new host of the pathogen. Letters in Applied Microbiology. 59.
520-527.
Bradbury, J.F. 1986. Guide to Plant Pathogenic Bacteria. Wallingford, UK: CAB International.
Cinelli, T., Marchi, G., Cimmino, A., Marongiu, R., Evidente, A. and Fiori, M. 2014.
Heterogeneity of Pseudomonas savastanoi populations infecting Myrtus communis in Sardinia
(Italy). Plant Pathology. 63(2). 277-289.
Eltlbany, N., Prokscha, Z.Z., Castafieda-Ojeda, M.P., Krogerrecklenfort, E., Heuer, H.,
Wohanka, W., Ramos, C. and Smalla, K. 2012. A new bacterial disease on Mandevilla sanderi,
caused by Pseudomonas savastanoi: lessons learned for bacterial diversity studies. Applied and
Environmental Microbiology. 78. 8492-8497.
Ferraris, T. 1926. Trattato di patologip e terapia vegetale, vol. 1, 3rd ed. Hopli, Milan.
Garcia De Los Rios, J.E. 1999. Retama sphaerocarpa (L.) Boiss, a new host of Pseudomonas
savastanoi. Phytopathologia Mediterranea. 38. 54—60.
Gregersen, T. 1978. Rapid method for distinction of gram-negative from gram-positive
bacteria. European Journal of Applied Microbiology and Biotechnology. 5(2). 123—127.
Mansfield, J., Genin, S., Magori, S., Citovsky, V., Sriariyanum, M., Ronald, P. and Foster, G.D.
2012. Top 10 plant pathogenic bacteria in molecular plant pathology. Molecular Plant

Pathology. 13(6). 614-629.

229



Georgikon for Agriculture 26 (1) 2022

Janse, J.D. 1982. Pseudomonas syringae subsp. savastanoi (ex Smith) subsp. nov., nom. rev.,
the bacterium causing excrescences on Oleaceae and Nerium oleander L. International Journal
of Systematic and Evolutionary Microbiology. 32(2). 166—169.

Janse, J.D. 1981. The bacterial disease of ash (Fraxinus excelsior), caused by Pseudomonas
syringae subsp. savastanoi pv. fraxini 1I. Etiology and taxonomic considerations. European
Journal of Forest Pathology. 11(7). 425-438

Kavak, H. and Ustun, N. 2009. Oleander knot caused by Pseudomonas savastanoi pv. nerii in
Turkey. Journal of Plant Pathology. 91(3). 701-703.

Klement, Z. 1982: Hypersensitivity, In: Phytopathogenic Prokaryotes, Vol. 2. Mount, M.S. and
Lacy, G.H. eds. Academic Press, New York, 147-177.

King, E.O., Ward, M.K. and Raney, D.E. 1954. Two simple media for the demonstration of
pyocyanin and fluorescin. Journal of Laboratory and Clinical Medicine. 44. 301-307.

Lelliott, R.A., Billing, E. and Hayward, A.C. 1966. A Determinative Scheme for the
Fluorescent Plant Pathogenic Pseudomonads. Journal of Applied Bacteriology. 29(3). 470-489
Marchi, G., Sisto, A., Cimmino, A., Andolfi, A., Cipriani, M.G., Evidente, A. and Surico, G.
2006. Interaction between Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi and Pantoea agglomerans
in olive knots. Plant Pathology. 55(5). 614-624.

Matas, .M., Pérez-Martinez, 1., Quesada, J.M., Rodriguez-Herva, J.J. Penyalver, R. and
Ramos, C. 2009. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi contains two iaalL paralogs, one of
which exhibits a variable number of a trinucleotide (TAC) tandem repeat. Applied and
Environmental Microbiology. 75. 1030-1035.

Surico, G. and Iacobellis, N.S. 1992. Phytohormone and olive knot disease. /n: Verma, D.P.S.
Molecular Signals in Plant-Microbe Communications. CRC Press, Boca Raton, USA. 209-227.
Saad, A.T. and Hanna, L. 2002. Two new hosts of Pseudomonas savastanoi and variability in

strains isolated from differenthosts. Phytopathology. 92. S71.

230



Georgikon for Agriculture 26 (1) 2022

Schaad, W., Jones, J.B. and Chun, W. 2001. Laboratory Guide for Identification of Plant
Pathogenic Bacteria. 3rd Edition, American Phytopathological Society, St. Paul, 373.
Szatmari Sz., Khadija E. és Hevesi M. 1998. Daganatképz6 baktériumok hazai el6fordulasa. In
IX. Lippay Janos-Vas Karoly Nemzetkozi Tudoméanyos Ulésszak, Novényvédelmi Szekcio,
1998. szeptember 16-18., Kertészeti és Elelmiszeripari Egyetem, Budapest. 340.

Surico, G., lacobellis, N.S. and Sisto, A. 1985. Studies on the role of indole-3-acetic acid and
cytokinins in the formation of knots on olive and oleander plants by Pseudomonas syringae pv.
savastanoi. Physiological Plant Pathology. 26. 309-320.

Thornley, M.J. 1960. The differentiation of Pseudomonas from other Gram-negative bacteria
on the basis of arginine metabolism. Journal of Applied Bacteriology. 23. 37-52.

Young, J.M., Saddler, G.S., Takikawa, Y., De Boer, S.H., Vauterin, L., Gardan, L., Gvozdyak,
R.I. and Stead, D.E., 1996. Names of plant pathogenic bacteria 1864-1995. Review of Plant

Pathology. 75. 721-763.

231



