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OSSZEFOGLALAS

A , tiizelhalas betegséget” az Erwinia amylovora baktérium okozza, mely siilyos veszteséget, problémat jelent az egész vilagon az
alma- és korte iiltetvényekben. Hazankban 1996- ban jelent meg eldszor. Megjelenése ota szamos Erwinia amylovora izoldatumot
gyiijtottiink kiilonbozé évekbdl, kiilonbozé foldrajzi helyrdl és kiilonbozé gazdandvényekrdl; és rendelkezésiinkre all néhany kiilfoldi
izolatum is. Vizsgdlatunk célja, hogy dsszehasonlitsuk mind a hazai, mind a kiilfoldi izolatumokat szénhidrat hasznositas alapjan.

Kiseérletiinkben megvizsgaltuk kiilonbozo szénhidratok hatdasat Erwinia amylovora izolatumokra, melyhez APl 50 CH kitet
(bioMérieux, France) hasznaltunk. Az API 50 CH kit teszt szinvaltozast eredményez. Az izolatumok 49 szénhidrat hasznositdsa alapjan,
két szénhidrat csoportot kiilonitettiink el: “hasznositott” és * nem hasznositott” szénhidratok. Minden izolatum hasznositott 20
kiilonbozd szénhidratot a teljes reakcio ido végére (164h). Ezen kiviil két masik szénhidrat (arbutin és raffinoz) alapjan kiilonbségeket
talaltunk az izolatumok kozott. Az izolatumokat négy csoportba osztottuk (1. hasznositia az arbutint, 2. hasznositja a raffinozt, 3.
hasznositja az arbutint és a raffinozt is, 4. sem az arbutint, sem a raffinozt nem hasznositja). Az eredmények alapjan elmondhaté, hogy
az izolatumok eltéré eredményeket adtak, amely feltételezi, hogy ezek nem egy torzset alkotnak.

feltérképezéséhez és alapjat képezik a jovibeli genetikai vizsgalatoknak.
SUMMARY

Fire blight, a plant disease caused by the bacterium Erwinia amylovora, produces serious losses in apple and pear orchards all
over the world. Since the appearance of fire blight in Hungary (Hevesi, 1996) Erwinia amylovora isolates were collected in different
vears, from different hosts and areas in order to establish gene bank for future epidemiological studies. We had isolates from foreign
countries as well. The aim of our research was to compare all of the Hungarian and foreign isolates by carbohydrate utilization.

In our experiments effect of carbohydrates on E. amylovora multiplication was determined using API 50 CH strip (bioMérieux,
France). By the API 50 CH strip method we checked a number of unstudied carbohydrates. The results of the tests shows colour
changes. Based on utilization of 49 carbohydrates of API 50 CH kit by E. amylovora isolates, two groups of carbohydrates can be
defined: “Utilized” - and “Not utilized” carbohydrates. All isolates utilized 20 different carbohydrates after 164 hour incubation.
Conversely, isolates also could be divided into four groups (1, 2, 3, 4) by arbutin and raffinose utilization. In group I.-isolates utilize
arbutin; 2.- utilize raffinose; 3.- utilize both arbutin and raffinose; 4. -utilize neither arbutin nor raffinose. Presumably carbohydrate
content of nectar could play an important role on invasion of the (E. amylovora) bacterium via flower.

1t could be concluded that the carbohydrate utilization — completed with genetic analysis — can be used for characterization of
Erwinia amylovora isolates.
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BEVEZETES

A tlzelhalas” betegséget az Erwinia amylovora (Burill) Winslow et al. baktérium okozza. A Rosaceae
csalad mintegy 33 nemzetségébe tartozd 129 novényfajt (1. abra) képes megfertézni, foként az
almatermésiieket, szamos diszndvényt és vadonélé novényfajt (van der Zwet és Keil, 1979). A betegség a
fiatal Giltetvényekben jelentds. A fertdzés kdvetkeztében a vesszok, agak kérge megpuhul, és sotétebb szinilivé
valik, és a repedésekbdl, sebekbdl nyalkacseppek tornek eld. A koérokozd sebzéseken €s természetes
nyildsokon keresztiil jut a levél szdvetébe és a levélereken keresztiil jut a levélnyélbe és onnan a hajtasok
edénynyalabjaiba. A fiatal z6ld hajtasok gyakran pasztorbotszerlien meggorbiilnek. A beteg virdagok
megbarnulnak, megfeketednek. A viragbol a baktérium a kocsanyba hatol és megtamadja a
gytimoélcskezdeményeket is. A gylimdlesfertézés foként erds zapor és jégverés utan gyakori (Agrios 1988,
van der Zwet és Keil, 1979). Az egészségesnek latszo ndvényi szovetekben, a tiinetmentes virdagokon,
leveleken, gyiimolcsokon a koérokozd baktériumok jelen vannak (Miller és Schroth 1970, Sutton és Jones
1975). A korokozd a fertézott vesszok, agak és a torzs felrepedt kérge alatt vagy a rakos sebekben
meghtzodva telel at, és tavasszal viragzas eldtt onnan indul szaporodasnak. A baktérium terjed viragporral,
rovarokkal, az esOvel, szélaramlatok utjan, de terjeszthetik madarak és az ember is.

A betegség a vilag mintegy 40 orszagaban fordul eld. A koérokozé Eurdpaban 1955-ben (Anglia) jelent
meg, majd fokozatosan terjedt észak- kelet, kelet felé. A szomszédos Ausztridban, 1991-ben észlelték eloszor
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(van der Zwet, 1992). Ezzel egy idoben megfigyelték a keleti, dél- keleti vonulatat, is, amely folyamatosan
terjedt nyugati irdnyba. Hazankban a korokozo tilineteit eldszor 1995 telén észlelték (Hevesi, 1996).
Megjelenése ota évrdl-évre eldfordul, s bizonyos években —a baktérium szamara kedvezd iddjaras esetén
(meleg, paras, nedves)- az okozott kar igen jelentds.

1996 ota szamos hazai ¢és kilfoldi Erwinia amylovora izolatum all rendelkezésiinkre, s jelen
tanulmanyunkban ezek koziil néhany izolatum 6sszehasonlitasat végeztiik el szénhidrat hasznositas alapjan.

1. dbra: Erwinia amylovora altal okozott tiinetek kiilonb6z6 névényfajokon

Malus sp. (3)
Figure 1: Symtomps caused by the bacterium Erwinia amylovora on different plant species
Pyracantha sp.(1), Cotoneaster sp.(2), Malus sp. (3)

Cotoneaster sp. (2) (Foto: Végh Anita)

ANYAG ESMODSZER

A vizsgalathoz hasznalt Erwinia amylovora izolatumok kiilonb6zd évekbdl, kiilonbozo foldrajzi helyekrdl
és gazdanovényekrdl szarmaznak (2. dbra). Az izolatumokat liofilizalva és krioprezervalva tarjuk fenn. A
virulenciat éretlen korte gyliimolesokon teszteltiik, melyek tipikus vizenyds szovetelhalast eredményeztek,
melyeken baktériumnyalka is megjelent (3. dbra). A hiperszenzitiv reakciot (Klement, 1963) dohanylevélen
(Nicotiana tabacum L. cv. White Burley) vizsgaltuk (4. abra). A korokozo tenyésztéséhez King-B taptalajt
(King és mtsai, 1954) hasznaltunk, melynek pH értéke 6,8. Az allando inkubacios homérséklet 26 °C.

A kiilonbozd szénhidrat hasznositds meghatarozashoz API 50 CH kitet (bioMérieux, France) hasznaltunk.
A King-B agar lemezrdl a baktériumok 24 oras tiszta tenyészetébdl steril desztillalt vizzel szuszpenziot
készitettiink, melynek toménysége 10® sejt/ml. A szuszpenziot az API folyékony taptalajba kevertiik és ezzel
a 49 féle szénhidratot tartalmazo kit mintahelyeit toltottiik meg, melyeket 26 °C-on inkubaltunk. Az
eredményeket 24h, 48h, 66h, é¢s 164h mulva értékeltiik (Hevesi, 2004) és dsszehasonlitottuk az izolatumok
jellemzait.
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2. abra: Erwinia amylovora izolatumok szarmazasanak adatai (foldrajzi elhelyezkedés, kod/ izolalas éve)
USA Pest
Ea 47/99 Ea 19/97
' Ea 29/98 Szabolcs-Szatmar-Bereg
Ea 31/98 Ea 88/02 Ukrajna

Ea 60/00
Ea 95/03

Ausztria
Vorarlberg
Ea 329/98

Hajda-Bihar
Ea 67/00
Ea 70/00

Romania
: Szekelyudvarhely
RMAN Eam 1/09
Bekes
Ea 6/97
' Ea 10/97
Ea 26/98 'OATA SEREl Bacs-Kiskun = Ea 12/97
Ea 28/98 Ea 1/96 Ea 15/97
Ea 50/99 Baranya

Ea 80/01 Ea 16/97

Figure 2: Date of Erwinia amylovora isolates (place, code/ year of isolation)

- 3. dbra: Virulencia vizsgélat éretlen kérte gyiimdleson

Figure 3: Virulence was confirmed on unripe pear fruits)

4. abra: Hiperszenzitiv reakciéo dohanylevélen

Figure 4: Hypersensitive reaction on tobacco leaves
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EREDMENYEK

A nektar meghatarozé cukor komponensei (fruktoz, gliikoz, szachardz) mellett csak néhany adat 1étezik
az irodalomban mas kevésbé gyakori szénhiratok hatasairdl az Erwinia amylovora szaporodédsanal. Ezek
mellett mas cukrok hatasair6l, mint a maltéz, melobioz és raffindz, melyek eléfordulnak szamos Rosaceae
csaladba tartozé novényfajok nektarjaiban, nem all elegendé adat rendelkezésiinkre (Percival, 1961).

Valoszintileg a szénhidrattartalom jelentds szerepet jatszhat az Erwinia amylovora viragfert6zésében.

Vizsgalatainkban meghataroztuk az Erwinia amylovora szaporodasanal kevésbé jelentds szénhidratok
hatasat is, melyhez API 50 CH kitet hasznaltunk (Végh, 2009). Az API 50 CH kit modszer szinvaltozast
eredményez: ha az adott baktérium hasznositja az adott szénhidratot, akkor az eredeti piros szinii oldat
sargara valtozik (5. dbra). Az izolatumok 49 szénhidrat hasznositasa alapjan, két szénhidrat csoportot
kiilonitettiink el: “hasznositott” €s “ nem hasznositott” szénhidratok (/. tablazat). A teljes reakcio id6 164 h
volt. Az izolatumok 20 kiilonb6z6 szénhidratot hasznositottak ennek a periddusnak a végére.

5. dbra: Ea 10 izolatum szénhidrat hasznositasa kiilonb6z6 idépontban

(0- kontroll, 1-49 kiilonb6z6 szénhidratok; szénhidrat hasznositis szinreakciét eredményez)

0 ora (1)
Figure 5: The utilization of carbohydrates by Ea 10 in different times

164 h (2)

(0- contol, 1-49 different carbohydrates; color changesindicate utilization)

0 hour (1), 164 hour (2)

,Hasznositott” és ,,nem hasznositott” szénhidratok

,,Nem hasznositott” (1)

Sorszam (3)

Sorszam (3)

0 Control

2 Erythritol

3 D Arabinose

7 L Xylose

8 Adonitol

9 B-Methyl-D-Xyloside
14 Sorbose

15 Rhamnose

16 Dulcitol

20 a-Methyl-D-Mannoside
21 a-Methyl-D-Glucoside
28 Maltose

29 Lactose

30 Melobiose

33
34
36
37
38
40
41

Inulin

Melezitose

Starch

Glycogen

Xylitol

D Turanose

D Lyxose

D Tagatose

L Fucose

D Arabitol

L Arabitol
Gluconate
2-Keto-Gluconate
5-Keto-Gluconate

,,Hasznositott” (2)

Sorszam (3)

1 Glycerol
4 L-Arabinose
5 Ribose

6 D Xylose
10 Galactose
11 Glucose
12 Fructose
13 Mannose
17 Inositol
18 Mannitol
19 Sorbitol

N-Acetyl-Glucosamyne
Amygdalin
Arbutin
Esculin
Salicin
Cellobiose
Sucrose
Trehalose
Raffinose
Gentiobiose
D Fucose

Table 1:,, Utilized” and ,, Not utilized” carbohydrates
,»Not utilized” (1), ,,Utilized” (2), numbers (3)

1. tablazat

Ezeken kiviil két masik szénhidrat (arbutin és raffindz) alapjan kiilonbségeket talaltunk az izolatumok
kozott. Az izolatumokat négy csoportba osztottuk (1. hasznositja az arbutint, 2. hasznositja a raffindzt, 3.
hasznositja az arbutint és a raffindzt is, 4. sem az arbutint, sem a raffindzt nem hasznositja) (2. tabldzat). Az
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eredmények alapjan elmondhat6, hogy az izolatumok (melyek kiilonb6zo évekbol, kiilonbozé foldrajzi
helyrél és gazdanovényrdl szarmaznak, illetve akar hazai, akar kiilfoldi szarmazasuak) eltéré eredményeket
adtak, amely feltételezi, hogy ezek nem egy torzset alkotnak. A szénhidrat hasznositds vizsgalatdnak
eredményei hozzéjarulnak az Erwinia amylovora hazai és kiilfoldi populacidjanak feltérképezéséhez és
alapjat képezik a jovobeli genetikai vizsgalatoknak.

2. tablazat
Izolatumok csoportositasa (1,2,3,4) arbutin és raffinéz hasznositas alapjan
1. hasznositja 2. hasznositja a 3. hasznositja az arbutint 4. nem hasznositja sem az
az arbutint (1) raffinozt (2) és a raffinozt (3) arbutint sem a raffinozt (4)
Ea6 Ea 10 Eal Ea 95
Ea 12 Ea 16 Ea 15
Ea 19 Ea 29 Ea 22
Ea 50 Ea 31 Ea 26
Ea 60 Ea 80 Ea28
Ea 67 Ea 47
Ea 70 Ea 90
Ea 88 Ea 96
Ea 329/98 Eam 1

Table 2: Isolates also could be divided into four groups (1, 2, 3, 4) by arbutin and raffinosa utilization
Isolates utilize arbutin (1), utilize raffinose (2), utilize both arbutin and raffinose (3), utilize neither arbutin and raffinose (4)
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