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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE
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2 BEVEZETES

Az almaterméstiek tiizelhaldsa az Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. baktérium
altal eld6idézett, a Rosaceae csalddba tartozé szdmos novényfaj legsilyosabb baktériumos
betegsége (Bonn és van der Zwet 2000). A betegség elsddleges tiinetei kora tavasszal, a
virdgokon jelentkeznek, amelyek vizeny6sek lesznek, majd elfeketednek a koérokozd
nektariumokon keresztiil elinditott fertézésének kovetkeztében. Miutdn a baktérium természetes
nyilasokon és sebzéseken keresztiil bejutott a ndvénybe, a hajtasok, levelek hervadnak, az dgak
nekrotizalédnak, majd végiil elpusztulnak (Vanneste és Eden-Green 2000). Az Amerikai
Egyesiilt Allamokban honos kérokozét az 1950-es évek kozepén hurcoltdk be Eurdpdba
(OEPP/EPPO 1983). Magyarorszdgon eldszor 1995-ben azonositottdk egy Kecskemét
termesztési korzetében levo alma iiltetvényben (Hevesi 1996).

A betegség elleni hatékony védekezés - melynek alapeleme a fert6zési forrdsok idében
val6 lokalizélasa érdekében végzett folyamatos megfigyelés - a rendelkezésre all6 kémiai és
egyéb szerekkel nem megoldott, midta az eddigi legeredményesebb védekezési mod, a
virdgzéaskori sztreptomicines kezelés a legtobb eurdpai orszdghoz hasonléan Magyarorszdgon
sem engedélyezett. Sztreptomicin-rezisztens E. amylovora torzsek megjelenése (Miller és
Schroth 1972), valamint az egyre dltaldnosabba valt nézet, mely szerint csokkenteniink kell a
kornyezeti peszticidterhelést, és keriilni kell a kiilonosen human toxikoldgiai szempontok alapjan
kockazatos antibiotikumok novényvédelmi céli hasznaélatat kiilonboz0, koztiik szamos bioldgiai
védekezési mod kutatdsdhoz vezetett. Ezek egyike a bakteriofagok hasznélatara épiil.

A bakteriofdgok, azaz a baktériumok virusai, kordbban mdar szdmos vizsgalatban
bizonyultak hatékonynak kiilonbozé bakteridlis eredeti novényi betegségek, koztik az
almatermésiiek tiizelhalasa ellen is (Jones és mtsai. 2007). PhD hallgatéként 2011-ben
kapcsolédtam be a hazdnkban Dr. Schwarczinger 1ldiké altal 2006-ban megkezdett kutatasba,
melynek célja a hazai E. amylovora bakteriofagok izoldlasat, jellemzését és azok E. amylovora-
ra kifejtett hatdsdnak a vizsgédlatit magédba foglalé E. amylovora elleni bakteriofag-alapu
bioldgiai védekezés megalapozdsa. Az E. amylovora baktérium hazdnkban karantén kérokozo,
ezért szabadfoldi kisérletek végzése e korokozdval nem engedélyezett. Az in vitro kisérletek a
Magyar Tudomanyos Akadémia, Agrartudomanyi Kutatokozpont, Novényvédelmi Intézet (MTA
ATK NOVI) Biotechnoldgiai osztilyanak akkreditdlt Erwinia-laboratériumaban torténtek a
75280 szamu PD OTKA palyazat tdimogatdsaval.



2.1 CELKITUZESEK

E. amylovora-specifikus bakteriofdgok magyarorszagi gytijtése €s izoldlasa a tlizelhalds

elleni bioldgiai védekezésben valé felhaszndldsuk vizsgédlata céljabol

Az izoldlt hazai figok jellemzése és az Amerikai Egyesiilt Allamokban gyiijtott néhany

E. amylovora-specifikus fagtorzzsel torténd 0sszehasonlitasa

A leghatékonyabb féagizolatumok kivdalasztasa, a fagok E. amylovora baktérium
szaporodasara gyakorolt hatdsdnak in vitro vizsgalata kiilonbozd tesztndvényeken és

novényi mintdkon

Az E. amylovora fagok novénybe jutdsdnak, €s novényen beliili szallitddasanak

tisztdzasa, valamint a tlizelhal4s tiineteire gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata



3IRODALMI ATTEKINTES
3.1 A TUZELHALAS PROBLEMAKORE
3.1.1 JELENTOSEGE

Az almaterméstiek tlizelhaldsa, vagy kordbbi elnevezések szerint az alma és a korte
hajtasszdaraddsa (Klement 1965), a korte (és az alma) ervinids elhaldsa (Glits 1993), az
almatermésiieck baktériumos hajtasszaradasa és elhaldsa (tlizelhalds) (Németh 1997),
baktériumos agelhalas (G. Téth 1997) egy olyan egyediildllo, térben és idében szorvanyosan
eléfordulé novényi betegség, amelyrdl els6ként mutattdk ki, hogy egy baktérium okozza (Baker
1971).

Ez az almatermésii novények egy részének régtdl ismert, egyik legjelentdsebb bakteridlis
eredetii betegsége nagymértékli gazdasdgi karokat képes el6idézni alma-, korte- ¢és
birsiiltetvényekben (van der Zwet és Keil 1979) mind a mai napig. Tényleges gazdasagi hatasat
nehéz megallapitani, mivel egyrészt a csekély veszteséggel, azaz egy tenyésziddszakon beliil
csupan kevés fertdzott virdgbogbdl kiinduld és néhdny fa kivagdsaval jaro fertdzésekrdl sokszor
nem szamolnak be, masrészt mar egyetlen, a kérokozé szdméra optimalis kornyezeti feltételek
bedlltakor kitord jarvany akar évekre tonkreteheti az adott alma-, illetve korteiiltetvényen folyd
gylimolcstermesztést. Csupan érzékeltetésként: Bonn (1999) kozlése alapjan a tlizelhalds altal
1998-ban okozott veszteség mértékét az USA észak-nyugati rész€n tobb mint 68 millié6 amerikai
dollérra becsiilték.

Ami a magyarorszagi fert6zések altal okozott karok mértékét illeti elmondhatd, hogy 1996-
ban, a betegség hazai megjelenésének évében, 1,1 milli6 amerikai dollarra volt tehetd a tobb
tizezer fertozott alma-, birs- és kortefa, valamint tobb szdz disznovény megsemmisitésének
Osszkoltsége (Bonn és van der Zwet 2000). A fellépo erds fert6zottség kovetkeztében jelentOs
mértékii fert6zott novényadllomany felszamolasara volt sziikség 2000-ben (Palfi és mtsai. 2000),
valamint 2004-ben Szabolcs-Szatmar-Bereg (Méro 2004) és Borsod-Abatij-Zemplén megyékben
(Csete és mtsai. 2004) is. Az elmdlt két évben pedig Szabolcs-Szatmar-Bereg és a Hajdu-Bihar
megye Nyirségig huz6do részén teremtettek az idgjardsi viszonyok optimalis koriilményeket az
E. amylovora fertézésére €s ennek kovetkeztében ezekben a térségekben ismét jarvanyos

méreteket oltott a betegség (Fiilep 2014).



3.1.2 FOLDRAJZI ELOFORDULASA

Az almatermésiiek tlizelhaldsdnak részletes foldrajzi elterjedésérdl alapos szakirodalom all
rendelkezésiinkre (Bonn és van der Zwet 2000, Végh 2012). A betegséget az Amerikai
Egyesiilt Allamok teriiletén, a New York dllambeli Hudson-v6lgyben észlelték elészor 1780-ban
(Denning 1794), ahonnan fertdzott szaporito- és iiltetési-anyaggal déli €s nyugati irdnyba
terjedve, az 1800-as évek elején mar a gylimolcstermesztés egyik jelentds ndovényvédelmi
problémdjanak tartottdk Eszak-Amerikdban (Coxe 1817). Az észak-amerikai kontinensen kiviil
els6ként Japanb6l (Uyeda 1903), majd Uj-Zélandrél (Campbell 1920) szdmoltak be a
betegségrol. Eurdpaban 1956-1957-ben figyeltek fel el6szor a tlizelhalds tiineteire Anglidban
(Kent) (Lelliott 1959) és nem sokkal ezt kovetden észlelték a betegséget Egyiptomban, a Nilus
deltavidékén (El-Helaly és mtsai. 1964) is. E két helyr6l mara majdnem valamennyi eurdpai és
kozel-keleti orszag teriiletére eljutott és szét is terjedt a korokozd. A tiizelhalds magyarorszagi
elsd megjelenésének kozlése Dr. Hevesi Mdria nevéhez flizodik (Hevesi 1996) aki, miutdn a dél-
alfoldi Nydrldrincen 1évd egyik almaiiltetvényben 1995 késd O0szén és 1996 kora tavaszin
észlelte a betegség tiineteit, azonositotta a korokozot. Azéta az egész orszagban elterjedt (Buban
és mtsai. 2007, Németh 1997, Végh 2012) és az iddjarasi viszonyok fiiggvényében id6rol idére
szamitani lehet jarvanyszerl fellépésére. 2004-ben mar 46 orszdgban fordult eld (van der Zwet
2006). A legutolsé eurdpai orszag, ahol tjonnan észlelték a kérokozét Szlovénia volt, 2001-ben

(Dreo és mtsai. 2000).

3.1.3 A BETEGSEG KIALAKULASA ES TUNETEI

A tlizelhalds epidemiol6gidjardl alapos éttekintést nytjt Thomson (2000) 6sszefoglald
munkdja. A korokozé életciklusara jellemzéen az el6z0 évben fas részeken kialakult rdkos
sebekben attelt baktériumok inditjdk el tavasszal a virdgokon az uj fert6zéseket. Ennek az
els6dleges virdgfert6zésnek a kritériumai Steiner (1990) alapjan a kovetkezdk: (1) legyenek
kinyilt, ép virdgok; (2) a 18,3°C feletti 6rankénti hémérsékleti dtlagokb6l adédé ugynevezett
kritikus hoosszeg érje el a 110-es értéket, illetve az tjabb kutatdsok eredményeinek fényében
Fiilep (2014) szerint mar a 70°C kritikus h86sszeg is elegendd; (3) legyen jelen minimum 0,25
mm mennyiségii csapadék (esd vagy para), vagy az el6z6 napon hulljon legaldbb 2,5 mm eso; (4)
a napi dtlaghdmérséklet érje el a 15,6°C-ot, illetve Fiilep (2014) utal arra, hogy a 15,3°C is
elégséges. A fertdzott fak rakos (liszkos) sebeinek dltaldban a szélén meghizodd baktériumok
gyakorta egy nedvszivé poliszacharid anyagban helyezkednek el, és az igy képzett ragadds
nydlka vagy folyékony marad, vagy kiszaradva borostydn-sarga, fényld mazza keményedik.

Ezzel kapcsolatban érdemes kiemelni azt, hogy a fertdzésnek nem feltétele ennek a nyalkdnak a

10



sebekbdl torténd kivaldsa, mivel a baktériumsejtek még a beszdradt nyadlkacseppekben is
életképesek tudnak maradni egy évig (Rosen 1938). Az attelelt baktériumok tavasszal a
baktériumnydlkat 1atogatd rovarok (hangyak és legyek) révén, vagy esd és sz€l utjan keriilnek a
bibék felszinére, ahol szaporodni kezdenek. Az elszaporodott epifiton populacié egy része
helyben inditja el a fertdzést, illetve virdglatogatd rovarok, esO, vagy metszés altal tavolabbi
viragokra terjed at és a virdg természetes nyildsain, els6sorban a nektariumok (Bubéan és mtsai.
2003a, 2003b), valamint a bibe, a portokok és a csészelevelek természetes résein keresztiil
(Hildebrand 1937) a virdg szoveteibe hatol és annak sejt-kozotti jarataiban szaporodni kezd. Az
egyes virdgok vagy virdgbogok eldszor nedvesen atitatottakka vdlnak, fonnyadnak, majd

megbarnulnak, megfeketednek, elhalnak és rendszerint a fan maradnak (1-2. abra).

1. abra E. amylovora-val fertézott birs 2. abra E. amylovora-val fertdzott alma
(Cydonia oblonga Mill.) virdg (Foté: (Malus x domestica Borkh. 'Golden') virdgok
Kolozsvariné N.J.. 2004. Siéfok) (Foté: Kolozsvariné N.J., 2007, Si6éfok)

A koérokozé endofiton populdciéi a fogékony gazdandvényben, kedvezd idéjarasi feltételek
mellett gyorsan haladnak a virdgbo6l a kocsdnyon &4t a hajtdsokba, vesszokbe, majd az dgakba,
akar le egészen a torzsig (Vanneste és Eden-Green 2000), ahol tiszkds sebek alakulnak ki. Néha
azonban a xilemben ,,ragadnak” és mindaddig nem okoznak tiineteket, amig a hancs parenchima
szoveteibe ki nem jutnak (Vanneste és Eden-Green 2000). Meleg, paras idészakokban a gyokér
kivételével barmely fert6zott novényi részen (virdg, levél, hajtds, gyiimolcs, ag, torzs, €s
gyokérnyak) megjelenhetnek baktériumsejteket tartalmazé nyalkacseppek, melyek az esd,
rovarok, madarak, €s az ember kozvetitésével tovabbi fertozéseket indukalnak. A kozvetlen
viragfert6zés altal szisztemikusan fert6zodott éretlen gyiimolcsok sziirkésen vizenydssé valnak,

barnulnak, megfeketednek, lehullanak, vagy mumifikal6dva a vesszokon maradnak (3. abra).
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3. abra A tlizelhalds tiinetei naspolya (Mespilus
germanica L.) éretlen gylimdlcsein  (Foté:
Kolozsvériné N.J.. 2007. Si6fok)

Az elsddleges fertdzés kezdetén felszaporodott baktériumsejtek azonban nem csak
virdgokra szdllitddnak el, hanem a nyar folyaméan kifejl6dd fiatal hajtdsokhoz, tdsarjakhoz,
vizhajtasokhoz is eljutnak, ahol a sztémékon, hidatéddkon, lenticellikon, vagy jégeso, szélverés,
metszés okozta sebzéseken keresztiil a levelekbe és a hajtdsok szdrdba hatolnak és igy idézik eld
a hajtasfertozést. Az ilyen fiatal hajtdsok E. amylovora baktériummal val6 fertézottségének
jellegzetes tiinete az elbarnuld, elfeketedd hajtasvégek ugynevezett pasztorbotszert gorbiilése (4-
5. dbra), mely a parenchima sejtek 6sszeomldsdnak a kovetkezménye (Vanneste és Eden-

Green 2000).

4. abra A tlizelhalds tiinetei fiatal alma 5. abra E. amylovora okozta hajtasfert6zés
(Malus x domestica Borkh. 'Golden") tiinete kortén (Pyrus x communis L. "Vilmos')
hajtdson (Fot6: Kolozsvariné N.J., 2007, Si6fok) (Fot6: Kolozsviriné N.J., 2007, Siéfok)

A fert6zott levelek erei barnulnak, elfeketednek, majd a levelek egésze elhal, de a hajtdson

maradnak (6. abra).
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6. abra E. amylovora-val fertézott birs (Cydonia
oblonga Mill.) levelek (Fot6: Kolozsvariné N.J., 2007,
Si6fok)

A hajtasnovekedés és gyiimoOlcsképzodés iddszakdban nemcsak a folyékony, de a
megkeményedett, fonalas szerkezetii, baktériumsejteket tartalmaz6 nyalkaanyag is inokulumként
szolgal els6sorban a masodvirdgzatok, zsenge hajtasok, gyiimolcsok ferté6zodéséhez (7. abra).
Az érett gyiimolcsokon is a fiatal termésekhez hasonlé tiinetek alakulnak ki, és megfeleléen
meleg, pards iddjards esetén a paraszemolcsokon keresztiil kivalo stirli, baktériummal telitett
nedv a gyiimolcs felszinén csepp alakban megjelenik (8. abra) (van der Zwet és Keil 1979). A
vegetacio vége felé az idosebb novényi részeken az ag és a torzselhalds tiineteként a hancsszovet
felpuhul, vizeny0Os és eziistos-barna lesz, majd az elhalt szovetek besilippednek, és az ép és a
fertdzott szovetek hatardn repedés jelentkezik. A rdkos sebek szélén a kéreg alatti fas részeken
vorosesbarna csikozottsag alakul ki (van der Zwet és Keil 1979). Az igy kialakul6 Gjabb iiszkos

sebekben a baktériumsejtek egy része attelel, majd a kovetkez6 €v tavaszan uj fertdzést indit el.

7. abra A tlizelhalés tiinetei alma (Malus x 8. abra Baktériumnydlka cseppek E.

domestica Borkh. 'Golden') gyiimdleson amylovora-val fert6zott alman (Malus x
(Fot6: Kolozsvériné N.J., 2007, Siéfok) domestica  Borkh.  'Golden)  (Fot6:
Kolozsvariné N.J., 2007, Siéfok)
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3.2 A KOROKOZO JELLEMZESE
3.2.1 ELNEVEZESE ES RENDSZERTANI BESOROLASA

Az almatermésiiek tlizelhaldsanak korokozdja az Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et
al. (1920) baktériumfaj, melyet els6ként Micrococcus amylovorus néven Burrill (1882) irt le,
majd Bacillus amylovorus (Burr.) (Trevisan 1889), azt kovetden Bacterium amylovorum (Burr.)
(Chester 1897), végiil pedig Winslow és mtsai. (1920) nyoman a koérokoz6 hivatalos neve
Erwinia amylovora lett. Aktudlisan a Proteobacteria torzs Gamma Proteobacteria osztalydnak
Enterobacteriales rendjébe, azon beliil az Enterobacteriaceae csaldd Erwinia nemzetségébe
tartozik (Paulin 2000). Ebbe a nemzetségbe 17 Gram-negativ, mozgékony, aerob - fakultativ
anaerob, nem sporuldlé faj tartozik (Holt és mtsai. 1994), amelyek Okoldgiailag kozvetlen
kapcsolatban édllnak a novényekkel (Brenner 1984). Az E. amylovora torzseket harom f6
csoportba lehet sorolni: Maloideae (Maloideae fajokrdl izolaltak), Rubus (Rosoideae
novényekrdl izoldltak) és 'Hokkaido' (Japanbdl, dzsiai kortérol szarmazok), de ezeken beliil

tovabbi alcsoportok 1éteznek (Momol és Aldwinckle 2000).

3.2.2 A KOROKOZO FOBB JELLEMZOI

A kérokozé altalanos tulajdonsdgait Paulin (2000) 6sszefoglalé munkdja részletezi. Az E.
amylovora mintegy 0,3 um x 1-3 um méretii, palcika alakd, Gram-negativ baktérium, mely 2-7
peritrich flagelluma révén 0ndllé6 mozgasra képes. Ez a mozgdsképesség mesterséges anaerob
viszonyok kozott, megfeleld szénforrds esetén nyilvanul meg (fert6zott ndvényi szovetek
sejtkozotti jarataiban nem figyeltek meg mozgékony sejteket) €s specifikus homérséklet- és pH-
fiiggd (optimdlisan 20°C, pH 6,8), kemotaxis altal vezérelt. Ilyen pozitiv kémiai ingert valt ki
példaul az almavirdg nektarjanak egyik alkotdja, a dikarbonsav is. A kérokozd szaporoddsa 3-
5°C és 37°C kozott lehetséges, optimdlisan 25-27°C-on torténik (Billing és mtsai. 1961).
Tenyésztett kolonidi az alkalmazott taptalaj Osszetételétdl fiiggden eltéré morfologidjuak és
szinezetliek (Paulin 2000). A baktérium dohdnynovény sejtkozotti jarataiba injektdlva
hiperszenzitiv reakcidt valt ki (Hevesi 1996).

A baktériumsejtek poliszacharid burkot vélasztanak ki, melynek felépitésrol és a korokozo
patogenitdsaban betoltott szerepérol Geider (2000) nyujt attekintést. Az E. amylovora egy
Osszetett (amylovoran) és egy homopolimer (levan) exopoliszacharidot (EPS-t) termel, melyek
ovjdk a baktériumsejtet a gazdasejt védekezd mechanizmusaival szemben, védik a kiszaradastol,
valamint energiaforrasként is szolgdlnak. A baktériumsejtek és EPS egyiittese alkotta nyélka
elosegiti a kérokozé fogékony gazdanovényen valé megtelepedését és terjedését (Bennett és

Billing 1978). Azok az E. amylovora torzsek, amelyek nem képesek az amylovoran
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szintetizdldsara nem-patogének (Bernhard és mtsai. 1993, Steinberger és Beer 1988) és nem
szaporodnak in planta (Bellemann és Geider 1992), mig a levan hidnya az adott torzs
virulencidjara hat negativan (Geier és Geider 1993). Az amylovoran bioszintézisében
nagyszamu gén vesz részt, melyek koziil a strukturdlis gének tobbségének helyet adé ams
jelolésti kromoszémaszakaszt Bugert és Geider (1995) részletesen is vizsgélta. Az E. amylovora
eddig tanulményozott torzsei néhany kivételtdl eltekintve egy koriilbeliil 29 kb hosszisigu, a
baktérium patogenitdsdban szerepet jatszé plazmidot (pEA29) hordoznak (Vanneste 1995), mely
alapjan a kdérokozé PCR-rel azonosithaté (Bereswill és mtsai. 1992). A pEA29 plazmidon
elhelyezkedd PstI fragment ismétlodé régidjanak, azaz SSR-ének (rovid szekvencia
ismétlédésének) szdma alapjan kiilonbséget taldltak a Magyarorszagon €és Ausztridban karosito E.
amylovora izolatumok kozott (Keck és mtsai. 2002). Végh (2012) szamos hazai E. amylovora
izolatumrdl, azok SSR eredményei alapjan megallapitotta, hogy egy valtozatos, eltérd torzsekbdl
all6 populéciot alkotnak. Végh (2012), valamint Végh és mtsai. (2014) kozolték tovabba, hogy
az altaluk vizsgdlt hazai izolatumokhoz, melyek tobbsége 7-8 SSR szdmmal rendelkezik,
legkozelebb a 6-7 SSR szami egyiptomi torzsek dllnak. Llop és mtsai. (2006, 2011) kimutattak,
hogy az 4ltaluk leirt és jellemzett 65,8 kb hosszisagi pEI70 elnevezésii, szintén a kérokozd
virulencidjara hat6 plazmid tobb eurdpai orszagbdl szarmazéd E. amylovora torzsben fellelhetd,

mig az Eur6pan kiviili torzsekben nem.

3.2.3 GAZDAKORE

Noha az E. amylovora egyetlen novénycsaldd (Rosaceae) koérokozodjaként ismert, a
csaladon beliil széles gazdakorrel rendelkezik; mind a négy alcsalad Osszesen 40 nemzetségének
koriilbeliil 200 fajan idézett mar eld tlizelhaldsos tiineteket (van der Zwet és Keil 1979). A
kérokozé gazdasagi jelentdségét az adja, hogy képes megfertdzni a Maloideae (Pomoideae)
alcsaladba tartoz6 gyiimolcstermd fajokat [alma (Malus x domestica), korte (Pyrus communis),
birs (Cydonia oblonga), naspolya (Mespilus germanica), japan naspolya (Eriobotrya japonica)).
Egyéb jelent6sebb gazdandvényei is a Maloideae alcsaladbdl keriilnek ki: a japanbirs
(Chaenomeles lagenaria), a berkenye (Sorbus), a galagonya (Crataegus), a tliztovis
(Pyracantha), a madarbirs (Cotoneaster) nemzetség tagjai, valamint a sztranvézia (Stranvaesia
davidiana), a fanyarka (Amelanchier) és a korallberkenye (Photinia). A Rosoideae alcsaladon
beliili f6 gazdanovénye a malna (Rubus idaeus) (Starr és mtsai. 1951) és a tiiskétlen szeder (R.
rusticanus var. inermis) (Evans 1996), de beszamoltak mar japan rdzsa természetes
fert6zottségérol is (Vanneste és mtsai. 2002). A Rubus fajokrdl izolalt torzsek (Heimann és
Worf 1985) gazdaspecifikusak, nem fertdzik az almat és a kortét. A kérokozd az Amygdaloideae

(Prunoideae) alcsaladon beliil az eurdpai szilvat (Prunus domestica) (Vanneste és mtsai. 2002,
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Végh 2012, Végh és mtsai. 2012a, 2012b), a japan szilvat (Prunus salicina) (Mohan és
Thomson 1996, Rosen és Groves 1928) fertézi, tovabba kajszin (Prunus armeniaca) is
el6fordult mar Csehorszagban (Korba és Sillerova 2010), illetve Magyarorszagon (Végh és
Palkovics 2013). Mohan (2007) szilva és kajszi hibridjérdl (Pluot®) azonositotta. A
Spiraeaoidae alcsaladba tartoz6 gazdanovényei koziil példaul a hdlyagvesszot (Physocarpus sp.)
(van der Zwet és Keil 1979) vagy a mesterségesen fertdzhetd kerti gyongyvesszot (Spiraea

vanhouttei) (Rosen és Groves 1928) lehet megemliteni.

3.3 VEDEKEZESI LEHETOSEGEK, KUTATASI IRANYOK

Az almatermésiiek tlizelhaldsa elleni hatékony védekezés jelenleg nem megoldott, ezért
kiilonosen fontos mind a mai napig a kiilonbozé alapvetd védekezési eljardsok egyiittes
alkalmazasa, kiegészitve azt az aktudlis novényvéddszeres és a bioldgiai védekezés
lehetéségeivel (Németh 1997). Azaz az Erwinia amylovora elleni kiizdelem sordn is az integralt

novényvédelmi szempontokat javasolt figyelembe venni (Steiner 2000).

3.3.1 NOVENY-EGESZSEGUGYI SZABALYOK, AGROTECHNIKAI
MODSZEREK

A koérokozé elleni védekezésben elengedhetetlen az alapveté novény-egészségiigyi
rendszabdlyok kovetése, igy a fertdzésmentes szaporitdanyag eldallitdsa [példaul hdkezeléssel
(Keck és mtsai. 1990)] és forgalmazasa.

Németh (1997) részletesen szemlélteti a kovetendd agrotechnikai eljardsokat. Metszést
kizarélag a novényi nedvkeringést megeldzden szabad végezni, keriilve az erdteljes visszavagast,
ami intenz{v hajtasnovekedést indukélna. Ugyanezen okbdl kiilondsen iigyelni kell az optimalis
mennyiségll nitrogén-utdnpdtlasra. A fertdzott novényi részeket, a gallyakon, agakon kialakult
atteleld fekélyes sebeket, fertézést mutaté virdgokat, hajtasokat, vesszoket, gallyakat és dgakat
rendszeresen el kell tadvolitani €p szovetrésszel egyiitt. Ez a fert6zott hajtasok esetében azt jelenti,
hogy 40-60 cm-t a tiinetmentes részbdl is le kell metszeni. A folyamat sordn elengedhetetlen
(lenne) a vagoszerszam megfeleld szerekkel (Sobiczewski és mtsai. 1997) valé gondos és
folyamatos fertdtlenitése. A sebfeliiletek megfelelé kezelése fertdtlenitd oldat, majd sebzard

készitmény kijuttatdsaval torténhet.
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3.3.2 A FERTOZES ELOREJELZESE

Kiilonos tekintettel arra, hogy a betegség tiineteinek el6fordulasi gyakorisdga €s stlyossaga
évenként és iiltetvényenként véltozhat (Buban és Dorgai 2003), a védekezés alappillére a
fertozésvesz€ly elOrejelzése, mely alapjan a megfeleld védekezés idozithetd, s egyuttal
elkeriilhetok azok a kezelések, amelyek az inokulum felszaporoddsdhoz €és a fertfzés
1étrejottéhez kedvezotlen iddjarasi viszonyok esetén feleslegessé valnak (Németh 1997). T6bb
elérejelzési modell ismert (Billing 2000, Buban és Dorgai 2003), koziiliik is a legelterjedtebbek
az USA-ban kidolgozott és alkalmazott Maryblyt™ (Steiner 1990), a Couger blight (Smith
1993) és az Eurdpaban kifejlesztett Billing-féle rendszer (Billing 1980a, 1980b, 1984)
atdolgozott véltozata a Billing's integrated system, BIS (Billing 1996). Ezek a rendszerek a
virdgzds iddszaka alatt mérik az iddjardsi adatokat és meghatdrozott kritériumok [Steiner 1990
(a 3.1.3 fejezetben targyalva), Takacs 2013] teljesiilése esetén prognosztizaljak a fert6zési
vesz€ly kialakuldsat. Magyarorszagon a Maryblyt™ szamitogépes rendszeren alapuld

megfigyeld és elorejelzd halozat lett kiépitve.

3.3.3 KEMIAI VEDEKEZES

Az E. amylovora ellen jelenleg hazankban engedélyezett készitmények (Ocsko és mtsai.
2014) koziil a kémiai novényvédo szerek egy kivétellel (Aliette 80 WG) mind rézkészitmények,
melyek hatéanyaga rézhidroxid, rézoxiklorid, néhany szernél mankoceb és olaj hatéanyaggal
kombindlva. Alkalmazésuk az epifiton baktériumpopulacié gyéritése céljabol a lombhullds utan
€s a nyugalmi id0szak végén, a megmetszett dllomanyra irdnyul6 lemos6 permetezés formdjaban
javasolt. Egyéb kijuttatdsukkor ugyanis szdmolni kell a fajtaérzékenység €s az id0jarasi tényezok
altal befolyasolt fitotoxicitdssal. A szisztemikus hatdsmechanizmusu, foszetil-Al hatéanyagu
Aliette 80 WG szert Sobiczewski és mtsai. (1997) a rézkészitményeknél hatékonyabbnak
talaltak az E. amylovora ellen. A foszetil-Al a novény védekezd mechanizmusat stimuldlja, ezért

annak kijuttatdsat a novény megfeleld fenoldgiai fazisahoz kell idéziteni (Steiner 2000).

Antibiotikumok haszndlata

Az antibiotikumok - azaz az olyan, mikroorganizmusok 4ltal termelt szerves anyagok,
melyek szelektiven gatoljadk mds mikroorganizmusok szaporoddsit — alkalmazdsa a bakteridlis
novényi korokozok, koztik az E. amylovora ellen az 1950-es években kezdo6dott az addig
nehezen gydgyithaté humdn Dbetegségek sikeres kezeléseinek folyomdanyaként. Az
almatermésiiek tiizelhaldsdnak kérokozéja szdmos antibiotikumra érzékeny, de ezek koziil

csupan a sztreptomicin, az oxitetraciklin és a kasugamicin felelt meg az in vivo alkalmazas
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kovetelményeinek (Psallidas és Tsiantos 2000). A viragfertdzéEs ellen az ezidaig leghatékonyabb
baktericidnek az aminoglikozidok csoportjaba tartoz6 sztreptomicin (Schatz és mtsai. 1944)
bizonyult, azonban novényvédelmi céli hasznalata szamos orszagban, igy (2004. januar 1-t4l)
hazankban sem engedelyézett (Takacs 2013). A kasugamicin hatéanyagi Kasumin 2L 2008 6ta
csak sziikséghelyzeti engedéllyel alkalmazhaté almatermésiiek kultirdjaban Magyarorszdgon
(https://movenyvedoszer.nebih.gov.hu/Engedelykereso/kereso.aspx). Az  antibiotikumok
betiltdsdnak az egyik oka a sztreptomicinre ellendllé E. amylovora torzsek megjelenése volt,
majd az ennek kovetkeztében kialakulé félelem az antibiotikumok novényvédelmi céla
felhaszndlasabol fakadd human egészségkarosodds €s kornyezetszennyezés lehetdségétol, melyet
nemcsak az E. amylovora, de a kijuttatds helyszinén levé novény feliiletén, a kdrnyezo talajban
vagy vizben eldfordulé egyéb mikroorganizmusokban, koztiik esetlegesen humdén-, illetve
allatbetegségeket el6idézé korokozokban kifejlodd sztreptomicin-rezisztencia (Jones és
Schnabel 2000) jelent. Sztreptomicin-rezisztens E. amylovora torzseket elsdésorban azokrdl a
teriiletekrdl izoléltak, ahol a védekezés alapjat a sztreptomicin hatéanyagu készitményekkel valo
rendszeres 1dOkozonként végzett nagy szamu permetezés jelentette, igy az Amerikai Egyesiilt
Allamok nyugati részén (Moller és mtsai. 1981). Elséként kaliforniai korte iiltetvénybdl
izoléltak sztreptomicin-ellenalld E. amylovora torzset 1971-ben (Miller és Schroth 1972), majd
Oregon és Washington allamokbdl (Coyier és Covey 1975), Missourib6l (Shaffer és Goodman
1985) és Michiganbdl (Chiou és Jones 1991). Amerikéan kiviil Mexikéban (de Leén-Door és
mtsai. 2013), Egyiptomban (El-Goorani és mtsai. 1989), Uj-Zélandon (Thomson és mtsai.
1993) és Izraclben (Manulis és mtsai. 1996) is taldltak sztreptomicin-rezisztens E. amylovora
torzseket. Azonban eldfordultak spontdn rezisztens torzsek olyan iiltetvényeken (USA) is, ahol
sztreptomicinnel nem permeteztek (Hevesi M. személyes kozlés).

A sztreptomicin tlizelhalds elleni hasznélatanak korldtozasahoz a klinikai céllal alkalmazott
baktériumok felé iranyul6 feltételezett horizontdlis géntranszfer (Seveno és mtsai. 2002) miatti
aggodalom is hozzdjarult. Ugyanakkor Rezzonico és mtsai. (2009b) kimutattik, hogy a
novényvédelemben haszndlt sztreptomicin készitmények nem hordozzdk az eldéllitasukhoz
hasznalt Streptomyces griseus ssp. griseus baktériumbo6l szarmazé rezisztenciagéneket (Ohnishi
és mtsai. 2008) s ezaltal nagyon valdsziniitlen, hogy kozvetlen forrasként szolgdlnanak ezen
géneknek az iltetvény mikrobdiba vagy az ott dolgozdk szervezetébe torténd jutdsidhoz. Az
utébbi idében tobb kutatds (Duffy és mtsai. 2011, Stockwell és Duffy 2012, Yashiro és
McManus 2012) eredménye is azt igazolta, hogy a sztreptomicin tiizelhalds elleni alkalmazésa
csupan kismértékli kornyezeti hatdssal bir.

Boszorményi és mtsai. (2009) beszamoltak egy igéretes, Uj, széles hatasspektrumd,

bizonyos entomopatogén nematdddkkal szimbidézisban él6 entomopatogén baktériumok
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(Xenorhabdus budapestiensis és X. szentirmaii) altal termelt antibiotikumrdl, mely kisérletiikben

igen hatékonynak bizonyult az E. amylovora ellen.

Egyéb kémiai vegyiiletek

A sztreptomicin, illetve a rézkészitmények alternativdjaként szdmos, a tlizelhalds ellen
hatdsos vegyiiletrél szamolhatunk be (Psallidas és Tsiantos 2000). Igy a novényi szisztemikus
szerzett rezisztencidt (SAR-t) indukdlé benzothiadiazol (Bion™, Actigard™), a gibberellin
bioszintézisének gatldsa révén novekedési retarddns prohexadion-Ca (Regalis™, Apogee™), a
flumequin (Firestop™, Fructil™), az E. amylovora harpin fehérje (Messenger™) vagy az
oxolinsav (Starner™) hatéanyagokrdl, bar Kleitman és mtsai. (2005) kimutattdk, hogy ez
utébbival szemben mdr kialakult rezisztencia. A Magyarorszdgon eldallitott Biomit Plussz®
lombtragya a novények kondiciondldsa révén fokozza azok betegségekkel szembeni
ellendllésagat (Buban és mtsai. 2007). Ismeretesek olyan fertStlenitd szerek (Psallidas és
Tsiantos 2000), melyek gatolni tudjdk a kérokozonak metszd szerszdmokkal, az iiltetvényben

dolgozok testérdl, ruhdzatarol, vagy a lesziiretelt gyiimolcs feliiletérdl torténd terjedését.

3.3.4 ALTERNATIV VEDEKEZESI LEHETOSEGEK
Rezisztencia-nemesités

Klasszikus novénynemesités

Az 1970-es évektdl kezdddden a kiillonbozo fajtak fogékonysagi kategdridkba soroldsara
épiilve szdmos nemesitési program keriilt kidolgozasra korte, alma, tliztovis, galagonya és
madarbirs esetében (van der Zwet és Keil 1979). Mivel a vilagszerte termesztésbe vont
gazdanovényfajok fajtdinak szinte mindegyikét képes az E. amylovora megfertdzni, de azok egy
része eltér6 mértékben tliri azt, valdjdban csupdn toleranciardl lehet sz6 e novényi betegség
esetében (Németh 1997). Ezért is kiillonosen fontos a fajtak tiizelhaldssal szembeni fogékonyséagi
csoportokba valé soroldsa kiillonbozé (hajtas-, virdg- és gyiimolcs-) fert6zési kisérletek
eredményei révén. Hazankban Honti (2011) és Végh (2012) végzett ilyen iranyud kisérleteket
kortefajtdk esetében. Tovébbra is jelentds nemesitési munka folyik az USA-ban, Kanaddban,
Franciaorszagban, Olaszorszdgban és Németorszagban (példdul a pillnitzi Pi- és Re-
almafajtak®) (Lespinasse és Aldwinckle 2000). Hazdnkban az 1990-es évek eleje 6ta végeznek
sikeres nemesitési célu kutatasokat (multirezisztens alma MR- sorozat) hazai torténelmi alma- és
kortefajtdk  bevondsdval a Budapesti Corvinus Egyetem, Kertészettudomédnyi Kar,
Gyiimolestermé Novények Tanszékén (Honty és mtsai. 2004, Kiraly és Téth 2009, Téth 2005,

Téth és mtsai. 2005). Ennek eredményeként a kozelmultban allamilag elismerésre is keriilt négy
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almafajta ('Artemisz', 'Cordelia’, 'Hesztia', 'Rosmerta’), melyek amellett, hogy rezisztenciat
mutatnak az alma ventirids varasoddsdval és az almalisztharmattal szemben, hajtdsaik
rezisztensnek, illetve mérsékelten rezisztensnek mondhaték az almatermésiiek tlizelhalasa ellen

(Toth és mtsai. 2012).

Transzgénikus fajtdk

Egyes, az E. amylovora-val szemben rezisztencidt biztosité gének — elsOsorban az EPS-
depolimerdz, lizozim, attacin és cecropin, gének - alma-, illetve korte novényekbe
biotechnoldgiai tton torténd beépitése és expresszaltatdsa, vagy a bakteridlis DspE effektorokkal
kolcsonhatasba 1ép6 novényi (Malus) proteineket kodolé (DIPM) gének lecsendesitése
(Borejsza-Wysocka és mtsai. 2006) lehetséges védekezési stratégiat jelenthetnek a tiizelhalas
elleni harcban (Aldwinckle és Malnoy 2009, Broggini és mtsai. 2014, Malnoy és mtsai. 2007,
Norelli és Aldwinckle 2000).

Az exopoliszacharid depolimerdz novényekben val6 kifejeztetésének a célja az, hogy
lebontdsra keriiljon az E. amylovora patogenitdsdban szerepet jatsz6 EPS burkot alkoté {6
komponens, az amylovoran, mely dltal a névény védekezé mechanizmusai hatékonnya véalhatnak
a koérokozoval szemben (Geider 2000), mig a lizozim enzim a sejtfal elvékonyitdsdval, a
gazdabaktérium lizisét, felbomlasat eredményezi (Norelli és Aldwinckle 2000). A ®Ealh E.
amylovora bakteriofdg genomjinak egy 3,3 kb hosszisdgi szakaszabdl szarmazé EPS-
depolimerazt (dpo) (Hartung és mtsai. 1988, Kim és Geider 2000), illetve lizozim enzimet
(lyz) (Kim és mtsai. 2004) k6dol6 gének hatékonynak bizonyultak a kérokozoé ellen. A dpo gén
alma (Hanke és mtsai. 2003, Siile és mtsai. 2002), illetve korte (Malnoy és mtsai. 2005)
novényekben torténd expresszidja a betegség tiineteinek csokkenését eredményezte. Az
Escherichia coli T4 bakteriofag lizozim enzimjét kodolé gént tartalmazé transzforméns 'Galaxy'
(Ko és mtsai. 2002), illetve Royal Gala' (Aldwinckle és mtsai. 2003) alma novények fokozott
rezisztencidja is ismert.

A cecropinok és az attacinok egyardnt olyan antibakteridlis hatdssal bird litikus peptidek,
melyeket eredetileg egy észak-amerikai molylepke, a Hyalophora cecropia bébjabdl izoléltak
(Hultmark és mtsai. 1980, 1983). A cecropinok hatdsmechanizmusara jellemz0, hogy elészor
porusokat képezve a sejtmemranban a sejt felbomldsat idézik el (Christensen és mtsai. 1988).
Norelli és mtsai. (1999) a cecropin B két szintetikus analdgjat, az SB-37, illetve a Shiva-1
peptideket kodol6, mig Liu és mtsai. (2001) a cecropin SB-37 gén modositott valtozatat, a
cecropin MB-39 gént tartalmazé kiilonboz6 bindris vektorkonstrukcidkkal transzformalt 'Royal
Gala' fajtdja almandvények esetében taldltak a nem transzformdns kontrollhoz képest

ellendllébbnak bizonyult vonalakat. Az attacinok antibakterdlis hatdsa abban &ll, hogy gatoljék a
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Gram-negativ baktériumok kiilsé memranfehérjéjének szintézisét (Carlsson és mtsai. 1998). Az
attE  gént tartalmaz6 tanszgénikus M26 almaalanyok (Norelli és mtsai. 1994), 'Galaxy'
almafajtdk (Ko és mtsai. 2000) és 'Passe Crassane' kortefajtdk (Reynoird és mtsai. 1999)
esetében is a tlizelhalds tiineteinek a kontroll novényekhez viszonyitott szignifikdns
csokkenésérdl szamoltak be a transzformans klénok egy részénél.

A tobbek kozott Koch és Kogel (2014) éltal atfogdan targyalt géncsendesités vagy
nukleinsav alapi névényi immunités (,,host-induced gene silencing”) folyamata révén kiilonb6z6
génkonstrukciokkal transzformadlt 'Galaxy' alma novények hajtasainak E. amylovora-val torténd
inokuldcigjat kovetden a transzformdns vonalak egy részének fokozott ellendllosagat tapasztaltak
(Borejsza-Wysocka és mtsai. 2006). A rezisztencia hattere abban éll, hogy normal esetben az E.
amylovora betegség specifikus génje (dspE) altal kodolt effektor protein négy specifikus
kinazzal (DIPM gének éltal kédolt DspE enzimekkel kolcsonhatdsba 1épd novényi (Malus)
proteinek) kolcsonhatdsba 1épve hozzdjarul a betegség kialakuldsdhoz. Igy a DIPM géneket

lecsendesitve meggatolhato az altaluk kodolt fehérjék DspE enzimekkel val6 kdlcsonhatasa.

Bioldgiai védekezés

A mdr kordbban emlitett sztreptomicin-rezisztens E. amylovora tdrzsek megjelenése és az
annak okdn teret hoditd, az antibiotikumok ndvényvédelmi céld haszndlatdnak elkeriilését
tdimogaté nézet elOsegitette tobbek kozott kiilonb6zo bioldgiai védekezési stratégidk
kidolgozasat. A tlizelhalés elleni bioldgiai védekezési modok kutatdsa €s azok eredményeképpen
kifejlesztett, gyakorlatban alkamazhaté készitmények vizsgélata az utébbi iddszakban szamos
tudomdnyos cikk témajaul szolgélt, melyekrdl atfogé képet Johnson és Stockwell (2000),
Vanneste (2011) és Zeller (2006) munkdibdl nyerhetiink.

Antagonista szaprofiton baktériumok

A mikroorganizmusokkal torténd bioldgiai védekezés ebben az esetben ugy valdsul meg,
hogy ezek a baktériumok a bibe felszinén az E. amylovora-t megelozéen elszaporodva a
kérokozé epifiton populacidjanak novekedését gatoljadk (Johnson és mtsai. 1993, Wilson és
mtsai. 1992), ezaltal lecsokkentik mind az elsddleges, mind a tovabbi virdgfertdzés
valdsziniiségét. Ezt a hatdsmechanizmust antibidzis is kiegészitheti (Stockwell és mtsai. 2002,
Zeller 2006).

A legkorabbtol és az eddig talan legatfogébban vizsgélt antagonista mikroorganizmus
torzsek a Pantoea vagans (syn. Pantoea agglomerans, Erwinia herbicola) csoportba (Rezzonico

és mtsai. 2009a) tartoznak. Koziiliik is a nemzetkozileg legismertebbek az amerikai EhC9-1

21



[BlightBan® C9-1 (USA), Bloomtime Biological™ (Uj—Zéland)], a P10c [Blossom Bless™ (Ijj-
Zg€land), Poma Vita™ (Olaszorszdg)] és az Eh252 torzs (Vanneste 2006, Zeller 2006). A
Magyarorszagon almalevélrdl izoldlt P. agglomerans HIP32 izolitum (Hevesi és Al-Arabi
1999) az E. amylovora-val szembeni hatékonysagat is igazolta (Al-Arabi 2002, Buban és mtsai.
2007, Hevesi és mtsai. 2006b). Hevesi és mtsai. (2008) kisérletiikben biokémiai és molekularis
modszerekkel tobb P. agglomerans izoldtummal Osszehasonlitva részletesen jellemezték a P.
agglomerans HIP32-t, tovabb4 kimutattdk, hogy genomjanak molekuldaris vizsgilata alapjan 95-
96%-0s homoldgiat mutat (16S rRNS gén) mas Pantoea fajokkal, illetve 99%-ban megegyezik
(rpoB gén) a Klebsiella pneumoniae fajjal.

Az els0, tlizelhalas elleni biokontroll dgens a Pseudomonas fluorescens AS506 jelzésli torzs
volt (Lindow és mtsai. 1996, Vanneste 2006), mely 1995-t61 keriilt kereskedelmi forgalomba
(USA) BlightBan® A506 néven (Johnson és Stockwell 2000). Tlizelhalas elleni hatékonysagat a
P. vagans C9-1 torzzsel korte- és almavirdgokon végzett szabadfoldi kisérletekben Osszevetve
(Stockwell és mtsai. 2010) a C9-1 eredményesebbnek bizonyult. A két torzs egyiittes
alkalmazdsa a vartndl kevésbé volt hatékony, melynek oka e torzsek hatidsmechanizmusanak
inkompatibilitdsaban keresendd.

Igazolt antagonista hatdssal bir a gram pozitiv Bacillus subtilis BsBD 170 (BioPro®, 2001,
Németorszdg), QST713 (Serenade®, USA), illetve a BS-F3 (Alexandrova és mtsai. 2002)
baktériumtorzs €s egy masik epifiton baktérium, a Rhanella aquatilis Ra 39 torzse (Laux és
mtsai. 2003) is.

A kiilonbozé antagonista baktériumok hatékonysdganak Osszehasonlitdsat targyalé szamos

munka koziil kiemelkedik Sundin és mtsai. (2009) tobb évre kiterjedod, atfogd kisérletsorozata.

Egyéb mikroorganizmusok

A tlizelhalés elleni bioldgiai védekezés egy mdsik kutatdsi irdnyat képezi az ugynevezett
genetikailag jellemzett, avirulens inszerciés mutans Erwinia amylovora torzsek esetleges
gyakorlati felhaszndldsa (Tharaud és mtsai. 1997). Ezek a transzpozon inszercioval eldallitott
E. amylovora mutansok két csoportot képeznek; az egyikben az inszercidk a koérokozd
genomjaban a nem-gazda novényeken hiperszenzitiv reakciét (HR-t), mig gazdanovényeknél
patogenitast kivalté hrp géncsalddot (Steinberger és Beer 1988), illetve egy résziik azon beliil
egy dsp (betegség specifikus), késobb hrm (hiperszenzitiv vélaszt moduldld) elnevezési
alcsoportot, a masikban az amylovoran bioszintéziséért felelés ams régiét (Belleman és Geider
1992, Tharaud és mtsai. 1994) érintik. Ez utébbi Ams  muntdnsokra a korokozo
patogenitdsaban és virulencidjdban meghatirozd szerepet jatszé extracellularis poliszacharid

(EPS) - elsésorban amylovoran — termelésének hidnya jellemz6 (Tharaud és mtsai. 1997). A
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novényvédelmi alkalmazasuk azonban megfontoland6, mert bar az EPS burkot nem termeld,
avirulens E. amylovora mutansok fag rezisztensek (Roach és mtsai. 2011), az egyéb tipusi, nem
EPS'- avirulens mutdnsok esetében elvileg megvan a kockdzata annak, hogy a lizogén fagok altal
indukalt transzdukci6 révén kialakul egy revertdns mutans, virulens populacio.

Az E. amylovora-val szembeni antagonista hatdssal kapcsolatos, élesztégombakkal végzett
kutatisok (Kunz és mtsai. 2004, 2011) is biztat6 eredményeket sziiltek. Aureobasidium
pullulans (Blossom Protect™, USA) és Metschnikowia pulcherrima, valamint Cryptococcus spp.
élesztogomba torzsekkel végzett kisérletekben (Jelkmann és Lindner 2008, Laszlo 2008,
Pusey és mtsai. 2009, Seibold és mtsai. 2006) kimutattik e fajok E. amylovora-val szembeni
antagonista hatasat. A hazankban is alma, korte, birs, és naspolya kultirdkban engedélyezett
(Ocské és mtsai. 2014) Blossom Protect™ nevii készitményt németorszagi szabadfoldi
kisérletekben a sztreptomicinhez hasonlé hatdsfokinak talaltdk (Ertl és mtsai. 2007).

Bakteriofagok hasznélata is sok esetben bizonyult mar eredményesnek (a téma részletes

targyaldsat 1asd a 3.4, 3.5 és 3.6 fejezetben).

Természetes eredetii anyagok

Novényi kivonatok és illoolajok

Az 1980-as évek végétdl kezdddden szamos novényi kivonat és illdolaj antibakteridlis
hatasat vizsgaltak az E. amylovora ellen. Mosch és mtsai. (1989) kisérletei alapjan a fekete did
(Juglans nigra), ecetfa (Rhus typhina), kozonséges borbolya (Berberis vulgaris), kozonséges
mahonia (Mahonia aquifolium) és a fokhagyma (Allium sativum) kivonatai bizonyultak a
leghatékonyabbaknak. A borostydn (Hedera helix) kivonatinak hatdsossdga is igazoldst nyert
(Baysal és mtsai. 2002, Mosch és mtsai. 2000).

Az E. amylovora ellen igazolt és jelent0s antimikrobidlis hatdssal bir tobbek kozott a
szurokfli (Origanum vulgare), borsikafli (Satureja hortensis), kerti kakukkfti (Thymus vulgaris)
és a Thymbria spicata var. spicata, egy masik kakukkfiifaj ill6olaja (Basim és mtsai. 2000,
Hevesi és mtsai 2006a, Kokoskova és mtsai. 2011, Scortichini és Rossi 1989). Ez ut6bbi
novényi illéolaj két készitmény (Aksebio 2, Bio Zell-2000B) hatéanyagat is képezi (Zeller
20006).

Asvdnyi porok

Tobb, a biogazdalkoddsban hasznalt kOpor alapu készitmény németorszagi tesztelése sordn
kideriilt, hogy a Myco-Sin és Ulmasud készitmények dasvanyi vegyiiletei igen hatékonyak

lehetnek a tlizelhalas ellen (Roemmelt és mtsai. 1999). Nyugat-Virginidban (USA) egy masik
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vegyiilettel, a kaolinnal alma- és korteiiltetvényekben végzett virdgkezelések a virdgfertdzés

mértékének szignifikdns lecsokkenését eredményezték (Zeller 2006).

3.4 A BAKTERIOFAGOK JELLEMZESE
3.4.1 BEVEZETES

A bakteriofagok vagy roviden fagok baktériumokat fert6zni képes virusok, melyeket a
bioszféra egyik leggyakoribb, legszéleskoriibben elterjedt és legvaltozatosabb szervezeteként
tartanak szdmon (Adams 1959, Kutter és Sulakvelidze 2005). Egyes bakteriologusok mar az
1890-es években felfigyeltek egy ismeretlen baktériumgatlo dgensre, de senki sem tisztdzta az
agens pontos mibenlétét (1asd pl. Sulakvelidze és mtsai. 2001). A fagokat a 20. szdzad elején
fedezték fel vagy pontosabban ekkor keriiltek djra felfedezésre egymastdl fiiggetleniil Twort
(1915) és d’Herelle (1917) altal. Tudomanyos munkdjukban mindketten bakteridlis lizisbol
szarmaz6 szlirhet6 dgensekrdl szamoltak be, de d’Herelle volt az, aki rdjétt arra, hogy baktérium
virusokat fedezett fel, melyeknek a bakteriofdg nevet adta (eredetiben: ,,un bactériophage

obligatoire””) (Summers 2005).

3.4.2 A BAKTERIOFAGOK BIOLOGIAJA

Maga a fag, a virion részecske, az adott fagra jellemzéen DNS-bdI, ritkdbban RNS-bdl all.
Ezt kiviilrdl egy fehérjeburok, kapszid dvezi, mely egyrészt védi az egy linedris vagy cirkularis
kromoszomat tartalmazé haploid faggenomot a fag életciklusdnak extracellularis szakaszdban a
kiilonféle nukleinsavbonté enzimektdl, hozzdjarul a virion fogékony baktériumsejthez torténd
tapadasdhoz, és azt kovetden annak a sejt citoplazmajaba juttatisdhoz (Gill és Abedon 2003).
Eletciklusuk tobb alaplépésre kiilonitheté el. Az elsé a fent emlitett extracelluldris fazis, mely
sordn a fag vérakozik, mig alkalmas gazdasejtre nem lel. Ezt koveti egy infekcids szakasz,
melyben a fag fizioldgiai folyamatainak nagy része lejatszédik (Guttman és mtsai. 2005),
ugymint a megtapadds és a penetraci, a fag nukleinsav-tartalmanak baktériumsejtbe vald
behatoldsa (Molineux 2006), melyet gyorsan kovet a gazdasejt nukleinsav- és
fehérjeszintézisének felboruldsa és a sejt a faggenom hatédsdra virdlis alkotéelemek termelésébe
kezd, majd végiil az 4j virusrészecskék Osszeszerelddnek. Az adott fagtdl fiiggden ezek a
virionok aztan vagy akkumuldlédnak a baktérium citoplazmajdban - az igynevezett litikus fagok
esetén -, vagy, mint a fonalas fagokndl a sejt folyamatosan dj virusrészecskék kivélasztasira
kényszeriil, sajadt membrinjat adva burokként. Az infekci6 - rendszerint fag-indukalt bakteridlis
lizis révén - a fag részecskék baktériumsejtbdl valo kidramldsdaval ér véget, melyet kovetden
kezdetét veszi egy Ujabb extracellularis szakasz (Abedon 2014, Gill és Abedon 2003).
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A litikus fagok, melyek esetében az érett virionok csak a gazdasejt teljes felbomlésa (lizise)
utdn szabadulnak ki a baktériumbdl két csoportra oszthatok: az obligat litikus vagy virulens,
illetve a mérsékelt vagy temperdlt fagokra (pl. P1 Escherichia coli fag). Csak ez utébbiak
képesek tgynevezett lizogén életciklusra, amikor is a penetraciét kovetden rovid idon beliil leéll
az infekcié folyamata és a legtobb esetben a fag oOrokitdanyaga profigként a baktériumsejt
kromoszomadjaba integrdlodik €s egyfajta nyugalmi dllapotban a gazdabaktériummal egyiitt
replikdlodik. A gazdaszervezet anyagcseréjében bekovetkezd véltozdsok és maganak a fertdzést
indukal6 fagnak a sajdsossdgai révén az endogén fag késébb aktivizdlédhat, mely a baktériumse;jt
liziséhez vezet (Gill és Abedon 2003, Putnoky és Hoffmann 2007).

A fagokat gazdaspecifitds jellemzi. Gazdakoriik (host range) azt jelzi, hogy az adott fag
mely baktériumtorzson képes szaporodni (Putnoky és Hoffmann 2007). A fig taptalaja a
megfeleld gazdabaktérium. A fagokkal folyd vizsgalatokban egy lagyabb, dgynevezett fedGagar
rétegbe belekeverik a baktériumot és a megfelelden higitott fagot, mely a nodvekvd
baktériumgyepen szaporodni kezd. A fagpopuldcié lagyagar rétegben torténd novekedése
tarfoltok (plaques vagy magyarul plakkok) forméjdban figyelhetd meg. Ezek a fag altal indukalt,
bakteridlis lizis eldidézte terjedd régiok egy-egy fag infekcid tobb fertdzési cikluson keresztiil
kialakul6 kovetkezményei. A plakk morfoldgidjadnak meghatdrozé bélyege a méret és a tisztasag
foka. A nagy plakk gyors, a kicsi lasst fagszaporoddsra utal. Amennyiben a fig nem képes
minden baktériumot elpusztitani a tarfolt teriiletén akkor zavaros (turbid plaque), ha képes erre,
akkor tiszta plakkot (clear plaque) ad (Gill és Abedon 2003, Putnoky és Hoffmann 2007). A
tiszta plakk a fag altal kodolt lizin hatdsdra alakul ki, nem tartalmaz €10 bakteridlis sejteket
(Hartung és mtsai. 1988). A bakteriofagok gazdakorének vizsgdlata nem csupan egy adott
fagizolatum, illetve torzs egyik meghatdrozé bélyegét irja le, de ennek sordn torténik a kérokozd
baktériumra specifikus fagok elsddleges szelekcidja. E teszt sordn kivéalaszthatok a fagok koziil
azok, amelyek a legtobb vizsgdlt patogén torzset képesek lizdlni a baktériumgyepen tiszta
plakkot képezve, ugyanakkor mds, nem cél baktériumon nem alakitva ki tarfoltokat. Az ilyen
litikus fagok lehetnek alkalmasak fagterdpids célra, mig a baktériumrétegen zavaros plakkot
képezd temperalt fagok, melyek felhasznélasat el kell keriilni, kisziirendok a vizsgalt fagok

kozil.

3.4.3 RENDSZERTANI BESOROLASUK

A bakteriofagok rendszerezésének alapja a morfolégidjuk — a farokkal rendelkezd fagok
esetében a fej és a farok mérete, illetve tipusa a meghataroz6 bélyeg - és a nukleinsav tipusa,
mely linedris vagy korkorOs elrendezésli, egy - vagy kétszdlu RNS, illetve DNS lehet. A

rendszerezéssel a Bacterial Virus Subcommittee of the International Committee on Taxonomy of
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Viruses (ICTV) foglalkozik (Maniloff és Ackermann 1998). A farokkal és kettds szald linearis
DNS-sel rendelkezd, Caudovirales rendbe sorolt figok (Ackermann 1998, 2007) adjik az
irodalombol ismert fagok dontd tobbségét. A rendbe a Myoviridae (burok nélkiili, 6sszehtizédo
farok, pl. T4 fag), a Siphoviridae (burok nélkiili; hosszd, nem-6sszehtizddo farok, pl. A fag) és a

Podoviridae (burok nélkiili; rovid, nem-6sszehizodé farok pl. T7 fag) csaladok tartoznak (Mc

Grath és van Sinderen 2007).

3.4.4 ALKALMAZASI TERULETUK
Fdgterdpia

A bakteriofdgok humdn terdpids felhaszndldsa 1919-t6l (Summers 1999) vette kezdetét és
a fagterdpiat Oroszorszdgban, valamint Grizidban (G. Eliava Institute of Bacteriophages,
Microbiology and Virology, Tbilisi) azéta is széles korben kutatjdk €s alkalmazzdk (Kutter
2009). Noha a korai, nem megfelelden kontrolldlt kisérletek nem igazolva a varakozdsokat az
antibiotikumok térhdditdsaval kardltve nyugaton visszavetették a fagterdpias kisérleteket, mara a
fagok szamos, human- és allatgyogyaszatban (Abedon és mtsai. 2011, Haq és mtsai. 2012,
Johnson és mtsai 2008, Kutateladze és Revaz 2010, Milch 2000, Sulakvelidze és mtsai.
2001), valamint a novényvédelemben (ldsd 3.5 fejezet) alkalmazott, eredményes felhasznaldsa

ismert.

Genetikai és biologiai alkalmazdsok

A molekuldris genetikdban ismert édltaldnos bakteridlis transzdukci6 jelensége (Lederberg
és mtsai. 1951) - azaz amikor a fag barmely baktériumgént képes atvinni egyik baktériumse;jtbol
a masikba - igynevezett finomtérképezésre hasznalhaté (Putnoky és Hoffmann 2007).

A fag ,display” molekuldris mdédszerénél, melyet 4j tulajdonsdgokkal biré polipeptidek
szintetizdlasdra hasznélnak, az adott polipeptidet kddolé6 DNS-t a fag kopenyfehérje génjeivel
fiziondljak, majd az adott fehérjét a fag feliiletén expresszéltatjdk (Smith 1985).

A jarvanytani vizsgdlatokndl a fagtipizdlds vagy féagtipus meghatdrozds sordn fert6zo
baktériumokat bakteriofagok segitségével azonositanak (Milch és Paszti 2008). A médszer azon
alapszik, hogy a vizsgdlatban haszndlt ugynevezett tipusfigok az azonositandd
baktériumtorzseket azok fogékonysaga esetén lizaljak (Haq és mtsai. 2012).

A fagok, gazdaspecifitdsukat ad6 receptor kotd fehérjéken alapulé molekuldris probdk
révén, korokozo baktériumok gyors kimutatasira (Singh és mtsai. 2012) is hasznalhatok,

tovabba potencidlisan terapeuta gének (Barry és mtsai. 1996) és vaccindk antigénjeinek (Clark
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és March 2004) szallitdsara, valamint hidrol6giai modellezésekben jeloléanyagnak (Martin
1988) is alkalmasak.
Szerepiik lehet a biztonsagos élelmiszergyartds folyamataiban (Goodridge és Bisha 2011),

de kérhazi feliiletek fertotlenitésére (Brusina és mtsai. 2013) is eredményesen hasznalhatok.

3.5 FAGTERAPIA A NOVENYVEDELEMBEN

Bé4r mar az 1920-as években felmeriilt az az otlet, hogy bakteriofdgokat haszndljanak fel
novényi korokozé baktériumok ellen (Mallmann és Hemstreet 1924), az antibiotikumok
felfedezése visszavetette a bakteridlis betegségek fagokkal valo kezelésére iranyuld, Nyugaton
foly6 kutatdsokat (Summers 2001). A fagok sikeres orvosi alkalmazdsa terén boviilé ismeretek,
a réz- és antibiotikum-rezisztens novénykoérokozo baktériumtorzsek megjelenése, valamint a
kornyezetbarat novényvédd szerek irdnti igény azonban ismét felkeltette az érdeklodést a
bakteriofag-alapi novényvédelmi moédszerek kidolgozdsidra. Az elsd fag-tartalmi modszert
1983-ban szabadalmaztattik az Amerikai Egyesiilt Allamokban, amelyet a fagykart el6idézd
jégmag-képzd baktériumok [(pl. Erwinia herbicola (syn. Pantoea agglomerans), Pseudomonas
syringae) ellen dolgoztak ki (Kozloff és Schnell 1983). A fagok novényvédelmi alkalmazasara
vonatkozé maig legismertebb készitmény az AgriPhage™
http://omnilytics.com/products/agriphage), amely a paprika és a paradicsom
pszeudomOndszos és xantomoOndszos betegsége ellen hatékony; a Pseudomonas syringae pv.
tomato és Xanthomonas campestris pv. vesicatoria vad tipusu €s Un. gazdakor-mutdns (,,host
range mutant”) (Jackson 1989, Flaherty és mtsai. 2000) fagjainak a kombinacidjat tartalmazza.
Az els6 E. amylovora elleni bakteriofag—alapu biopeszticid, mely a PhiEaH1 (GenBank-i leltari
szam: KF623294) és PhiEaH2 (JX316028.1) fagtorzseket valamint UV elleni védéanyagot
tartalmaz, Erwiphage néven 2012-t61 sziikséghelyzeti engedéllyel alkalmazhat6 Magyarorszdgon
(Meczker és mtsai. 2014). A novényvédelmi céld fagterapias kutatdsok eddigi eredményeit tobb
cikk is feldolgozta (Balogh és mtsai. 2010, Frampton és mtsai. 2012, Jones és mtsai. 2007,
Nagy és mtsai. 2012, Svircev és mtsai. 2010).

A bakteriofagokat érintd kutatdsok hazankban nagy muiiltra tekintenek vissza (Klement
1959, Klement és Kiraly 1957, Klement és Lovas 1957, 1959, 1960). A bakteriofdgok mar
hatékonynak bizonyultak szdmos patogén baktérium okozta novényi betegség ellen (Balogh és
mtsai. 2010). Igy az Erwinia spp. 4ltal okozott kala baktériumos lagyrothaddsa (Ravensdale és
mtsai. 2007), az almatermésiiek tiizelhaldsa (Kovacs és mtsai. 2012, Meczker és mtsai. 2014,
Lehman 2007, Schnabel és mtsai. 1999, Schwarczinger és mtsai. 2011, Svircev és mtsai.

2006); a Xanthomonas spp. éaltal okozott paradicsom xantomoéndszos betegsége (Balogh és
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mtsai. 2003, Flaherty és mtsai. 2000, Iriarte és mtsai. 2012); az dszibarack (Civerolo és Kiel
1969, Saccardi és mtsai. 1993), a muskatli (Flaherty és mtsai. 2001), a citrusfélék (Balogh és
mtsai. 2008), a di6 (McNeil és mtsai. 2001) bakteridzisa; a hagyma xantomoéndszos betegsége
(Lang és mtsai. 2007), a kdposzta feketeerisége (Marroni és Germani 2014); citrusfélék
xantomondszos betegségei (Balogh és mtsai. 2008); a Ralstonia solanacearum éltal okozott
dohéany baktériumos hervadasa (Iriarte és mtsai. 2012, Tanaka és mtsai. 1990); termesztett
gombaban a Pseudomonas spp. éltal okozott baktériumos foltosodds (Munsch és Olivier 1995);
a Streptomyces scabies éltal okozott burgonya varasodasa (McKenna és mtsai. 2001) és a sz616

agrobaktériumos gyokérgolyvdja (Boyd és mtsai. 1971) ellen.

3.6 FAGOK ALKALMAZASA AZ ERWINIA AMYLOVORA ELLEN
3.6.1 FAGIZOLALAS

A novénykorokozé baktériumok elleni bakteriofdgokkal val6 védekezés elsddleges 1épése
az adott koérokozoéra specifikus fagok izoldldsa. Ez az E. amylovora esetében mind a tlizelhalds
tiinetét mutatd, vagy ritkdbban tiinetmentes novényi részrél, mind a novény kozvetlen
kornyezetében 1évo talajbol torténhet, mely utdbbi feltételezett fagrezervoarként szolgdl (Crosse
és Hingorani 1958). Noha kordbban tobben beszamoltak E. amylovora-t lizélni képes
bakteriofag izolaitumokrél (Billing 1960, Okabe és Goto 1963), clsoként Erskine (1973) tett
atfogoé javaslatot a tiizelhalds elleni bakteriofag alapu bioldgiai védekezés alkalmazdsara, aki
talajmintabdl izoldlt E. amylovora-specifikus faggal végzett kisérleteket. A folyamat, melyben
egy (Ritchie és Klos 1977), illetdleg tobb (Gill és mtsai. 2003) gazdabaktérium torzzsel torténik

a fagizolélas gazdaspecifikus, illetve szélesebb gazdakorii fag izoldlasahoz vezet.

3.6.2 FAGIZOLATUMOK JELLEMZESE

A korai vizsgalatokat (Erskine 1973, Ritchi és Klos 1979) kovetéen mara egyre tobb
kutatds tarta fel a kiillonboz6 E. amylovora tagizolatumok sajitosségait, vizsgélva tobbek kozott
gazdakoriiket, partikulum-, illetve plakkmorfologidjukat, molekuldris felépitésiiket PCR, RFLP
(restrikcids fragmentum hossz polimorfizmus) technikdval €s szekvencia analizissel (Born és
mtsai. 2011, Boulé és mtsai. 2011, Domoétor és mtsai. 2012, Gill és mtsai. 2003, Lehman és
mtsai. 2009, Meczker és mtsai. 2014, Miiller és mtsai. 2011a, 2011b, Schnabel és Jones
2001). Mara 11 E. amylovora-specifikus bakteriofdg [EralO03 (GenBank-i leltari szdm:
EF160123.1); ®Ea21-4 (Lehman és mtsai. 2009); ®Ealh, ®Eal00, ®Eal04 (Miiller és mtsai.
2011b); vB_EamP-L1, vB_EamM-M7, vB_EamP-S6, és vB_EamM-Y?2 (Born és mtsai. 2011.),
phiEaH2 (Domotor és mtsai. 2012), phiEaH1 (Meczker és mtsai. 2014)] teljes genomja ismert.
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3.6.3 FAGOK HATEKONYSAGI VIZSGALATAI

A fagizolatumok gazdabaktériumra gyakorolt hatdsat folyadékkultirdban, korte- (Boulé és
mtsai. 2011, Lehman 2007), illetve almavirigokon (Schwarczinger és mtsai. 2011, Miiller és
mtsai. 2011a) éretlen zold kortegyiimoles szeleteken (Miiller és mtsai. 2011a) vizsgiljak in
vitro. Bzek koziill a virdgokon végzett tesztelésekkel lehet a potencidlisan leghatékonyabb
fagizolatumokat kivdlasztani, mivel a kérokozé elleni bioldgiai védekezés {6 stratégidja az E.
amylovora populacié bibéken torténd tavaszi felszaporoddsdnak (Thomson 1986), eziltal az
elsddleges virdgfertézésnek a megakaddlyozdsa. Azokban az orszdgokban, ahol tiltd
rendelkezések miatt a természetben mesterséges inokuldcid nem végezhetd, a szabadfoldi
kisérletekben (Kovacs és mtsai. 2012) csak a természetes E. amylovora fertézésekkel lehet

,,dolgozni”.

3.6.4 KIHIVASOK ES TAVLATOK A FAGTERAPIA TEREN

A novénypatogén baktériumokat fert6z6 fagok, koztiik az E. amylovora-specifikus fagok
életmodjardl, okoldgiai igényeirdl, és genetikai felépitésérdl napjainkra jelentds mennyiségi
informacié halmozaédott fel (Ackermann és DuBow 1987, Adams 1959, Civerolo 1972, Gill és
Abedon 2003, Gill és mtsai. 2003, Lehman és mtsai. 2009, Miiller és mtsai. 2011a, 2011b,
Schnabel és Jones 2001). Ezek alapjan fény deriilt arra, hogy e fagok szdmos olyan
tulajdonsaggal rendelkeznek, amely lehetové teszi a novényvédelemben valé eredményes
felhaszndldsukat: nagy szdmban fordulnak eld a természetben, veszélytelenek az eukaridta
szervezetekre, meghatarozott baktériumfajokra, illetve torzsekre specifikusak és ezdltal a honos,
nem patogén baktérium flérat nem kérositjak, tovdbba a fag izolélds, felszaporités, €s tarolas
viszonylag egyszerli és nem koltséges folyamat (Jones és mtsai. 2007, Nagy és mtsai. 2012).
Noha a fagoknak szembe kell nézniiik bakteridlis védekez0 mechanizmusokkal (Hyman és
Abedon 2010) és ismeretes, hogy fenndll a lehetdsége fag-rezisztens baktérium torzsek
kialakulasanak (Okabe és Goto 1963, Roach és mtsai. 2008), ezek a hatranyok litikus és
gazdakor-mutans fagok és fagkombindciok alkalmazasaval kezelhetok (Schnabel és mtsai.

1999, Svircev és mtsai. 2010).

A valtoz6 kornyezeti koriilményekre valé nagyfoku érzékenységiik, miszerint sz€lsdséges
homérséklet, pH, és csapadék viszonyok, valamint erds UV sugirzds mellett konnyen
inaktivalédhatnak (Iriarte és mtsai. 2007), igazi kihivast jelent biopeszticidként vald
felhaszndldsuk sordn. A fagok novényi zoldfeliileten valé fennmaraddsat és ezaltal
hatékonysagukat nagyban elOsegiti az, ha megfeleld idében (Balogh és mtsai. 2007),

koncentracioban, és védbéanyagokkal (Balogh és mtsai. 2003), vagy bizonyos antagonista
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szaprofiton baktériumokkal egyiitt (Boulé és mtsai. 2011, Lehman 2007, Svircev és mtsai.
20006) torténik a védendd novény feliiletére valo kijuttatasuk.

A fagok életképességének fokozdsiat célz6 mdsik lehetséges irdny a fagok védendd
novénybe torténd juttatdsa. A rizoszféra (a talajnak a gyoOkeret koriilvevOd zdéndja, amelyben
kozvetlen kapcsolat alakul ki a novény és a talaj mikroorganizmusai kozott) kedvezdbb
kornyezetet biztosithat a fagok szamara (Jones és mtsai. 2007) figyelembe véve, hogy a talaj
szerkezetétdl, allapotatdl fiiggden (példdul alacsony pH) a figok talajszemcsékhez torténd
adszorpcidja lecsokkenti a szabad, fert6zoképes fagok szamat (Assadian és mtsai. 2005, Sykes
és mtsai. 1981). A virusok azon képessége, hogy a gyokéren keresztiil a novénybe tudnak jutni
régtdl ismert (Mazur és Paciorkiewicz 1973, Murphy és Syverton 1958, Helms és Wardlaw
1976, Oron és mtsai. 1995). Szdmos tudoméanyos munka szdmolt be arrdl, hogy a bakteriofagok
is képesek a gyokéren keresztiili penetraciora és azt kovetéen a novény tdvolabbi részeibe
torténd transzlokaciéra (Rao és Srivastava 1973, Ward és Mahler 1982) életképességiiket
napokig megérizve (Boyd és mtsai. 1971, Iriarte és mtsai. 2012). Az is igazolast nyert, hogy
adott novénypatogén baktériumokra specifikus fagok talajra irdnyuld kijuttatdsat kovetden a
baktériumkérokozé dltal kivaltott betegség mértéke lecsokkent (Boyd és mtsai. 1971, Fujiwara
és mtsai. 2011, Iriarte és mtsai. 2012). A fagoknak a novény foldfelszini részein keresztiil vald
penetracios képességérdl azonban kevés informacié all rendelkezésre (Kovacs és mtsai. 2012,
2013) és az E. amylovora fagjaival kapcsolatban ez a fajta fag-n6vény interakcié eddig még nem

keriilt jellemzésre.
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4 ANYAG ES MODSZER
4.1 A VIZSGALATOK HELYE ES IDEJE

A Dbakteriofagok gylijtése Magyarorszag kiilonb6zd foldrajzi teriileteirdl, iiltetvényeken,
kozteriileten, illetve kertekben fellelt gazdanovények tlizelhalds tiineteit mutaté névényi részeirdl
az adott év (2006, 2007) aprilisatol kés6 augusztusig terjedd idOszaka alatt tortént.

A bakteriofagok izoldldsa és tisztitasa, plakkmorfoldgiai, molekularis, gazdakor, valamint
az E. amylovora okozta tiinetekre gyakorolt hatdsuk kiillonbozd in vitro vizsgélatai a
fagtranszlokacios tesztekkel egyiitt az MTA ATK Novényvédelmi Intézet, Biotechnoldgiai
osztalyanak akkreditdlt Erwinia-laboratériumaiban torténtek 2006-2013 kozott.

A fagpartikulumok transzmisszids elektronmikroszképpal végzett morfoldgiai jellemzése
az MTA Természettudoményi Kutatokdozpont Anyag- és Kornyezetkémiai Intézetében, Szabd
Laszlo vezetésével tortént.

Az altalunk tervezett primerek eldallitisat az Invitrogen, Life Technologies (Budapest,
Magyarorszag) és a Microsynth (Balgach, Svéjc) laboratériumaiban végezték.

Egyes fagizolatumaink adott géneket k6dolo szakaszai bdzissorrendjét az Eurofins MWG

Operon (Ebersberg, Németorszag) laboratériumaban hataroztdk meg 2008 és 2013-ban.

4.2 A VIZSGALATOK SORAN HASZNALT BAKTERIUM-IZOLATU-
MOK, ILLETVE TORZSEK

A vizsgélatokban szerepld, Siile Sdndor, Hevesi Maria, Klaus Geider és Bozs6 Zoltan altal
a rendelkezésiinkre bocsatott baktérium-izolatumokat, illetve torzseket az 1.a-b tablazat foglalja

magaba.

l.a tablazat A vizsgélatainkban szereplé tesztbaktériumok: magyarorszagi E. amylovora
izolatumok (Eal-Ea31), egyéb E. amylovora torzsek, és mas Erwinia fajok

Baktérium-izolatum / torzs Forris / Hivatkozas®

Eal Hevesi M. / Hevesi (1996)

Ea2, Ea3, Ea4, EaS, Ea6, Ea7, Ea8, EalO, Eall, Eal2, Németh J. és Siile S. / (nk)
Eal3, Eal4, Eal5, Eal7, Eal8, Eal9, Ea20, Ea21, Ea22,
Ea24, Ea25, Ea26, Ea27, Ea28, Ea30, Ea31

Eal/79 Falkenstein és mtsai. (1988)

Eal/79del100 K. Geider / Bugert és Geider (1995)
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1.a tdblazat folytatdsa

Baktérium-izolatum / torzs

Forris / Hivatkozas®

Eal/79Sm

EaDS02

EaDS05

EaRW1/06

EaOR1/07

Ea63/05

EaCFBP1430

E. billingiae Eb661

E. persicina

E. rhapontici CFBP 3618T

E. tasmaniensis Et1/99

. Geider / Bellemann és mtsai. (1994)
. Geider
. Geider
. Geider

. Geider

K

K

K

K

K

K. Geider
K. Geider, CFBP

K. Geider / Mergaert és mtsai. (1999)
K. Geider / Hao és mtsai. (1990)

K. Geider / Hauben és mtsai. (1998)

K. Geider /Kube és mtsai. (2010)

® nk: nem kozolt; CFBP: Collection Francaise de Bactéries Phytopathogenes

1.b tablazat A vizsgalatainkban szerepld tesztbaktériumok: Pantoea agglomerans izolatumok és
torzsek, Pantoea fajok, valamint egyéb baktériumfajok, illetve torzsek

Baktérium fajok / izolatumok, torzsek

Forras / Hivatkozas®

Pantoea agglomerans NB2

Pantoea agglomerans MB96

Pantoea agglomerans JCM 1236
Pantoea agglomerans hu82245
Pantoea agglomerans hu82647
Pantoea agglomerans C9-1

Pantoea citrea CCM 4319

Pantoea stewartii subsp. stewarti DC283
Pantoea stewartii subsp. stewartii SW?2
Agrobacterium tumefaciens C58
Agrobacterium vitis F2/5

Escherichia coli DH5a

Xanthomonas campestris pv. zinniae
Pseudomonas cichorii

Pseudomonas syringae pv. syringae H9

Siile S.

Siile S.

BCE, NMGY, B02248 / Gavini és mtsai. (1989)
Siile S.

Siile S.

Siile S.

BCE, NMGY, B02244 / Kageyama és mtsai. (1992)
BCE, NMGY / Coplin és mtsai. (2002)

Siile S./ Coplin és mtsai. (1981)

Siile S. / Hamilton és Fall (1971)

Siile S. / Staphorst és mtsai. (1985)

Bozs6 Z. / Hanahan (1985)

Schwarczinger 1. / Schwarczinger és mtsai. (2008)
Siile S. / Kersters és mtsai. (1996)

Siile S. / Seemiiller és Arnold (1978)
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1.b tdblazat folytatdsa

Baktérium fajok / izolatumok, torzsek Forras / Hivatkozas®

Pectobacterium carotovorum subsp. Németh J. / Hauben és mtsai. (1998)
carotovorum 19111

Pectobacterium carotovorum subsp. Németh J./ Hauben és mtsai. (1998)
atroseptica D2

*BCE NMGY: Budapesti Corvinus Egyetem Nemzeti Mikrobioldgiai Gytijtemény

Tesztbaktériumok profagtartalmanak ellenérzése

A baktérium-izolatumok €és torzsek koziil az Eal8, az Eal/79, az Eal/79Sm és az
EaCFBP1430 profag (a baktérium 6rokitd anyagéba integralddott faggenom) tartalma eldzetesen
mitomycines kezeléssel (Hevesi M. személyes kozlés) lett ellendrizve a kdvetkezok szerint: 100
ul egyéjszakds tesztbaktérium kultirdat 10 ml LB-hez adtunk, amit 10 pl (2 mg ml™") mitomicin-
C-vel egészitettiink ki. Harom 6ran at razattuk, majd ismét 10 ml LB-t adtunk hozza. Ezt ismét
razatas kovette. Az igy nyert baktériumkultirdbol 24 és 48 ora elteltével 1-1 ml mintat vettiink,
amit kloroformoztunk (a baktériumsejtek 2% kloroform hozzdadasdval, 10 perc inkubacids
id@szak alatt el6lésre Keriiltek) és centrifugédltunk (13500 rpm, 10 perc, 4°C), majd a feliildszébol
10ul-t cseppentettiik fel az indikdtor baktériummez0Ore és megfigyeltiik, hogy 24, illetve 48 oOra
elteltével alakulnak-e ki plakkok.

4.3 REFERENCIA BAKTERIOFAGOK

A hazai fagizolatumaink plakkmorfolégiai €s molekuldris 0sszehasonlité vizsgélataihoz
referenciaként Alan L. Jones (Michigan State University, USA) dltal, az Amerikai Egyesiilt
Allamokban izolalt fag torzseket haszndltunk, amelyeket Klaus Geider (Julius Kiihn-Institut,
Institute for Plant Protection in Fruit Crops and Viticulture, Dossenheim, Németorszag) bocsatott

rendelkezésiinkre (2. tablazat).

2. tablazat Az Gsszehasonlit6 vizsgalatoknal referenciaként hasznalt amerikai (Michigan, USA)
E. amylovora fagok szdrmazasi adatai

Fagtorzs Eredete Hivatkozas
®Ealh tlizelhaldsos almahajtas (Malus x domestica Ritchie és Klos (1975)
'Jonathan'), 1975
®Eal00 talajminta, 1996 Schnabel és Jones (2001)

®Eal04 talajminta almaiiltetvénybdl, 1996

®Eall6 tizelhalas tiinetét mutat6 alma-szovet, 1996
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4.4 TAPTALAJOK, TAPOLDATOK

Tesztbaktériumok szamara

Az Erwinia és a Pantoea nemzetségbe tartozé fajok tobbsége LB (Luria-Bertani)
tdpoldatban, illetve agar tartalmu szilard LBA taptalajon (az E. amylovora Eal/79Sm torzs
szelektiv, 300 vagy 500 ppm sztreptomicin-szulfattal (Duchefa Biochemie) kiegészitett LBA-n),
28°C-on volt tenyésztve. Kivételt képeztek a P. agglomerans MB96 és a P. stewartii subsp.
stewartii torzsek, amelyek CPG (Casamino-acid Peptone Glucose) tdpoldatban voltak tenyésztve.
Az Agrobacterium torzsek tenyésztése NB (Nutrient Broth)-ben 28°C-on, az Escherichia coli
torzsé LB-ben 37°C-on, a Xanthomonas campestris pv. zinniae NB, illetve NA (Nutrient Agar)-
ban, mig a Pseudomonas fajok és a Pectobacterium torzsek tenyésztése NA tiptalajon tortént.
Az egyes tapoldatok, taptalajok Osszetételét illetden Schaad és mtsai. (2001) szerint jartunk el.

A fag hatdsvizsgélatok sordn tesztbaktériumként alkalmazott E. amylovora torzseket
sztreptomicin (300 ppm) tartalmu szelektiv (Eal/79Sm), illetve antibiotikum-mentes (Eal/79)
LBA téptalajon, rendszeresen atoltva 4°C-on taroltuk, majd a kisérletekhez a sztreptomicinnel
kiegészitett (500 ppm), vagy antibiotikum-mentes LB tdpoldatban egy éjszakan at folyamatosan
rdzatva szaporitottuk fel.

Az egyes baktérium-izoldtumok és torzsek megdrzése -70°C-on fagyaszté csdben, az adott

baktérium szdméra optimaélis tdpoldatban tortént, amit 30% glicerinnel egészitettiink ki.

Bakteriofagok részére

A Dbakteriofagok izoldlasdhoz, felszaporitisdhoz zselatint tartalmazé SM puffert
hasznaltunk, melynek dsszetétele a kovetkezd: 100 mmol 1" NaCl, 8 mmol 1" MgSO, - 7H,0, 50
mmol 1" Tris-Cl (1 mol 1, pH 7.5), 0,002% (w/v) zselatin.

A fagok taroldsa sotétben 4°C-on 2% végtérfogatu kloroformmal (CHCls), illetve -70°C-on

fagyasztd csében, 15% glicerint tartalmazé LB-ben tortént.

4.5 A VIZSGALT FAGOK IZOLALASA ES TISZTITASA
A vizsgalat anyaga

Tlizelhalas tiinetét mutaté alma (Malus x domestica Borkh.), korte (Pyrus communis L.),
birs (Cydonia oblonga Mill.) kiilonb6z0 novényi részeibdl (dg, levél, virdg, termés) tortént az

izolalas.
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Hérom hazai baktérium-izolatumot (Eal2, Eal8, Ea26) alkalmaztunk a fagizolélas, illetve
a fagdetektdlds soran. Az izoldlashoz az izolatumok keverékét, a fagdetektdldshoz az

izolatumokat kiilon-kiilon hasznaltuk.

A vizsgalat médszere
Izolalas

Az izolédlast Crosse és Hingorani (1958) moddositott médszerével végeztiik. Tilizelhalds
tiinetét mutaté novényi mintabdl 20-60 grammnyit 60 ml LB tdpoldatba tettiink, amit az egyes E.
amylovora izolatumok egyéjszakas razatott kultirdjabol, izoldtumonként 200 pl-rel egészitettiink
ki, majd razattunk 28°C-on, 48 6ran at. Az igy felszaporitott fagokat tartalmazé oldatban a
baktériumsejtek 2% kloroform hozzdadasaval, 10 perc inkubacids id6szak alatt elolésre keriiltek.
Ezt kovetdéen a baktériumok 4°C-on, 13500 rpm-en, 20 percig tarté centrifugédldssal lettek

leiilepitve.

A fagok kimutatasa
Modositott cseppteszt (Adams 1959)

A mintegy 45°C-ra kihilt, 2 ml, 0,7% agart tartalmazo, ugynevezett LB fedéagarhoz 100
ul, 10° CFU ml" egyéjszakds baktériumkultirdt adtunk, amit az elSzetesen Petri csészébe
kiontott €s megszilardult LBA tdptalaj felszinére ontottiink. Az izolédldsi folyamat végén nyert
feliiluszobdl szdzszoros higitasi sort készitettiink. Ezekbdl 10-10 pl-t pipettaztuk a feddagar réteg
megdermedését kovetden a taptalaj felszinére, majd 28°C-on, egy napig sotétben, termosztatban

inkubaltuk a mintakat.

Adams-féle dupla agar réteg (Adams 1959) modositott modszerével torténd szélesztés

Azokat a higitdsokat, amelyek a lagyagar rétegen a felcseppentés helyén kiilonallo, szabad
szemmel konnyen szdmolhaté tiszta foltot (plakkot) adtak, szélesztettiik: a fent leirt,
tesztbaktériumot (100 pl) tartalmazé feddagarhoz hozzdadtuk az adott higitasa fagszuszpenziot
(100 pl), és azt, alaposan Osszekeverve ontottik a szilard LBA taptalajra. A megszilardult

lemezeket 28°C-on, egy napig sotétben, termosztiatban inkubaltuk.
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Faglizatumok tisztitasa

Az egy napos inkubdcidt kovetden a lagyagar rétegen kialakuld kiilondlld tiszta foltok,
azaz plakkok képezték az egyes izoldtumok kiindulé forrdsait. Ezt kdvetden egy-egy mintabol
tobb kiillonbozo plakkmorfoldgidju, tehat eltérd alakd, nagysagu, tisztasdgu plakkokat szurtunk ki
steril pipettaheggyel. Az igy kiszurt plakkokat zselatint tartalmazé SM pufferbe pipettaztuk,
majd 2% kloroform hozzdadéasdval 13500 rpm-en, 10 percig, 4°C-on centrifugaltuk. A feliildszot
a fent leirtak alapjan ismét szélesztettik. Ezt a procedirdt mindaddig ismételtiik mig a

szélesztéskor egyontetli morfoldgidju plakkokat nem kaptunk egy-egy lemezen.

4.6 A FAGIZOLATUMOK MORFOLOGIAI JELLEMZESE
4.6.1 PLAKKMORFOLOGIA
A vizsgalat anyaga

Huszonketté megtisztitott bakteriofdg izolatumunk (H1A, H1B, H2A, H2B, H4A, H4B,
H5A, H5K, H5B, H6A, H6B, H7A, H7B, H8A, H8B, H9A, H9B, H10A, H10B, H11, HI12A,
HI12B) és 4 amerikai fagtorzs (2. tablazat) jellemzéséhez tesztbaktériumként az EaCFBP1430

szamu francia E. amylovora torzset hasznaltuk.

A vizsgalat médszere

A fagok jellemzésének és elkiilonitésének elsd 1épése a tesztbaktériumot tartalmazd
fedorétegen kialakult plakkok méretének és a plakk koriil képzett korkoros sav szélességének
vizsgalata, melyhez a megtisztitott bakteriofag izolatumokat a médositott Adams-féle dupla agar
réteg modszerrel (14sd 4.5 fejezet), a tesztbaktériumot tartalmazod, 1% szacharézzal kiegészitett,
LBA fedd lemezre szélesztettiik.

A 24 6rés inkubdciot kovetden kialakult plakkok méretének €s a plakkokat koriilvevo sav

szélességének meghatiarozasa 50 plakk mm-ben mért értékeinek atlagdban tortént.

36



4.6.2 FAGPARTIKULUM MORFOLOGIA
A vizsgalat anyaga

Munkénk sorédn tizenkilenc fagizolaitum (H1A, H1B, H2A, H2B, H4A, H4B, H5A, H5B,
HO6A, H7A, H7B, H8A, H8B, H9A, H9B, H10A, H10B, H11, H12B) vizsgalatat végeztiik el,

izolatumonként legkevesebb 50 fagot mérve.

A vizsgalat médszere

A fagok rendszertani besoroldsdnak egyik alapja a virus partikulumok morfoldgiai
jellemzése, vagyis a fagok feji és farki része alakjanak és méretének elektronmikroszképpal
torténd vizsgalata. A vizsgédlatot megelozden a friss faglizdtum 2% kloroform hozzdadasdval és
13500 rpm-en, 4°C-on, 20 percig tarté centrifugédlassal keriilt bakériummentesitésre, majd 15300
rpm-en 3 6ran at 4°C-on tjra le lett centrifugdlva. A fagokat tartalmazé iiledék 50-100 ul steril
desztillalt vizben lett felvéve. Az igy eldkészitett mintakat negativ festési eljarassal, Gill és
mtsai. (2003) mdédszere alapjdn, Morgagni 268D tipusu transzmisszids elektronmikroszképpal

(TEM) vizsgaltuk.

4.7 PCR VIZSGALAT

PCR vizsgélattal mutattuk ki kiilonb6z6 DNS szakaszok meglétét, illetve hidnyét az adott

hazai fagizolatumokban.
A vizsgalat anyaga
Fagizolatumok és torzsek

Huszonegy fagizolatumunkat (H1A, HIB, H2A, H2B, H4A, H4B, H5A, H5K, H5B, H6B,
H7A, H7B, H8A, H8B, H9A, H9B, H10A, H10B, H11, H12A, H12B) és a négy amerikai
fagtorzset (2. tablazat) vizsgaltuk.

Primerek

Ehhez 13, a vizsgdlt DNS szakaszokra specifikus indit6 szekvencidt, azaz primer part
haszndltunk (3. tablazat). Az EPS depolimeraz, a holin, a lizozim, a termindz, a peptiddz és a
Mu-szeri profag proteinekre specifikus primer péarokat K. Geider, a PEalA/B indit6
szekvencidkat Gill és mtsai. (2003), a tobbi primert Kolozsvariné N.J. és Schwarczinger I.

tervezte.
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3. tablazat A magyar fagizolitumok PCR vizsgélatai sordn haszndlt indité szekvencidk

paraméterei
Vizsgalt | Indit6 szekvencia | Indité szekvencia nukleotid sorrendje | Varhato PCR

DNS jelolése (5'-3") termék

szakasz hossza
(bp)

EPS Dpo-1 (forward) | GGACATACCGTGGGAAGTG 1006 MM2
depoli- A=47°C
meraz Dpo-2c (reverse) | ATTGAGCCGGAGTTGATG
holin Hol-F GCTAACGGTGTCGTCTCATA 361

Hol-R CAGTTGCCGCGTTCTTGTTT
lizozim Lys-F GCTGGACTTCTGGTAGACTT 537
Lys-R GCTTGCTGGTAACTCCTGTA
terminaz Term-F GAAGCTGTGTAAGCCTCTGT 1079
Term-R GTGAGGCTGGTTCGTCAACT
peptidéz Pep-F CAACTGTCCAAGACGGTGTA 551
Pep-R CAGAGATACCGCGAGAACTT
Mu-szerii Mu-F CCGAGGTAGTGAATGGCTAA 614
profag
protein Mu-R CTCTGTCCAGAAGCCATGT
®Ealh PEalA (forward) | AATGGGCACCGTAAGCAGT 304 MM3
A=60°C
PEalB (reverse) | TAATGGGTATGATAGAAGGCAGA
®Eal00 EalOOF ACTTGCGTGAGTGGTGCAA 344
EalO0R GCAGACTAGCCACCTTCGAC
®Eal04 EalO4F GGCTGCTGGCGCTCCTTACC 665
EalO4R ATCAGGCCGTGCGCCAAGTC
®Ealh lhcapF GGTAGGCACCAATAGC 474 MM3
kapszid A=56°C
ThcapR CAGTTGAACGCAGTCC
®EaH2 H2capF GTATTCTGAACGCGCTGCTG 508
kapszid
H2capR CAGTCCAGAGACTTGGCGTT
Ea7/74 EaFF CAGAAGATGACGGCGGCTAT 677 MM3
amsF gén A=57°C
EaFR GCAGCGCGGTAAATTAAGCA
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3. tabladzat folytatdsa

Vizsgalt | Indité szekvencia | Indit6 szekvencia nukleotid sorrendje | Varhaté PCR
DNS jelolése (5'-3") termék

szakasz hossza

(bp)
OEaH?2 phiEaH2-F AGCTGTCAAACTTCAACGTGC 609 MM3
amsF gén- A=57°C

szerli phiEaH2-R TGACGTTCTTCACCGGACAG
régio

Az inditészekvencidk jelolésénél a név végén szerepld F, illetve R betli a primer irdnyultsdgara utal: F =
forward, R =reverse; A= az anellalas hdmérséklete; MM2, illetve MM3 az adott PCR program jel6lése.

A 3. tdblazatban szereplO elsé hdrom primer par az amerikai ®Ealh fagban jelenlévo
génekre specifikus, amelyek harom enzimet, az extracellularis poliszacharid (EPS) depolimerazt,
a holint, illetve a lizozimet kodoljdk. Az EPS depolimerdz (dpo) gén egy olyan depolimeraz
tipusu kopenyfehérjét kodol, amely hozzdkotodik a baktérium EPS burkdhoz, majd addig bontja
a polimert, mig a sejt felszine szabadda valik. Ez altal lehetové teszi, hogy a fag a baktériumse;jt
egy kiils6 membran receptordhoz kotddhessen és azt kovetden nukleinsavtartalmat a sejtbe
injektédlva elindithassa litikus sejtciklusat (Kim és Geider 2000). A holin és a lizozim (Koch és
Dreyer 1958) olyan kisméretli membréanfehérjék, melyek a baktérium liziséhez jarulnak hozz4: a
holin nem-specifikus 1ézidkat hoz létre a gazdasejt citplazmatikus membranjaban (Blisi és
Young 1996), melyeken keresztiil a lizozim a periplazmaba juthat (Kim és mtsai. 2004). A 3.
tdblazatban feltiintetett 4-6. primer parok a ®Eall6 fag kiillonbozd génjeinek meghatarozott
szakaszaira specifikusak: egy termindz, egy peptidaz, illetve egy Mu-szerli profag protein gént
kédolnak. A dupla szdli DNS fig termindz a DNS elvdgasaval annak becsomagolasi
folyamatdnak elinditasért felelos enzim (Black 1995). A peptiddzok proteinek hasitdsat végzo
enzimek (Cheng és mtsai. 2004), mig a Mu-szer(i profag (a gazdabaktérium kromoszémajaba
épiilt virusgenom) protein az E. coli Mul temperélt fagra (Taylor 1963) jellemzd fehérje. A
PEalA/B primer par a ®Ealh-ra, mig az Eal00F/R primer par a ®Eal00 fagtorzsre lett tervezve.
A PEATA/B primer par a ®Ealh fig genomjanak a 10364-10667 nukleotidokra terjedd olyan
szakaszat kodolja, amely részben egy HNH endonukledzt, illetve egy hipotetikus fehérjét hataroz
meg. Az EalOOF/R primer par a ®Eal00 genomjanak a 10337-10662 bézisparig terjedo, részben
egy HNH DNazt, illetve egy hipotetikus fehérjét, mig az EalO4F/R primer par a ®Eal(04
genomjanak a 6271-t6l a 6935 bazisparig terjedd, hipotetikus fehérjéket kodolé6 DNS szakaszara
specifikus. Az EalhcapF/R primer par az ®Ealh, a H2capF/R primer par egy magyar fagtorzs, a
®EaH2 (Dométor és mtsai. 2012) kapszid proteint kodolé génjére specifikus. A kapszid (a virus

orokitdanyagat koriilvevd fehérjeburok) protein a nukleinsav becsomagoldsdnak folyamatiban
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jatszik szerepet (Xhu és Black 1990). A ®EaH2 fagtorzsben fellelt, az E. amylovora egyik
virulenciafaktordval, az amsF génnel nagyfokd hasonlésdgot mutaté génszakaszra terveztiik a
phiEaH2-F/R primerpart, az EaFF/R primerek pedig az E. amylovora Ea7/74 (Bugert és Geider
1995) amsF génjére specifikusak.

A vizsgalat médszere
Primertervezés

Az egyes indit6 szekvencidk tervezését az amerikai fagok bizonyos DNS szakaszainak a
nemzetkozi gén adatbézisokb6l (GenBank®) ismert bazis sorrendje alapjan az NCBI Primer-

BLAST program segitségével végeztiik.

A PCR vizsgilat menete

Mintaelokészités

Az adott fagszuszpenziobol 100 pl-t a kettds agarlemez mddszernél leirtaknak megfeleléen
sztreptomicinnel (300 ppm) kiegészitett LBA taptalajra szélesztettiink, majd az Eal/79Sm
tesztbaktériumot tartalmazé feddagar lemezen sotétben, 28°C-on valé inkubdlast kovetden a
madsnapra kialakult 6nall6 plakkokbdl egyet steril pipettaheggyel kiszirtunk és a pipettahegyet
200 pl steril bidesztillalt vizbe 4ztattuk. Ezutan 4 pl (2%) kloroform hozzdadésdval és 10 perc
szobahOmérsékleten torténd inkubécids idd utan lecentrifugaltuk (4°C, 13500 rpm, 10 perc) a
mintdkat, végiil a tiszta fagszuszpenziot tartalmazé feliiliszot a felhasznélasig 2% kloroformmal

kiegészitve 4°C-on tartottuk.

Natrium-azidos DNS feltdrds
Az egyes megtisztitott fagszuszpenziok 50 upl-éhez hozzdadtunk 50 pl 2x nétrium-azid
(NaN3) oldatot (2% Triton X-100, 0,5% NaNj3 0,1 mol 1'1, pH 8-as Tris pufferben). Vortex
segitségével Osszekevertiik, majd 99°C-on 10 percig tartottuk. Ezt kdvetden a szuszpenzidt
lehtitottiik és centrifugéltuk 4°C-on 13500 rpm fordulatszdmon 10 percig. Az 4j Eppendorf
csovekbe pipettazott feliiliszé szolgalt DNS templétként.

PCR elegy osszedllitasa
A 18ul végtérfogati PCR elegyek 1 pl lizalt fagsejt szuszpenziét, 9 ul Thermo Scientific
2X PCR Master Mix-et (0,05 U/uLL Tag DNA polimeraz, reakcié puffer, 4 mmol 1! MgCl,, és 4
mmol 1" az egyes ANTP-b6]) és 4-4 ul 2,5 pmol ul” koncentréci6ju primert tartalmaztak.
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PCR program lefutdsa

A reakci6 elegyek egy MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler PCR késziilékben
(GMI, Ramsey, MN, USA) az aldbbiak szerint keriiltek vizsgélatra.

MM2: (1) 94°C-on 2 perc kezdd denaturdlds, (2) 92°C-on 1 perc denaturdlds (a két
komplementer DNS szdl szétvdlasa), (3) 47°C-on 1 perc anelldlds (a primerként szolgald
oligonukleotid homolég DNS szakaszhoz torténd kapcsolddésa), (4) 72°C-on 1,5 perc elongécid
(Ianchosszabbités), a reakcid 2-4-ig terjedd szakasza 34x ismétlodik, (5) 72°C-on 7 perc zard
szintézis, majd 4°C-on tartas.

MM3: (1) 95°C-on 1 perc kezd6 denaturélés, (2) 94°C-on 30 masodperc denaturdlés, (3) az
adott primerparoknak megfeleld homérsékleten 30 masodperc anelldlds, (4) 72°C-on 30
masodperc elongicid, a reakcid 2-4-ig terjedd szakasza 34x ismétlédik, (5) 72°C-on 7 perc

zéarészintézis, majd 4°C-on tartas.

Gélelektroforézis

A PCR termékek 10 pl-es mennyiségét 2 pl 6x Loading Dye (Thermo Scientific) festékkel
elegyitve GelRed-del (Biotium) festett 1%-os agar6z (Invitrogen) gélben, vizszintes
elektroforézis késziilékben (Biorad, Power Pac Basic) valasztottuk el 90 V-on, 1x TAE
pufferben. A felszaporitott PCR termékek ellenérzésére 6 pl markert (Thermo Scientific)
futtatunk a mintdk mellett. A felszaporitott nukleinsav szakaszokat 4tesd ultraibolya fényben

fényképeztiik (Alphaimager EP).

4.8 SZEKVENCIA-ANALIZIS
A vizsgalat anyaga

Eddigi vizsgdlataink hét hazai fagizolatumunk (H4A, H4B, HS5A, H5B, H6A, H7A, H9B)
genomjanak depolimerdzt k6dold szakaszaira és két hazai fagizoldtum (H2A, HS5K) genomjanak
részleges nukleotid sorrendjének meghatdarozasara terjedtek ki. A H2A fagizolatum esetén a
peptidaz, a Mu-szerii profag protein €s a termindz, a HSK fagnal a Mu-szerti profag protein és a
termindz génekre specifikus inditészekvencidkkal PCR soran felszaporitott DNS szakaszokat

vizsgéltuk.
A vizsgalat médszere
PCR termék tisztitasa szekvenalashoz

A mintanként 50 pl mennyiségti PCR terméket PCR-M Clean Up System (Viogene) kittel
a gyartd utasitdsai szerint tisztitottuk. A tisztitott termékek DNS koncentracigjat

spektrofotometrids (nanodrop) méréssel (Nano maestrogen), 260 nm hullimhosszon, mintanként
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2 -t véve meghataroztuk. Ezt kovetden a PCR termékeket a szekvendlast végzd labor
eldirdsainak megfeleld koncentraciora higitottuk, és 15 pl termékhez kiilon 2-2 pl forward,

illetve reverse primert (10 pmol 1"') adtunk.

A nukleinsav szekvencia meghatarozasa és analizise

Az el6készitett mintdkat megszekvendltattuk, és a kapott nukleotid sorrendeket a BioEdit
Biological Sequence Alignment Editor (www.mbio.ncsu.edu/bioedit.html) programmal
értékeltiik ki, majd az NCBI (National Center for Biotechnology Information) Nucleotide
BLAST program (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) segitségével hasonlitottuk Ossze a
GenBank  adatbdzisdban  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/)  szerepld  torzsek

szekvenciaival.

4.9 GAZDAKORVIZSGALAT

A fagok gazdakorének vizsgdlata nem csupdn azt tarja fel, hogy az adott fagok milyen
gazdabaktériumon képesek szaporodni, de egyuttal megteremti a lehetéséget a korokozd

baktériumra specifikus fagok elsddleges szelekcidjdhoz.

A vizsgalat anyaga

Tizenhat hazai fagizolatumunk (H1A, H1B, H2A, H2B, H4A, H4B, HSA, H5B, HO6A,
H7A, H7B, H8A, H9B, H10B, H11, H12B) és a négy amerikai fagtorzs (2. tablazat) gazdakorét
vizsgaltuk.

Tesztorganizmusként 31 magyar és 8 kiilfoldi E. amylovora izolatum, illetve torzs, 4 egyéb
Erwinia faj, 6 Pantoea agglomerans torzs és 10 mas novényi kérokozd baktérium faj, illetve

torzs szolgdlt (1.a-b tablazat).

A vizsgalat médszere
A tesztbaktériumok fagfogékonysaganak megallapitasa

Az egyes baktérium tenyészeteket a szamukra optimadlis tdpoldatban (lasd 4.4 fejezet) 12
Ordn at razattuk, majd titeriiket egységesen 10® CFU ml-re dllitottuk be. Ezt kdvetden az
Adams-féle csepptesztet (lasd 4.5 fejezet) alkalmazva édllapitottuk meg az adott tesztbaktérium
figgal szembeni fogékonysdgat. A teszthez 10-10 pl 10° PFU ml" koncentréci6ju faglizatumot

hasznaltunk.
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A tesztbaktériumok fogékonysiaga az indikator baktériumot tartalmazé felsd agar rétegen
kialakult plakkok tisztasaga alapjan felallitott haromfokozatu skélaval keriilt jellemzésre, ahol a
‘++ a tiszta plakkot; a ’+’ a homadlyos vagy zavaros plakkot €s a ’-’ a plakk hidnyét jelolte (9.

abra).

a b c

9. dbra A fagok gazdakorvizsgdlata sordn megfigyelt kiilonbozd plakktipusok. ++ : tiszta plakk (a); + :
homalyos plakk (b); - : nincs plakk (c).

4.10 FAGOK ES FAGKOMBINACIOK ERWINIA AMYLOVORA
BAKTERIUMRA GYAKOROLT HATASANAK VIZSGALATA

4.10.1 FAG HATASVIZSGALAT FOLYADEKKULTURABAN

Féagizolatumaink E. amylovora elleni potencidlis alkalmazdsdnak felmérése céljabol
kiilonboz6 hatdsvizsgalatokat végeztiink in vitro koriilmények kozott. Els 1€pésként a fagok és

kombindcidik baktériumszam-csokkent6 hatdsat teszteltiik folyadékkultdraban.

A vizsgalat anyaga

Tizenhat magyar fagizolatumunkat (HIA, H2A, H2B, H4A, H4B, H5K, H5B, H6B, H7A,
H7B, H9A, H9B, HI10A, H11, H12A, HI12B) és meghatdrozott fagkombiniciéit (H2A+HS5K,
H2A+H7B, H5K+H7B, H2A+HS5K+H7B), valamint hdrom amerikai fagtorzset (®Ealh,
®Eal00, ®Eal16) vizsgéltunk.

Tesztbaktériumként sztreptomicin-rezisztens E. amylovora Eal/79Sm torzset hasznaltunk.

A vizsgalat médszere
Bakteriofag-titerérték meghatarozasa

Az egyes felszaporitott és megtisztitott fagszuszpenziokbol SM pufferben szdzszoros
higit4si sort készitiink, és csepptesztet végziink oly mdédon, hogy a kiindulési fag térzsoldatnak
(stock) €s higitdsainak 10-10 pl-ét az Adams-féle dupla agarlemez modszerrel a tesztbaktériumot
tartalmazd, megdermedt feddagar rétegre pipettdzzuk. Egynapos inkubdcié utdn az o6ndlld
plakkokat adé higitasokat (2-4 db higitast, sziikség szerint) szélesztjiik (100 pl fagszuszpenziét
100 pl tesztbaktériumot tartalmazé feddagarban) és mdasnap a kialakult plakkok szdmabdl a

higitds mértékének ismeretében szamitjuk ki a torzsoldat koncentracidjat.
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Hatasvizsgalat

A vizsgilatokhoz hasznélt fagszuszpenzidk titerét 10'° PFU mlI™ koncentréciéra higitottuk.
Uvegcsovekbe kimért folyékony LB tdptalajban 1 ml figszuszpenziét, illetve az adott
fagszuszpenziék kombindciGjanak 1:1 ardnyd keverékét és 1 ml 10° CFU ml” koncentraciéju
tesztbaktériumot mértiink be, majd 28°C-on 22 6ran 4t razattuk.

Az igy kapott folyékony kultirdk fénytorését 600 nanométeren mértiik, majd ezek alapjan
értékeltiik a kisérletet. Minden kezelés harom ismétlésben lett elvégezve. A kapott adatok
statisztikai értékelése egytényezds varianciaanalizissel (one-way ANOVA) és azt kovetden a
csoportok paronkénti Osszehasonlitdsdhoz alkalmazott Tukey-féle HSD post hoc probéaval

tortént.

4.10.2 FAG HATASVIZSGALAT ALMA- ES BIRSVIRAGON

Virdgkisérlettel a természetes E. amylovora okozta elsddleges fert6zés helyén tudjuk
vizsgalni a fagok hatékonysdgat laboratériumi koriilmények kozott. A vizsgalat célja az, hogy
egy-egy bakteriofdg-izolaitum, illetve kombindcidjuk baktériumszam-csokkentd hatdsat

osszehasonlithassuk.

A vizsgalat anyaga
Virag
Kiilonbozo tlizelhalas-fogékonysagi alma (Malus x domestica Borkh.) fajtak ['Idared’
(nagyon fogékony), 'Golden delicious Reinders' és 'Gala Schniga' (fogékony) (Lespinasse és
Aldwinckle 2000); 'Pinova' (alig fogékony) (G. Téth 1997)], és egy (fogékony) (Severin és
mtsai. 1999) birsfajta (Cydonia oblonga 'Berecki') virdgain teszteltiik a fagok E. amylovora
baktériumra gyakorolt hatdsat in vitro koriilmények kozott. Az olldval levagott, ballon fenofazisu

virdgok a BCE Gyiimolcsterm6 Novények Tanszék soroksari kisérleti telepérdl, illetve az MTA

ATK NOVI Herman Ott6 tti szabadtéri konténeres gyiimolcsfairdl szdarmaztak.

Bakteriofagok és tesztbaktérium

A folyadékkultiras vizsgdlatban leghatékonyabbnak bizonyult figizoldtumokat (H2A,
HS5K és H7B) és azok harmas kombinaciéjanak (H2A+HS5SK+H7B) hatésat teszteltiik.

Az E. amylovora Eal/79Sm torzset hasznaltunk tesztbaktériumként.
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A vizsgalat médszere
Patogenitas teszt

Egy éjszakan at 500 ppm sztreptomicin-szulfatot tartalmazé LB tapoldatban felszaporitott
baktérium szuszpenziéval (ODgo=1,0=10° CFU ml") egészséges dohdnyndvényen (Nicotiana
tabacum L. 'Xanthi') patogenitds tesztet végeztink (Klement 1963). Ezt kovetden a
hiperszenzitiv reakciét (HR-t) kivéltd, azaz igazoltan patogén korokozot hasznaltuk a virdgok

inokulalasahoz.

Fagszuszpenziok el6készitése

A féagokat el6szor a kordbbiakban leirtak szerint (lasd 4.5 fejezet) felszaporitottuk,
tisztitottuk és szélesztettilk, majd a 24 Ords, majdnem egybefiiggd plakkokat tartalmazé
lemezekre 4-4 ml, zselatinos SM puffert ontottiink és a Petri csészéket sotétben, 22-23°C-on 4
ordn keresztiil razattuk (Mini Rocker MR-1, Biosan). Ezt kovetden az igy tovdbbszaporitott
fagokat tartalmazd szuszpenziodt lepipettiztuk a felsd tdptalajrétegrol és tovabbi 1-1 ml SM
pufferrel lemostuk az agarlemezt. Az Osszegyljtott fagszuszpenzidt 2% végtérfogata
kloroformmal tisztitottuk, centrifugaltuk (13500 rpm, 10 perc, 4°C), majd a fagszuszpenziét
képzd feliiluszo titerét meghataroztuk, €s a szuszpenziét felhasznalasig sotétben, 4°C-on

tartottuk.

A viragok elokészitése

A virdgokat 4-4 ml 1%-os szachar6z oldattal feltoltott csovekbe helyeztiink, melyeket
elézetesen kilyuggatott hungarocell lapokba A4llitottunk. Végiil a lapokat 200 ml 87%-os
glicerines oldattal felontott, sterilizalt (10%-os hypo, haromszori steril desztillalt vizzel vald
oblités, UV fény alatti szaritds 20 percig), atlatszé miianyag dobozokba helyeztiik és kb. 12 6ran

at inkubaltuk novényneveld kamraban (Binder KBW), mig az 0sszes virdg ki nem nyilt.

A viragok kezelése

A kinyilt virdgok bibéjére egy idSben pipettaval juttattuk ki a faglizatum (10'> PFU ml™) és
baktérium-szuszpenzié (5 x 10° CFU ml™) 1:1 ardnyd keverékét 20 ul végtérfogatban (10. dbra)
az alabbi kezelések szerint: (A) H2A+Eal/79Sm baktérium (a késdbbiekben Ea), (B) H5K+Ea,
(C) H7B+Ea, (D) (H2A+H5K+H7B)+Ea, (Ea) Ea+viz, (H,0O) viz.
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A kezeléseket kovetden az inkubdci6 a lefedett dobozokban, 16/8 6ra fény/sotét és 22-
23°C/19-20°C nappali/éjszakai hdmérséklet mellett tortént 4 napig, novénynevelé kamriban
(Binder KBW).

Almafajtanként €s kezelésenként 15-15 (az ervinids kontroll esetében 20-20) virdgot

hasznaltunk. A kisérletet két ismétlésben végeztiik.

10. abra Fag hatdsvizsgélat alma és birsvirdgon: almaviragok (‘'Pinova') kozvetleniil a kezelések utan.

Baktérium-visszaizolalas

A fert6zést kovetd négy nap elteltével a virdgokrdl eltavolitottuk a szirmokat, levagtuk a
virdgszarat és bibékkel lefelé, egyenként steril (1,5 ml-es) Eppendorf csovekbe helyeztiik Oket.
Egy ml steril bidesztillalt vizet pipettdztunk rdjuk, majd 10 perc 22-23°C-on valé inkubdaciot
kovetden centrifugéltuk (3 perc, 13500 rpm) (11. dbra), és végiil 6vatosan kivettiik a csovekbdl

a virdgokat. Az igy kapott vizes szuszpenzié szolgalt mintaként.

11. abra Fag hatdsvizsgélat alma és birsvirdgon: a baktérium-visszaizoldlds 1épéseként a kezelt virdgok
steril desztillalt vizben val6 inkubacidja Eppendorf-cs6ben.

A Kisérlet értékelése
a) Baktériumsejt-szamlalas

A baktérium-visszaizolédlasi folyamat végén nyert vizes szuszpenziot vortex segitségével

osszekevertiik €s higitottuk, majd 50 pl 10000-szeres higitisi vizes baktérium-szuszpenziot

antibiotikum [500 ppm sztreptomicin és 50 ppm cikloheximid (SIGMA)] tartalmi LBA téptalaj
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felszinére pipettaztunk, majd leldangolt és 70%-osra higitott etanolban (Reanal) lehtitott, L-
alakban hajlitott tivegbottal sz€lesztettiik.

Két nap, 28°C-on, termosztitban valé inkubdciét kovetden a kialakult telepek szdma
alapjan értékeltiik az adott kisérletet. Két egymast kovetd év adatai keriiltek statisztikailag
kielemzésre tobbszords varianciaanalizis (MANOVA), illetve ANOVA és Tukey-féle HSD

préba alapjan.

b) Valés idejii PCR vizsgalat

Az 'ldared' fajta 2012-es mintdiban az E. amylovora titerét valds ideju (,,real time”) PCR
alkalmazasdval is vizsgdltuk, majd a kapott eredményeket Osszevetettiik a baktériumtelep-

szamlalasi adatokkal.

A referencia baktérium-koncentrdcio meghatdrozdsa

Egyéjszakds (500 ppm sztreptomicint tartalmazé LB tdpoldatban 28°C-on réizatva
felszaporitott) Eal/79Sm E. amylovora baktérium-szuszpenziét ODgyo=1,5 értékre beallitunk,
majd abbdl 8 tagu tizedeld higitdsi sort készitettiink steril bidesztilldlt vizben. Az egyes
higitdsokbdl 50-50 pl-t, leldngolt iivegbottal, sztreptomicint (500 ppm) tartalmazé LBA
taptalajra szélesztettiink, majd két napos inkubdciét (28°C, termosztit) kovetéen a kifejlédott

kolonidk szamabol meghatdroztuk az egyes higitasok titerét.

Mintaelokészités

A viszonyitasi alapul szolgadlé E. amylovora kontrollhigitisokat és az 'Idared' kezelt
virdgair6l a visszaizoldldsi proceddra végén nyert mintdkat a kordbban (lasd 4.7 fejezet)
ismertetett médon Na-aziddal feltartuk, majd elvégeztiik valds ideji PCR vizsgédlatukat. A
referencia E. amylovora mintdk koncentraciojat a kordbban (lasd 4.7 fejezet) emlitett médon
gélelektroforézissel is ellendriztiik. Az egyes fag kezeléseknél 15-15 bioldgiai ismétléssel, az E.

amylovora kontroll esetében 20 parhuzamossal dolgoztunk.

PCR elegy osszedllitasa

A 18 pl végtérfogati PCR elegyek 1 ul lizalt fagsejt szuszpenziot, 9 pl kétszeres KAPA
SYBR®FAST Master Mix-et (KAPA SYBR® FAST gPCR Kit Master Mix (2X) Universal,
KAPA Biosystems, Wilmington, MA, USA) és 4-4 ul 2,5 pmol pl'l koncentraciéju primereket
tartalmaztak. A P29TF (§' CACTGATGGTGCCGTTG 3') ¢és a P29TR (5
CGCCAGGATAGTCGCATA 3') primerek (Salm és Geider 2004) az E. amylovora-ra jellemz6
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pEA29 plazmidra specifikusak. A mintdk vizsgdlatdt Real-Time PCR késziilék (BIO-RAD,
C1000Touch™ Thermal Cycler, CFX96™ Real-Time System) segitségével végeztiik.

PCR program lefutdsa és kiértékelése

P29: (1) 95°C-on 3 perc kezdd denaturalds, majd 40x [(2) 94°C 20 mésodperc, (3) 52°C 20
madsodperc, (4) 72°C 20 mésodperc] (5) melting analizis (65°C - 95°C, 0,5°C-ként felvételezve),
(6) 10°C-on tartas.

A SYBRGreen interkaldlodo festék, vagyis a DNS kett6s szalak drkaiba kotve gerjeszthetd.
A kibocsatott fluoreszcens jelek ciklusonkénti felvételezése nyomédn a program egy szigmoid
gorbét szerkeszt, mely a fluoreszcenciat a ciklusszamok fiiggvényében dbrazolja. A program
ezutdn a gorbék egyiittesére egy a fluoreszcencia tengelyre merdleges egyenest illeszt, mely
minden gorbét mar az exponencidlis szakaszban metsz. Ez a fluoreszcencia kiiszobérték. Az
ehhez tartoz6 ciklusszdmot Cq értékként jelolve jeleniti meg a program (Bustin 2009). Ezeket az
értékeket Osszevetve egy ismert koncentracidju E. amylovora szuszpenzi6 higitasi sorabol nyert
gorbékkel kaptuk meg a relativ koncentracidkat, azaz az egyes mintdk egymashoz viszonyitott
templat tartalmat. A méréseket 3 ismétlésben végeztiikk. A kapott termékhosszat agaréz gélen
ellendriztiik, a késobbiekben pedig az olvadasi gorbéjiik alapjin is igazoltuk, hogy a mérések

soran a megfeleld termék lett vizsgalva.

4.10.3 FAG HATASVIZSGALAT ERETLEN KORTESZELETEN
A fagok és fiagkombindciok hatdsvizsgdlatit - az antagonista mikroorganizmusok
tesztelésénél is haszndlatos - éretlen, zold korteszeleteken is elvégeztiik.
A vizsgalat anyaga
Kortegyiimolcs

Jelen munkankban hiarom korte (Pyrus communis L.) fajtaval (’Conference’, Dr. Guyot
Gyula’ és ’Erdei vajkorte’) dolgoztunk, melyek éretlen korte gyiimolcsei az OMMI poloskei
Fajtakisérleti Allomasardl szarmaztak.

Bakteriofagok, tesztbaktérium, antibiotikum

A virdgkisérletek soran is tesztelt fagizolatumok (H2A, HSK és H7B) és azok hdrmas

kombindciéjanak (H2A+HS5K+H7B) baktérium-visszaszorit6 hatdsat teszteltiik.
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A fert6zéshez az Eal/79 vad tipusu ervinia torzset hasznaltuk, hogy az E. amylovora elleni
védekezési kisérletekben ,,gold standard”-ként alkalmazott sztreptomicin-szulfat hatdsaval is
0ssze tudjuk hasonlitani az egyes fagkezelések hatékonysagat.

A sztreptomicin antibiotikumot 100 ppm-es koncentraciéban hasznéltuk.

A vizsgalat médszere
Patogenitas teszt

A mesterséges bakteridlis inokuldcidhoz a virdgkisérletekben ismertetett moédon (lasd

4.10.2 fejezet) ellendriztiik a tesztbaktérium patogenitdsat.

A korteszeletek kezelése

A 0,5 cm vastagsdgira vagott éretlen, zold korteszeleteket (6 darab/kezelés) liveg Petri
csészékben elhelyezve (12. abra) az adott kezelésnek megfelelé 10 ml fagszuszpenziéban (10"
PFU ml™), vizben, illetve sztreptomicin oldatban (100 ppm) 4ztattuk oldalanként 5-5 percig,
majd mesterségesen inokuldltuk a kérokozé baktérium 10 pl-ét (5 x 10° CFU ml™) a szeletek
kozepére pipettdzva. Az egyes kezelések a kovetkezoek voltak: (A) H2A+Eal/79 baktérium (a
késébbiekben Ea), (B) HSK+Ea, (C) H7B+Ea, (D) (H2A+H5K+H7B) + Ea, (Ea) viz+Ea, (H,0)

viz, (Sm) sztreptomicin+Ea.

12. abra Fag hatdsvizsgdlat éretlen korteszeleteken: korteszeletek ('Erdei vajkorte') iiveg Petri csészében
a kezelést megeldzden.

A kezeléseket kovetd 4 napos inkubdacid a lefedett Petri csészékben 16/8 6ra fény/sotét és
22-23°C/19-20°C nappali/éjszakai hémérséklet mellett tortént novényneveld kamrdban (Binder
KBW).

A Kkisérlet értékelése

Az inkubéciot kovetden a fertdzés eredményeként megjelent tiinetek sulyossagit egy eldre
felallitott bonitdldsi skala alapjan értékeltiik, ahol az egyes értékek a kovetkezOknek feleltek

meg: (0) tiinetmentes; (1) az inokulacié helye koriil a szelet kozepe barna, nyalkacseppes; majd

49



fokoz6do nyalkakivalas mellett (2) az 1/8 része barna; (3) az 1/4 része barna; (4) az 1/2 része

barna; (5) a 3/4 része barna; (6) a szelet egésze barna (13. abra).

13. 4bra Eretlen korteszeleteken végzett fig hatdsvizsgalat — bonitaldsi skdla 0-t6] 5-ig (6-os skdla nem
volt megfigyelhetd az inkubacids idon beliil).

4.10.4 FAG HATASVIZSGALAT DISZNOVENYEKEN

Ebben a vizsgdlatban az aldbbi, E. amylovora baktériumra fogékony (Lespinasse és
Aldwinckle 2000) novényfajok képezték a tesztnovények korét: tlztovis [Pyracantha
angustifolia (Franch.) Schneid. sp.], kerti madarbirs (Cotoneaster horizontalis Decne sp.), hdzi
berkenye (Sorbus domestica L. sp.) és egybibés galagonya (Crataegus monogyna Jacq. sp.).

A teljes virdgzasban lemetszett vesszOk egy solymdari (Pest megye) magéankertbol

szarmaztak.

A vizsgalat anyaga
Bakteriofagok és tesztbaktérium

A vizsgdlatban a H2A, H4A ¢és HS5A féagizolitumok, valamint azok harmas
kombinacidjanak (H2ZA+H4A+HSA) baktérium-visszaszorito hatdsat teszteltiik.

A fert6zéshez az E. amylovora Eal/79Sm torzset hasznaltuk.

A vizsgalat médszere
Patogenitas teszt
A mesterséges bakteridlis inokuldcidhoz a virdgkisérletekben ismertetett moédon (1asd
4.10.2 fejezet) ellendriztiik a tesztbaktérium patogenitdsat.
A viragok kezelése

A vizzel teli Erlenmeyer lombikba helyezett lemetszett virdgos vesszOk az egyes
fagizoldtumokkal kiilon-kiilon, illetve ezek kombindci6jdnak vizes szuszpenziGjaval (10* PFU
ml™"), majd 20 perc elteltével baktérium-szuszpenziéval (10° CFU ml™) lettek lepermetezve. Az
egyes kezelések a kovetkezok voltak: (A) H2A+E. amylovora (Ea), (B) H4A+Ea, (C) HSA+Ea,
(D) (H2A+H4A+HS5A)+Ea, (Ea) HO+Ea (pozitiv kontroll).
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A kezeléseket kovetd 4 napos inkubdcié 16/8 dra fény/sotét és 22-23°C/19-20°C

nappali/éjszakai hdmérséklet mellett tortént névényneveld kamrdban (Binder KBW).

A Kkisérlet értékelése

A féagkezelések baktérium-elimindlé hatdsa a szerint keriilt értékelésre, hogy 100
véletlenszerlien kivalasztott virdgbdl hany darabnél volt megfigyelhetdé vacokbarnulés (fertdzés

%) a fertdzést kovetd negyedik napon.

4.11 A FAGKEZELES HATEKONYSAGANAK FOKOZASARA IRANYU-
LO VIZSGALATOK: FAGOK NOVENYBE JUTASA, TRANSZLOKA-
CIOJA ES AZ E. AMYLOVORA OKOZTA TUNETEKRE
GYAKOROLT HATASA

Igazolt, hogy a fag alapu bioldgiai védekezés egyik nehézségét képezi a fagok nagyfoku
érzékenysége a valtozd és szélsdséges kornyezeti koriilményekhez. Azonban a fagok
életképességét €s ezaltal a fagkezelések hatékonysagat nagyban megnoveli példaul a fagok UV-
fénnyel szembeni védelme. Annak tisztdzasédra, hogy fenndll-e a lehetdség ezt a fajta védelmet
azaltal biztositani, hogy a figokat kozvetlenil a védendd ndvénybe juttatjuk, kiillonbozod

transzlokdcios €s hatdsvizsgélatokat allitottunk be.

A vizsgalat anyaga
Bakteriofagok és tesztbaktérium

A H5K jelzésti hazai fagizolatumot €s az amerikai ®Eal04 fagtorzset haszndltuk ezekben a
kisérletekben.
A fagok felszaporitdsdhoz, kimutatdsidhoz, valamint a hatdsvizsgalatokndl végzett

baktériumos inokuldciéhoz az Eal/79Sm E. amylovora torzset haszndltuk.

Tesztnovények

A vizsgalatokhoz Malus x domestica Borkh. 'Pinova' magoncokat hasznaltunk. A 'Pinova'
almafajta magjait, melyeket aru almagylimolcsbdl nyertiink, csirdztatds elétt 20%-os hypo
oldatban 10 percig 4ztatva, majd hdromszor, steril csapvizzel ledblitve feliiletileg sterilizaltuk.
Ezt kovetden a Petri csészében steril csapvizzel atitatott perlitre helyezett magokat 4°C-on,
hiitészekrényben, sotétben tartottuk 6-8 hétig, majd a fiatal csirandvényeket kiilon-kiilon, vizzel

atitatott, perlittel feltoltdtt 10 cm magas tivegedényekbe iiltettiikk és miianyagdobozba helyeztiik.
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A novényeket steril koriilmények kozott novényneveld kamrdban neveltiik tovabb (16/8 ora
fény/sotét és 20°C/18°C nappali/éjszakai hOmérséklet).

Valamennyi kisérlet lefolyédsa steril attetszd, milanyag dobozokban, 16/8 6ra fény/sotét és
22-23°C/19-20°C nappali/éjszakai hémérséklet mellett tortént novényneveld kamraban (Binder

KBW).

A vizsgalat médszere

Fagdetektalas

A fagok kimutatdsdhoz az Adams-féle cseppteszt modositott valtozatit haszndltuk: a 100
ul tesztbaktériumot tartalmazé LBA fedélemez kozepére 100 pl faglizatumot cseppentettiink. Az
egy napig sotétben, 28°C-on torténd inkubdciot kovetden keriilt sor a fagok meglétének, illetve
hidnydnak a megéllapitdsara, a fagok jelenlétére utald, a baktériumrétegen megjelend plakkok

alapjan.

Az adatok statisztikai kiértékelése

A kisérleteket két ismétlésben végeztiik. A kisérleti adatok statisztikai elemzése
egytényezOs varianciaanalizissel (one-way ANOVA) és azt kovetden Tukey-féle HSD post hoc

prébaval tortént.

4.11.1 A FAGOK TRANSZLOKACIOS KEPESSEGENEK ALMA
CSIRANOVENYEKBEN TORTENO VIZSGALATA - ELOKISERLET

A vizsgalat anyaga

A HS5K féagizolatum gyokéren keresztiil valo felvételét teszteltiik steril koriilmények kozott

nevelt 6t hdnapos almamagoncokon.

A vizsgalat médszere

A tesztnovények egy részét steril bidesztillalt vizet tartalmazé tivegedénybe (hidroponikus
kultira) helyeztiik, mas résziik a novényneveld perlites kozegben maradt. Kezelésenként 6t-6t
novényt hasznaltunk. A hidroponikus vizsgélatnal 30 ml, a perlitbe helyezett magoncokndl 10 ml
10" PFU mlI™" koncentrciéji vizes figszuszpenziét adtunk egy-egy névényhez. A kontroll
novények sterilizalt bidesztillalt vizet kaptak. Az egyszeri kezelést kovetden két idOpontban
(hdrom-harom novénybdl a masodik napon, két-két novénybdl a hatodik napon) vettiink mintat,
a novények felso szarrészét és leveleit egyiittesen feltarva steril dorzsmozsarban, SM pufferben

elhomogenizdlva a novény szoveteit (14. abra). Szamolva azzal, hogy a kijuttatott
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fagszuszpenzid titere esetleg a kozvetlen visszaizoldldssal kimutathaté szint ald siillyed, a
kétnapos inkubécié utdn vett mintak 200-200 pl-ét tovabbi négy napig, baktériumkultirival (10°
CFU ml'") LB (sztreptomicin 500 ppm) tapoldatban egyiitt razattuk.

14. abra A fdgok transzlokaciés képességének alma csirangvényekben torténd vizsgélata — elokisérlet.
Hidropénikus kultiraban faggal (HSK, 10" PFU ml"') kezelt almamagoncbél torténd mintavétel
folyamata: (1) novényi minta; (2) a feltdrandé ndvényi részek lemetszése; (3) a lemetszett minta
homogenizalésa.

4.11.2 FAGOK SZALLITODASA ALMA CSIRANOVENYEKBEN

A vizsgalat anyaga

Kisérletiinkben a ®Eal04 fagtorzset és a HS5K fagizolatumot hasznaltuk, 17-18 hetes

almamagoncokon.

A vizsgalat médszere
A tesztnovények kezelése

A fagszuszpenziok (10" PFU ml™) kétféle médon lettek kijuttatva a tesztnovényekhez: a
perlit felszinére, a gyokérzondhoz pipettazva (10 ml/novény), illetve a novény fold feletti részére
permetezve (500 ul/névény), egy alkalommal. Ez utébbi kezelést megelézéen a novényt
tartalmazé edény szdja alufélidaval és parafilmmel le lett zarva (15. abra). A kontroll novények
steril desztillalt vizet kaptak. A kezelésenkénti 15 novénybdl 3-3 szolgélt mintdul, 1, 2, 3, 5 és 7
nappal a kezelést kovetden. A kontroll esetében csak az elsd napon tortént mintavétel. A
gyokérzéna kezelése esetén mintavételkor kiillon a novények alsé, sziklevél alatti, illetve a felso,
leveles szarrésze, mig a fold feletti részekre vald kipermetezést kovetden a novények gyokérzete

lett feltarva SM pufferben, steril mozsarban elhomogenizdlva az egyes mintékat.
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15. abra Fagtranszlokacios teszt sordn a fagok tesztndvényekhez vald kijuttatdsa: alma csirandvények
kozvetleniil a HSK fagszuszpenziéval (10" PFU ml™) torténd lepermetezést (500 ul/ndvény) kovetden.

A fagok kimutatasa

a) Az Adams-féle cseppteszt modositott valtozataval tortént kozvetleniil a mintavétel utdn,

illetve tovabbi két napon &t tart6 fag-felszaporitasi eljarast kovetden.

b) A szélesztéssel plakkot add pozitiv mintdkban a figok jelenlétét PCR modszerrel is
vizsgaltuk. A DNS feltards 2x Na-aziddal, a kordbbiakban leirtak szerint (lasd 4.7 fejezet)
tortént. A PCR sordn két primer part hasznaltunk. A Term-F és a Term-R indit6 szekvencidk (3.
tablazat) a H5K fagizolatum, mig az EalO4F és EalO4R primer par (3. tablazat) a ®Eal04
fagtorzs egy-egy meghatarozott DNS szakaszdnak felszaporitdsdval szolgédltak az adott fag

kimutatasara.

PCR elegy osszedllitasa
A 18 ul végtérfogati PCR elegyek a mar kordbban ismertetett médon (lasd 4.7 fejezet)

lettek Osszeallitva.

PCR program lefutdsa
A Term-F/R primerpar esetében az MM2, az EalO4F/R primer parral végzett PCR

alkalmaval az MM3 program szerint (1asd 4.7 fejezet) tortént a mintdk molekuléris vizsgélata.

Gélelektroforézis

A PCR termékek kimutatdsakor a 4.7 részben leirtak alapjéan jartunk el.

4.11.3 A FAGOK HATASA AZ E. AMYLOVORA OKOZTA TUNETEKRE

A vizsgalat anyaga

Ezekben a fag hatdsvizsgédlatokban a ®Eal04 fagtorzset és a HSK fagizolatumot

hasznaltuk.
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4.11.3.1 Alma csiranovények gyokérzonajahoz, illetve fold feletti részeire juttatva ki
a fagokat

A vizsgalat anyaga

Husz hetes almanovények szolgaltak tesztnovényként.

A vizsgalat médszere
A tesztnovények kezelése

A hatésvizsgdlatok sordban eldszor a transzlokacios kisérlethez hasonlé médon juttattuk ki
a fagokat: a tesztnovények gyokérzénajahoz pipettazva (12 ml), illetve a novények lombozatara
permetezve (koriilbeliil 500 pul/névény) az adott fagszuszpenzidt (10°, illetve 10"* PFU ml™).

A fagkezelést kovetd els6 napon a negativ kontrollok kivételével mesterségesen
megfertéztilk a magoncokat: 10 pl baktérium-szuszpenziét (5 x 10° CFU ml™) pipettdztunk a
madsodik-harmadik legfiatalabb levél hénaljdba, majd steril injekcids tlivel a baktériumcseppen
keresztiil megszurtuk a novény szovetét (16. abra). Az egyes kezelések a kovetkezok voltak: (A)
viz, (B) fag kijuttatdsa és vizzel torténd inokuldcid, mint negativ kontrollok, (C) fagkezelés egy
nappal a baktériumos inokuldciét megel6zéen (H5A+Ea és ®Eal04+Ea), és (D) viz kijuttatdsa
az inokuldci6 elott egy nappal (H,O+Ea) a pozitiv kontrollként. Fagizolatumonként hirom

novény vett részt egy-egy kezelésben mindkét alkalmazott fagszuszpenzid-koncentracio esetén.

/

16. abra A figok hatdsa az E. amylovora okozta tiinetekre alma csirandvények gyokérzondjahoz, illetve
fold feletti részeire juttatva ki a fadgokat — a kezelést kovetd napon végzett bakteridlis inokuldcid
(Eal/79Sm, 10 pl, 5 x 10° CFU ml™). A nyil a baktériumcsepp és a tiisziirds helyét mutatja.

A Kkisérlet értékelése

A kialakult betegségtiinetek mértékét a fertézést kovetd 5. és 13. napon egy 0-5-ig terjedd
bonitdlasi skéla alapjan értékeltiik, ahol az egyes értékek a kovetkezdket jelentik: (0) nincs tiinet;
(1) a fert6zés helye barnds fekete; (1,5) a fert6z€s helye koriil a levélnyél 1/3 része barnds fekete;
(2) a fertdzés helye koriil a levélnyél 1/2 része barnds fekete és hervadt a novény; (2,5) a teljes
levélnyél barnés fekete és hervadas jellemzo; (3) a fert6zés helye koriil a szér is barnés fekete;
(3,5) a novény 1/4 részére kiterjedt nekrdzis; (4) a novény 1/3 részére kiterjedt nekrézis; (4,5) a
novény 1/2 részére kiterjedt nekrozis; (5) széles korli nekrdzis.

55



4.11.3.2 A fagokat alma csiranovények sziklevelébe injektalva

A vizsgalat anyaga
Nyolc hetes alma csirandvények szolgaltak tesztnovényként.
A vizsgalat médszere
A tesztnovények kezelése

Ebben a kisérletben a fagok vizes szuszpenziéja (10" PFU ml™) a tesztndvények egyik
sziklevelébe lett juttatva: a sziklevelet eldszor steril injekcids tlivel megszirva majd az adott
szuszpenziét a novény szovetébe injektdlva. Kozvetleniil ez utdn (a negativ kontrollok
kivételével) megfertdztiik a novényeket 10 pl baktérium szuszpenziot (10° CFU ml'™") cseppentve
a fagok oldataval teljesen dtitatott sziklevelek szinére, majd a cseppen keresztiil ismét
megszurtuk a novény szovetét. A kovetkezd kezeléseket alkalmaztuk: (A) viz injektdlva és a
levélre cseppentve, (B) fag injektdlva és vizet cseppentve (negativ kontrollok), (C) fag injektdlva
és baktérium-szuszpenzié cseppentve (HSK+Ea és ®Eal04+Ea), valamint (D) viz injektdlva,
majd  baktérium-szuszpenzié a levélre cseppentve (H,O+Ea) (pozitiv  kontroll).

Féagizolatumonként 6t novény vett részt egy-egy kezelésben.

A Kkisérlet értékelése

Egy 6t napos inkubécids iddszakot kovetden a szikleveleken kialakult tlizelhalds tiinetek
mértékét megfigyeltiik é€s a kovetkezd, 0-5-ig terjedd bonitdldsi skdla alapjan értékeltiik (17.
abra): (0) ép, zold sziklevél; (0,5) apro, nekrotikus foltok a fert6zés helyén; (1) a kezelt sziklevél
1/6 része barna; (1,5) a kezelt sziklevél 1/5 része barna (2) a kezelt sziklevél 1/4 része barna;
(2,5) a kezelt sziklevél 1/3 része barna (3) a kezelt sziklevél 1/2 része barna; (3,5) a kezelt
sziklevél 3/4 része barna; (4) az egész kezelt sziklevél barna; (4,5) a kezeletlen sziklevél is

barnult; (5) mindkét sziklevél barna.

0] 0.5 2.5

3,5 4.5

17. abra A fagok hatdsa az E. amylovora okozta tiinetekre a fagokat alma csirandvények sziklevelébe
injektalva - bonitdlési skéla.
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5 EREDMENYEK
5.1 FAGIZOLATUMOK

Osszesen 22 fagizolatummal rendelkeziink, amelyeket Magyarorszag kiilonbozé foldrajzi
tertileteirdl gyljtott alma, korte €s birs fak ervinids tiineteket mutatd novényi részeirdl izolaltunk.

Ezek koziil eddig 16 izolatum lett sz€les korlien is megvizsgélva (4. tablazat).

4. tablazat Hazai fagizolatumok szarmazdasi adatai

HIA, HIB  |birs (Cydonia oblonga Mill.) levél, 4g, termés Sicfok, 2007
H2A, H2B birs (Cydonia oblonga Mill.) virag
Békéscsaba, 2006
H4A, HAB birs (Cydonia oblonga Mill.) levél, termés
H5A, H5B, . . . .
HSK birs (Cydonia oblonga Mill.) virag
H6A, H6B,
H9A, H9B, korte (Pyrus communis L. 'Conference') 4g Bekecs, 2006
HI12A, H12B
H7A, H7B alma/(Malus x domestica Borkh. Idared’) levél, 4g,
termés
HSA, HSB a’llma (Mfllus x domestica Borkh. 'Johnny') levél, Siéfok, 2007
ag, termés
HI10A, H10B a’llma (Mfllus x domestica Borkh. '‘Golden') levél,
ag, termés
H11 birs (Cydonia oblonga Mill.) levél, ag

5.2 A FAGIZOLATUMOK MORFOLOGIAI JELLEMZESE
5.2.1 PLAKKMORFOLOGIA

A baktériumot tartalmazd agarlemezen kialakult plakk és az azt koriilvevd sav mérete
alapjan 22 magyar fagizolatum, négy amerikai fagtorzzsel osszehasonlitva keriilt jellemzésre (2.
tablazat). A kiilonb6z6 bakteriofag izolatumok eltéré méretii, 0,5 — 7,1 mm atmérdji plakkokat
képeztek a tesztbaktériumot tartalmazd lagyagar rétegen. A magyar bakteriofdg izolatumok
koziil a legkisebb plakkokat a HI10A (0,5 — 0,6 mm) képzi, mig a tarfoltokat 6vezd savval egyiitt
a H5K plakkjai a legkisebbek, s e tekintetben kevéssel maradnak el a ®Eall6-os amerikai fagtol
(18.a abra). Izolatumaink koziil a legnagyobb plakkokat a H6B, a H9B és a H7B képezte. Az

amerikai bakteriofdgok koziil a ®Eal00-as torzsnek vannak a legnagyobb atmérdji plakkjai,
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melyek koriil széles sdv is kialakul, azonban a H7B fag plakkja koriil szélesebb sav hizédik, ami

annak nagyobb litikus enzimaktivitasara utal (18.b abra).

5. tablazat A vizsgalt fagok dltal képzett plakkok jellemz6i. A megadott értéktartomanyok
milliméterben (mm) kifejezett minimum-maximum méreteket jelolnek 50 plakk vizsgdlata
alapjan

Fag Plakkatméré (mm) Plakk Kkoriili sav szélessége
(mm)
HI1A 3,0-5,0 1,0-2,0
HIB 2,0-3,0 0-1,0
H2A 0,75-1,5 0,1-0,3
H2B 4,0-5,0 1,0-1,1
H4A 2,0-3,0 0,5-1,0
H4B 2,0-4,0 1,5-2,0
HS5K 0,5-0,75 0,2-0,4
H5A 3,0-4,0 0,8-2,0
H5B 2,0-4,0 0,8-2,0
H7A 2,0-3,0 1,0-2,0
H7B 4,0-5,0 1,5-5,0
H6A 2,0-4,0 0-1,0
H6B 7,0-7,1 1,5-2,0
HS8A 2,0-4,0 0,8-1,0
H8B 6,0-6,1 1,8-2,0
HOA 1,5-5,0 1,0-2,0
H9B 5,0-7,0 1,0-2,0
HI0A 0,5-0,6 1,0-1,2
H10B 2,0-5,0 1,0-2,0
H11 1,0-5,0 1,0-1,5
HI12A 1,0-1,2 0
H12B 3,0-5,0 1,0-2,0
®Ealh 2,0-3,0 0,5
®Eal00 3,0-7,0 0,5-3,0
OEal04 2,0-3,0 0
®Eall6 1,0-2,0 0

18.a abra A HS5K (a) magyar fdgizoldtum és a ®Eall6 (b) amerikai fagtérzs EaCFBP1430
tesztbaktériumot tartalmazé LBA téaptalajon (10 cm atmérdju Petri csészében) képzett plakkjai (Foté:
Schwarczinger I. és Kolozsvariné N.J.)
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18.b abra Tesztbaktériumot (EaCFBP1430) tartalmaz6 LBA tdptalajon (10 cm atmérdjii Petri
csészében) az egyik legnagyobb plakkokat képezd hazai H7B (c), izoldtum, illetve az amerikai ®Eal00
(d) fagtorzs jellemzd alaki bélyegei (Foté: Schwarczinger I. és Kolozsvériné N.J.)

5.2.2 FAGPARTIKULUM MORFOLOGIA

A fagizolatumokat morfologiai jellemzodik alapjan Ackermann (2007) munkdja nyoman
kiilonbozé morfotipus csoportokba soroltuk. A vizsgalt izolatumok koziil 15 a Myoviridae csalad
(A1 morfotipus) tagjaira jellemz6 ikozaéder alaku fejjel €s hosszu, 6sszehizodo farki résszel
rendelkezik, a masik 4 izolatumra kisebb, izometrikus fej €s rovid, széles farki rész volt jellemzd
(19. abra), mely alapjan ez utébbiak a Podoviridae csaladba (C1 morfotipus) lettek besorolva (6.
tablazat). A magyar fagok koziil a legkisebb a H11-es jelzésii fag, ami kisebb a szakirodalombdl
ismert német és az amerikai fagokndl (7. tablazat). A legnagyobb a H4A, amely méreteit

tekintve meghaladja az elobb emlitett kiilfoldi torzseket.

76,68 nm 191,52 nm

b 50,01 nm

19. abra A Myoviridae csalddba tartoz6 fagok (a) és a Podoviridae csalad fagjainak (b) jellemzd
partikulum felépitése. Az dbrak egy H5A fag (a) és egy H11 fagizolatum (b) TEM képét mutatjdk (Foté:
Szabé L. és Schwarczinger 1.)

59



6. tablazat Magyar E. amylovora fagok TEM vizsgélattal feltart morfoldgiai jellemzdi. A
nanométerben (nm) megadott értékek 50 mérés £ SD kerekitett atlagat mutatjak.

Besorolas Fagizolatum Fejatméré (nm) Farokhossz Farokszélesség
(nm) (nm)
Myoviridae HIA 70+3 117 4 15+2
(ikozaéder fej, HIB 735 94 + 17 173
hossz, H2A 69 +7 107 + 11 13.7+1.0
Osszehuzodo farki  HoB 57 +7 60 + 39 18 +5
rész) H4A 78+5 108 £ 10 17£2
H4B 70+£9 98 £ 18 15+4
H5A 72+3 1105 13+1
H5B 74 £5 104 £9 14+£3
HO6A 64 +3 90+ 8 10+£0.2
H7A 71 +£8 9 +7 17+3
H7B 77+£5 108 £6 17+1
H8A 75+3 113+4 18+2
HO9A 69 5 96 £ 14 17+£3
H10A 677 103 + 18 14+£3
H12B 72+4 103 +4 15+1
Podoviridae H8B 63+8 8+4 10+£4
(izometrikus fej és HOB o1 £7 oE3 12£3
rovid, széles farki HI10B 564 9«1 11+2
rész) H11 552 13+2 8+ 1

7. tablazat Német és amerikai (Miiller és mtsai. 2011a), valamint egy kanadai (Lehman és
mtsai. 2009) E. amylovora fag morfoldgiai jellemz6i nanométerben kifejezett, kerekitett £ SD
értékekben megadva. A fent idézett munkdkbdl dtvett adatok.

Besorolas Fagizolatum® Fejatméré (nm) Farokhossz Farokszélesség
(nm) (nm)
Myoviridae ®Eal04* T2 +2 114 +3 18 +2
®Eall6" 7342 115+2 20+ 1
®EaJO8C™ 73 +3 116 +5 22+2
®Ea21-4% 60 90 -
Podoviridae ®Ealh® 60 +2 - i
®Eal00* 61 +2 - -
®EaJOST™ 60 + 1 - -
®EaKOST" 60 +3 - -

* A: amerikai; N: német; K: kanadai
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5.3 AZ IZOLALT FAGOK MOLEKULARIS JELLEMZESE
5.3.1 PCR VIZSGALAT

A PCR vizsgilatok eredményeként (Iasd a M1.a-12.c mellékleteket) a vizsgdlt magyar
fagokat 4 nagy csoportra osztottuk (8. tablazat). A zolddel jelolt csoport tagjai az amerikai
®Eall6-hoz hasonléan a termindz, peptiddz, és Mu-szerli profag proteint kédold génre
pozitivak. Ettdl a kovetkez6 harom fag, a H5K, a H7B és a HI2B csak egy-egy, illetve a H12B
két DNS szakasszal tér el. A kék és drnyalataival jelzett fagok koziil a H4B, H5A és HSB
hasonlit nagyban a ®Eal04-re, de még a legnagyobb hasonlésagot mutaté HSB sem lehet azonos
a ®Eal04-gyel, mivel az erre a fagra tervezett specifikus primerrel a H5B esetében nem kaptunk
jelet. A negyedik, piros arnyalatd csoport tagjai csupdn egy-egy vizsgalt génszakasz tekintetében
térnek el a csoportban egymastdl; a H9A torzs termindz gén pozitiv, a H8B pedig az E.
amylovora amsF génjének meghatdrozott szekvencidjat tartalmazza. Ezen kiviil az 6sszes tobbi

tesztelt primer parra negativnak bizonyultak.

8. tablazat Fagizolatumok PCR vizsgélatainak eredménye

Fagok

= 2 =
Primer pir |2\ | | |a 12 (22 (S w2 |2 (F |2 | <|<lz 2|3

SIEEIZIEEIEIEIERIE|D|6|E|Z ZIZ|EE|e
Dpo-1/2¢ nv|-|-|-|-|-|-[-|-|-]+ nv| + | +
Hol-F/R N - - + |+ |+ + S I
Lys-F/R S I N N T RN N B A + |+ + S
Term-F/R o I I S o o o B S A I S S + [nv|nv + -+ -
Pep-F/R N I o S o o S S IS A I I + [nv|nv + - - -
Mu-F/R N I I S B o T o S B o B + |+ |- + -l - -
PEalA /B nv|-|-|-|-|-]|-[-|-/-]- nv| + | + - - -+
Eal00F/R PN (R N O +l+ |+ - S I
EalO4F/R S N I I I + - - - |- |nv
lhcapF/R vl - - -l --1--1- + 1+ |+ - S I
H2capF/R S I U (N A U R B I I . N I
EaFF/R L e e e I o S o A B nv| + | + + +| - |+
phiEaH2-F/R | . I |-

Az azonos szinek az egy csoportba sorolt fagokat jelolik, a szindrnyalatok a fécsoportokon beliili eltérésre
utalnak. nv : nem vizsgélt; + : pozitiv; - : negativ

Az ismert genomu ®EaH?2 magyar fagtorzs amsF-szerii szakaszara tervezett primerpar nem

adott csikot a vizsgalt fagizoldtumokndl és torzseknél, ugyanakkor egy kivételével (H9A)
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valamennyi tesztelt hazai fagizolatum pozitivnak bizonyult az E. amylovora amsF génjének az

EaFF/R indit6 szekvencidk dltal meghatdrozott szakaszara.

5.3.2 SZEKVENCIA-ANALIZIS

Jelenleg, az eddig vizsgdlt DNS szekvencidk koziil, hét dpo génre pozitiv hazai
fagizolatumunk genomjanak depolimerdzt kodolé szakaszarol és a leghatékonyabb
fagizolatumok koziil a H2A peptidazt kddold szakaszardl, valamint a H2A €s a HSK Mu-szert
profag proteint és termindzt kédold régidirdl rendelkeziink adatokkal. A fagizolatumok (H4A,
H4B, H5A, H5B, H6A, H7A, H9B) depolimeraz génjének bazis sorrendje 98-99%-ban egyezést
mutat a ®Ealh (Miiller és mtsai. 2011b) depolimeraz génjének a 43070-43693 szakaszig tartd
részének a bazis sorrendjével (lasd az M13. mellékletet). A H2A peptidazt kédold régidja 99%-
ban megegyezik a vB_EamM-M?7 E. amylovora tag (Born és mtsai. 2011) genomjinak a 13694-
14194 nukleotid kozotti sorrendjével (M14.). A vizsgdlt fagszekvencidban a 14092 helyen “T”
helyett “G” 4ll a genom nem transzldl6do régidjaban. A H2A és a H5K izoldtumok termindzt
meghatdrozé szakasza 99%-ban megegyezik a vB_EamM-M7 fagtorzs meghatarozott kédold

régidjaval (M15-16.). Mu-szerii proteint kdédold szakaszaik szintén a vB_EamM-M?7 fag adott
DNS szakaszaival [20850-t61 21525-ig (H2A), 20853-t61 21556-ig (H5K)] mutatnak nagyfoku,

99%-0s hasonldsagot; az eltérések fenotipikus valtozast nem okoznak (M17-18.).

5.4 GAZDAKORVIZSGALAT

A kisérletek eredményébdl (9-11. tablazat) az deriilt ki, hogy a magyar fagok a
vizsgélatban szerepld amerikai fagtorzsekhez képest szélesebb gazdakorrel rendelkeznek. A
tesztelt fagok koziil 6 magyar (H1B, H2A, H2B, H4A, H7A, H7B) fag bizonyult Erwinia-
specifikusnak, mivel ezek, az E. tasmaniensis kivételével lizaltdk az Osszes vizsgélt Erwinia
izoldtumot és torzset, mig mas tesztelt, az Erwinia-val nem kozeli rokon patogén baktériumra két
kivétellel nem voltak fogékonyak. A H2B és a H7B ugyanis lizélta a Pseudomonas syringae pv.
syringae H9 baktériumtorzset. A gazdakor vizsgdlatokat kiterjesztettik az E. amylovora-val
kozeli rokon, de nem patogén baktériumokra is azzal a céllal, hogy a bakteriofadgok
felszaporitdséhoz és a védendd novény feliilletére valé kijuttatdshoz megtaldljuk a
legmegfelelobb organizmust. A kisérletben szerepld, novénykdrositd hatdssal nem rendelkezo
baktériumok koziil a Pantoea agglomerans MB96 volt a legfogékonyabb a vizsgdlt fagokkal
szemben: a H4B kivételével valamennyi fag tiszta plakkokat képzett ezen a baktériumtorzson.

Gazdakor vizsgélatuk alapjdn a hazai fagok koziil a H1B, H2A, H2B, H4A, H7A, H7B voltak a
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leghatékonyabbak, mig az amerikai figok koziil a ®Eall6-os lizdlta a legtobb tesztelt
baktériumtorzset.

A magyar E. amylovora izolatumok mindegyike fogékony volt a fagizoldtumokkal
szemben fiiggetleniil a fagok szarmazasatdl. A nem Magyarorszagrol szarmazd E. amylovora
torzsek koziil a legfogékonyabbnak az EaDS05 jelzésti német torzs bizonyult. Az egyéb ervinia
fajok kozil az E. billingae Eb661" volt a legfogékonyabb. Az E. tasmaniensis Et1/99

baktériumtorzset csupan az amerikai ®Ealh fagtorzs lizalta.

9. tablazat Magyarorszagi E. amylovora izolatumok fagizolatumokkal szembeni fogékonysaga

Fagok

E. amylovora o |z |e
(Ea) izolatum e ml=S|S|S|2

SIEISISISIE 5| 2|SIEIEBE 82182 4|8

== == = ={l == == = = (== == =~ == == = = (== == = = == .~ .~ = =
Eal ot [ | | | | | || | | | | | |
Ea2 ot [ | | | | | || | | | | | |
Ea3 ot [ | | | | | || | | | | | |
Ead ot [ | | | | | || | | | | | |
Ea5 ot [ | | | | | || | | | | | |
Ea6 ot [ | | | | | || | | | | | |
Ea7 | [ | A | | | | [ | | | | |
Ea8 | [ | A | | | | [ | | | | |
Eal0 | [ | A | | || [ | | | | |
Eall | [ | A | | || [ | | | | |
Eal2 | [ | A | | || [ | | | | |
Eal3 | [ | A | | || [ | | | | |
Eal4 | [ | A | | || [ | | | | |
Eal5 | [ | A | | || [ | | | | |
Eal7 | [ | A | | || [ | | | | |
Eal8 ot [ | | | | | || | | | | | |
Eal9 ot [ | | | | | || | | | | | |
Ea20 ot [ | | | | | || | | | | | |
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9. tabldzat folytatdsa

Fagok

E. amylovora P N
(Ea) izoldtum o NI AERR

d M| d A d A dAalddpmldlRrR|ol-~a 8 8|S

B T I o T I R B I P 77 T I~ S I e %= = = [ I I B B Y <~ [ (5 B |

==l == == == == == == == == == == == == == == == R = R = R = A =
Ea2l I I e e e e e I I e I I e e I e e I B
Ea22 I I e e e e e I I e I I e e I e e I B
Ea24 I I e e e e e I I e I I e e I e e I B
Ea25 I I e e e e e I I e I I e e I e e I B
Ea26 I I e e e e e I I e I I e e I e e I B
Ea27 I I e e e e e I I e I I e e I e e I B
Ea28 I I e e e e e I I e I I e e I e e I B
Ea29 b | [ [ | A | | | | |
Ea30 b | [ [ | A | | | | |
Ea3l b | [ [ | A | | | | |

++ : tiszta plakk

10. tablazat Kiilonbozé E. amylovora torzsek és egyéb Erwinia fajok fagizolatumokkal
szembeni fogékonysdga

Fagok
Erwinia torzs =|S|T|=
m m v v v -
<|lR | lR|lgflp|lgflRIf| BRI =" SISI8SS
- =l || || I ||~ =|RHRHA
«=S == == (= = == == == == == == == == == == == == L= L= L=
Eal/79del100 o B I el I I IR N O A N T I I I AR B I T
Eal/79Sm e e e I e e I I I I I e I I o e e O N O I I
EaDS02 I e I o e e R I o [ e o = I I I S BN BN N
EaDS05 I o e I I R e o I Il e I ol Il o IO I o o O B I o
EaRW e e I e B I e I I e I e e I e o B N A I I
EaOR1/7 I I e e e B [ I B e e e A I N R s
Ea63/05 e I o e I I O B I Il e I ol Il o IO I o o O B I o
EaCFBP1430 e e I I e O I B e I o I O B S B A
E. billingiae
e e Rl o ol I I I I ol IR I I I I I i i B B B B 2
Eb661
E. persicina O T 2 S A A IS N S T IR (R A I IR R I I I
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10. tabldzat folytatdsa

Fagok
o . . S | T \=}
Erwinia torzs " NI
< R4 pR|dlr|€«lRr|g|dlr|€R|e|=-|| S| SIS|S
S|l =l || | N ||| === R R K
== == = =1 (=~ == == = = == =~ = = (== == = = == == =~ L= I~ R L~ R =
E. rhapontici 0 U O O U N U AU A U A A A I O I
CFBP 3618T
E. tasmaniensis 0 U N O O A A A AU O O I
Et1/99

++ : tiszta plakk; + : homadlyos plakk; - : nincs plakk

A Pantoea fajok szintén fogékonyak voltak a fagok tobbségére (11. tablazat), kivéve a

Pantoea agglomerans C9-1, amit a H4B, ®Ealh, ®Eal00 és a ®Eal16 nem volt képes lizalni.

A vizsgélt egyéb korokozo baktériumok koziil a Pantoea citrea CCM 4319-n és a két Pantoea

stewartii ssp. stewarti torzson kiviil a Pseudomonas syringae pv. syringae H9-es torzs volt még

fogékony a fagokra. Koziiliikk a legfogékonyabbnak a Pantoea stewartii ssp. stewartii DC283

torzs bizonyult.

11. tablazat Kiilonbozo tesztbaktériumok fagokkal szembeni fogékonysdga

Fagok
) =€(2|2
Baktériumtorzsek |« | m|<« |m|<|mn|<|a|l<|<|la|l<|/ a8« |83 = |3
- = N N[ R |0 | C || [0 = | [H[HE[HE[K
== == =~ I« = == [ = == = = = =1l == J (= =T (= = = =T == = = == I~ I O L= =
Pantoea
R I I I T =) (I Qi iy QURFES QAT VAT (RS
agglomerans NB2
Pantoea
e o I o I o B e L B I = o I S I e R e e Ak e e s A E =
agglomerans MB96
Pantoea
agglomerans ICM | ++ |4+ | ++ | ++ [+ |+ |+ [+ |+ |+ | + |+ |+ |+ | + | + [++H]+ ]| + | +
1236
Pantoea
agglomerans e I o I [ B e o o I S o o [ o [ I S IR S IS S [y QS
hu82245
Pantoea
agglomerans O T o T i e O e O S [ e S B e [ e [ I e S o
hu82647
Pantoea
e e I T o EE T e I B I I o I o B S I o I = o U IR ISy
agglomerans C9-1
Pantoea citrea CCM
4319 R I = o i o e e e e e eI e e N R e A E =
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11. tdblazat folytatdsa

Fagok

Baktériumtorzsek

®Eal100
®Eal04
®Eall6

H1A
H1B
H2A
H2B
H4A
H4B
H5A
H5B
H6A
H7A
H7B
HSA
H9B
H10B
H11
H12B
®Ealh

Pantoea stewartii
subsp. stewarti L = I = ol I o = i IS ) R R VS RS A IR [
DC283

+
+

++

+
+
+
+
+

Pantoea stewartii
subsp. stewartii R L e = S S e R e e N eI N N s AR =,
SwW2

Agrobacterium
tumefaciens C58

Agrobacterium vitis
F2/5

Escherichia coli
DH5a

Xanthomonas
campestris pv.
zinniae

Pseudomonas
cichorii

Pseudomonas
syringae pv. T I o e e e i I e T o T o S o I I I o e
syringae H9

Pectobacterium
carotovorumsubsp. | - | - | - | - |- -|-|-|-{-|-|-[-|-|-/[-|-|-/|-/-+
Carotovorum 19111

Pectobacterium
carotovorumsubsp. | - | - | - [ - |- |- |-|-|-{-|-|-[-|-|-/[-|-|-/|-/|-+
atroseptica D2

++ : tiszta plakk; + : homalyos plakk; - : nincs plakk

5.5 FAGOK ES FAGKOMBINACIOK HATASANAK VIZSGALATA AZ
ERWINIA AMYLOVORA BAKTERIUMRA

5.5.1 FAG HATASVIZSGALAT FOLYADEKKULTURABAN

Féagizolatumainknak a tlizelhalds kérokozéjanak szaporoddsat géatlé hatdsat elészor LB
tdpoldatban vizsgaltuk. A fagoknak a tesztbaktérium szuszpenzidjival torténd 22 Ords egyiitt
razatasat kovetden a folyékony kultirdk spektrofotométerrel meghatarozott fénytorése (ODgoo)
alapjan értékelve a kisérletet azt tapasztaltuk, hogy a magyar fagizolatumok a H1A, H4A és a
H6B kivételével szignifikansan lecsokkentették a baktérium-koncentracidt a fagmentes, pozitiv

66



kontrollhoz képest. Az amerikai torzsek koziil csak a ®Eal00 hatdsa tért el szignifikdnsan az
ervinids kontrollétdl. A leghatékonyabbaknak a H2A, a HSK és a H7B fagizoldtumok
bizonyultak. (20. abra). A H5K és a H7B szignifikdnsan hatékonyabb volt a H6B izolatumhoz
viszonyitva is, ugyanakkor a tobbi esetben az egyes kezelések baktériumszam-csokkentd hatdsa

kozott nem volt megallapithaté szignifikans kiilonbség.

1,4
= 1,2
: b
@ 1 abc ab a abc abc
abc ab ab
-] . ab ab b
508 ab 2 a I
8 i}
é‘) 0,6
E o4
0]
S o2
2
©

HI12B ®Eal00 Ea
H1A H2B H4B HSB H7A H9A HlOA HI12A  ®Ealh ®Eall6

Kezelés

20. abra Figok hatdsa az E amylovora szaporodasdra folyadékkultdraban. Az els 16 oszlop a hazai
fagizolatumok, a kdvetkezd 3 az amerikai fagtorzsek hatdsat mutatja be. Az utolsé (Ea) oszlop az ervinids
kontroll. Az dbrazolt értékek harom ismétlés atlagat és szordsat jelolik. A kiilonbozd betik az egyes
kezelések kozotti szignifikdns kiilonbséget jelentik (P= 0,01 szinten, kivéve ab', mely c -t6l csupin P=
0,05 szinten tér el).

Annak tisztdzdsara, hogy a fagizoldtumaink Onmagukban vagy egyiittesen alkalmazva
fejtenek-e ki nagyobb gatld hatdst a baktérium szaporoddsdra, az el0zd kisérletben
leghatékonyabban szereplé harom fagtorzs (H2A, HS5K és H7B) kombinédcidinak a
hatékonysagat is vizsgédltuk. A kezelések koziil a legjobb eredményt a fiagok héarmas
kombindciéja adta, ez esetben kaptuk a legalacsonyabb (0,36 CFU ml"') ODgg értéket a
kezeletlen kontrollhoz (0,62 CFU ml™) képest, mindazondltal az egyes kezelések kozott csak a
H7B és a HSK+H7B, valamint a H7B és a H2A+H5K+H7B esetén volt szignifikans a kiilonbség
(21. abra).
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0,7

0,6 abc be
—
= ab 1
N 0,5
S
= 0,4
on
O
8 0,3
= ’
w2
o—
< 0,2
=
=3
@) 0,1
0,0
H5K+Ea (H2A+H5K)+Ea (H5K+H7B)+Ea
H2A+Ea H7B+Ea (H2A+H7B)+Ea (H2A+H5K+H7B)+Ea

Kezelés

21. abra Fagok és fagkombinaciok az E. amylovora szaporodésara gyakorolt hatdsanak dsszehasonlitdsa
folyadékkultirdban. Az els6é 7 oszlop hazai fagizolatumokat és azok kombindcioit jeldli, az utols6 (Ea) az
ervinids pozitiv kontrollt. Az 4brazolt értékek hirom ismétlés 4tlagit és szordsat jelolik. A kiilonb6zd
betlik az egyes kezelések kozotti szignifikans kiilonbséget jelentik (P= 0,05 szinten, kivéve a', mely c-t6l
P= 0,01 szinten tér el).

5.5.2 FAG HATASVIZSGALAT ALMA-ES BIRSVIRAGON

5.5.2.1 Baktériumsejt-szamlalas

A vizsgélat célja annak tisztdzdsa volt, hogy a virdgok faggal torténd kozvetlen kezelése
milyen mértékben tudja csokkenteni a virdgokrol visszaizolalt baktériumok szamat, illetve, hogy
a bakteriofagok hatésa fiigg-e a névény E. amylovora-val szembeni fogékonysagatol.

A 2011. évi vizsgdlatban mind a négy almafajta és a birs esetén a fagos kezelés
csOkkentette a visszaizolalt baktériumok szamat (22. abra). A 'Golden delicious Reinders'
almafajta virdgainak a HS5K faggal torténd kezelését leszamitva valamennyi tesztndvényen
mindegyik fagkezelés szignifikdnsan hatékonyabb volt az ervinids kontrollhoz képest. A 'Gala
Schniga', a 'Pinova' és a 'Berecki' esetében a figkombindcié eredményezte a legjobb hatdst. A
fagkoktél az E. amylovora-val szemben legeredményesebb a *Gala Schniga’ fajtdn volt, ahol a
kezelés 95%-kal, szignifikdnsan csokkentette a virdgokrdl visszaizoldlt baktériumszdmot a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Az 'Idared' fajtan beliil a H2A fagkezelés, a 'Pinova' fajtanal
a H7B féagkezelés hatdsa szignifikdnsan eltért a tobbi kezelés hatékonysdgatol, mig a 'Golden
delicious Reinders' esetében a HSK és a H7B tért el egymastdl szignifikdnsan. A tobbi esetben az

egyes fagkezelések hatékonysdga kozott szignifikdns kiillonbség nem volt megallapithaté (12.
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tablazat). Valamennyi vizes Kkontroll negativnak bizonyult, ami alapjan természetes E.

amylovora fertdzés kizarhato volt.

100 I:l

g ~

R=ISS B H2A +Ea

I

23 W HSK + E
a

ER

4 < B H7B + Ea

@z ©

0 S

Q g (H2A+H5K+H7B)

2. + Ea

0]

S

s

'Gala' 'Tdared' 'Golden' 'Pinova’ 'Bereczki

Tesztndvények

22. abra F4gizoldtumok és kombinaciéjuk E. amylovora gétlé hatdsa kiilonbozd almafajtdk (‘Gala
Schniga’, 'Idared’, 'Golden delicious Reinders', 'Pinova') és egy birsfajta (‘Bereczki') virdgain (2011). Az
eltérd szinnel jelolt oszlopok a négyféle fagkezelésnek a pozitiv kontrollhoz viszonyitott szdzalékos
hatékonysdgat mutatjak (mintaszam: 15/kezelés/fajta).

12. tablazat Fagizolatumok és kombinacidjuk E. amylovora gatlé hatdsa kiilonboz6 almafajtak
€s egy birsfajta virdgain (2011) — statisztikai 6sszefoglal6 (MANOVA, F-préoba)

Atlagos baktérium koloniaszam
Tesztnovény fajtak
Kezelések 'Gala Schniga' | 'Idared' 'Golden delicious | Pinova' '‘Bereczki'
Reinders"

H2A+Ea 15° 885° 264° 82° 449 *
H5K+Ea 7 232° 812°¢ 126* 426°
H7B+Ea 6° 484° 473% 305° 329
(H2A+HSK+H7B)+Ea | 3% 328° 434° 61° 267 *°
H,0+Ea (pozitiv 58° 1551°¢ 930°¢ 486°¢ 1131°
kontroll)
LSDg 05 14 447 190 147 300
Fexp. 005 46 26 39 27 24
Fo.05 25

Az értékek az 50 pl 10000-szeres higitasi mintak szélesztésébdl kapott kolonidk szamat jelolik 15, az
ervinids kontroll esetében 20 minta atlagdban. Az értékek feletti kisbetik a kezelések kozotti
szignifikdns kiilonbséget jelentik (P=0,01) szinten.

A fagkezelések tesztnovények kozotti hatdsat Osszehasonlitva szignifikans kiilonbségeket
tudtunk megallapitani (13. tablazat). A H2A fagkezelés hatdsara minden fajtan szignifikdnsan

lecsokkent a visszaizolalt baktériumok mennyisége az 'Idared' fajtan mértekéhez képest. A H5K
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a 'Golden delicious Reinders' virdgain volt a legkevésbé hatékony valamennyi fajta
parositdsidban. A H7B fag a 'Gala’ fajtdn, mig a fagkombindcié a 'Gala Schniga' és a Pinova'

fajtakon bizonyult szignifikdnsan hatékonyabbnak a tobbi fajtahoz képest.

13. tablazat Fagizolatumok és kombinacidjuk E. amylovora gatlé hatdsa kiillonb6z6 almafajtak
€s egy birsfajta virdgain (2011) — a kezelések fajtak kozotti hatdsdnak 6sszehasonlito statisztikai
osszefoglal6ja

Tesztnovény Kezelések
fajtak H2A H5K H7B H2A+H5K+H7B |Ea (Eal/79Sm)

'Gala Schniga’ 15° 7 6° 3 58°
'Idared' 885° 232 484° 328" 1551°
'Golden delicious  [264° 812° 473° 434° 930¢
Reinders'
'Pinova’ 82" 126" 305° 61° 486°
'Bereczki' 449° 426¢ 329" 267° 1131

Az értékek az 50 pl 10000-szeres higitasti mintdk sz€élesztésébdl kapott kolonidk szamat jelolik 15, illetve
az ervinids kontroll esetében 20 minta 4tlagaban. A felsd indexben szerpeld kisbetiik a fajtdk kozotti
szignifikdns kiilonbséget jelentik (P= 0,01 szinten, kivéve a', mely b-t6l (H2A), illetve bd-t61 (H5K) P=
0,05 szinten tér el).

A 2012. évi alma- és birsvirdgokon végzett kisérletben valamennyi fagkezelés hatdsara
lecsokkent a visszaizolalt baktériumok szama a kezeletlen kontrollhoz képest (23. abra). A H7B
fag, a figkombinacid, valamint a H2A az ’Idared’ és a birs kivételével mindegyik tesztnovényen
szignifikdnsan hatékonyabb volt az ervinids kontrollhoz viszonyitva. A fajtdk tobbségében, a
'Gala Schniga', a 'Golden delicious Reinders' és a 'Berecki birs' esetében a fagkombinacid
eredményezte a legjobb hatdst; legeredményesebb a 'Golden delicious Reinders' almafajta
virdgain volt, ahol 77%-kal lecsokkentette a baktérium-populdciét a kezeletlen pozitiv
kontrollhoz képest. A 'Berecki' birsvirdgokon a fagkoktél szignifikansan hatékonyabb volt a H2A
fagos kezeléshez képest is. A tobbi esetben az egyes fagkezelések hatdsa kozott nem volt

szignifikans kiilonbség (14. tablazat). A vizes kontrollok mind negativnak bizonyultak.
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23. abra F4gizolatumok és kombinaciéjuk E. amylovora gatlé hatdsa kiilonbozd almafajtdk (‘Gala
Schniga’, 'Idared’, 'Golden delicious Reinders', Pinova') és egy birsfajta ('‘Bereczki') virdgain (2012). Az
eltér0 szinli oszlopok a négyféle fagkezelésnek a pozitiv kontrollhoz viszonyitott szazalékos
hatékonysagat mutatjak (mintaszam: 15/kezelés/fajta).

14. tablazat Fagizolatumok és kombinacidjuk E. amylovora gatlé hatdsa kiilonboz6 almafajtak
€s egy birsfajta virdgain (2012)
Atlagos baktérium koléniaszam

Tesztnovény fajtak
Kezelések 'Gala Schniga' | 'Idared’ | 'Golden delicious | 'Pinova' '‘Bereczki'
Reinders'
H2A+Ea 278 499% | 395° 115% 751*
H5K+Ea 315% 556 | 529% 239° 406™
H7B+Ea 247° 384* 265" 567° 350%
(H2A+H5K+H7B)+Ea 188" 400° 221¢ 140% 233"
H,O+Ea (pozitiv 550" 840P 949" 741" 851°¢
kontroll)

Az értékek a virdgokrol visszaizolalt mintak (50 pl, 10000-szeres higitas) szélesztésébdl kapott kolonidk
15, az ervinids kontroll esetében 20 minta 4tlagdban vett szdmdt jelolik. A felsé indexben szerepld
kisbetiik a Tukey-féle post hoc teszt alapjan szamitott, az egyes kezelések fajtan beliili szignifikans
eltéréseit jelolik (P= 0,05 szinten, kivéve a', mely b'-t6l és b", mely c"-t6l P= 0,01 szinten tér el
egymastol).

A fagkezelések tesztnovények kozotti hatasanak tekintetében (15. tablazat) elmondhato,
hogy a H2A f4g a 'Gala Schniga' és a 'Pinova' fajtdkon szignifikdnsan hatékonyabbnak bizonyult,
mint a 'Berecki' virigokon. Tovdbba a harom fig kombindcidjanak alkalmazdsa a 'Pinova'
virdgokon szignifikdnsan visszaszoritotta a baktériumok szamét az 'Idared' fajtdn mértekhez

képest. Azonban a tobbi fajta kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. A két ismétlés
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eredményeibdl azonban nem kaptunk egyértelml valaszt arra, hogy a kezelések hatékonysiga

hatdrozottan fiigg-e a gazdanovény fogékonysagatol.

15. tablazat Fagizolatumok és kombinaciéjuk E. amylovora gatl6 hatdsa kiilonb6z6 almafajtak
€s egy birsfajta virdgain (2012) — a kezelések fajtdk kozotti hatdsanak osszehasonlitdsa

Tesztnovény Kezelések
fajtak H2A+Ea |H5K+Ea  |H7B+Ea (H2A+H5K+H7B)+Ea |H,0+Ea

'Gala Schniga' 278" 315° 247 188" 550
'Idared' 499%° 556° 384° 400° 840°
'Golden delicious  |395% 529 265 221 949°
Reinders'

'Pinova’ 115° 239 567" 140° 741°
'Bereczki' 751" 406 350 233%® 851°

Az értékek a virdgokrdl visszaizoldlt mintdk (50 pl, 10000-szeres higitds) szélesztésébdl kapott
koléniaszdmat jeldlik 15, az ervinids kontroll esetében 20 minta 4tlagdban. Az (a) és (b) betlik a fajtdk
kozotti szignifikédns kiilonbséget jelentik (P= 0,01 szinten, kivéve a', mely b'-tdl P= 0,05 szinten tér el).

5.5.2.2 Valés idejii PCR vizsgalat

Az ’Idared’ fajta virdgairdl visszaizolalt mintdkat (2012) valds idejli (,real time”) PCR
vizsgdlatnak aldvetve, a kapott ciklusszdmokat Osszevetettiik a referencia értékekkel, igy
kovetkeztetni tudtunk a mintdk sejtszamara, majd a kapott adatokat Osszehasonlitottuk a
szélesztéses modszer eredményeivel. A telepszamléldssal nyert eredményeink végiil a kvantitativ
valés idejii PCR technikdval is megerdsitést nyertek, mivel az egyes mintdkban a baktérium
mennyisége a telepszamlalashoz hasonlé tendencidkat mutatott (24. abra). A pozitiv kontrollhoz
képest csokkent mennyiségeket igazoltunk a faggal kezelt mintdkban, de a H5A esetében ez a
csokkenés nem volt szignifikdns (T-préba). A leghatékonyabbnak a H7B torzs bizonyult:
harmaddra csokkentette a baktériumszamot. A vizzel kezelt negativ kontrollban
elhanyagolhatéan kis mennyiségli E. amylovora jelenléte a vizsgdlati mddszer nagyfoku

érzékenységébdl fakad, nem jelenti azt, hogy valéban jelen volt a baktérium a mintdban.
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24. abra Figizolatumok (H2A, H5K, H7B, 10" PFU ml™") és harmas 1:1:1 ardnyt kombinaciGjuk E.
amylovora (Eal/79Sm, 5 x 10° CFU ml™) gatld hatdsa 'Idared' almafajtan (2012). A virdgokrdl
visszaizoldlt mintdk szélesztésbol kapott telepszamléldsi (a) és a valds idejii PCR vizsgélatbdl szdrmaz6
adatok (b) 0sszevetése. Az abrazolt értékek hat kezelés + SE atlagat mutatjak (mintaszam= kezelésenként
15, az ervinids kontroll esetében 20). A (b) dbran szemléltetett értékek meghatarozasa a mellékletekben
elhelyezett kalibraciés gorbe (M19) alapjan tortént.

5.5.3 FAG HATASVIZSGALAT ERETLEN KORTESZELETEN

Héarom kortefajta (’Conference’, ’'Dr. Guyot Gyula’, ’Erdei vajkorte’) éretlen
gylimolcsszeletein vizsgalva a virdgkisérletek sordn is tesztelt fagizolatumok (H2A, HSK, H7B)
€s harmas kombinaci6juk baktérium-visszaszorité hatasat azt tapasztaltuk, hogy dltalanossdgban
a fagkombindciokkal tortént kezelések mindhdrom fajta esetén szignifikdnsan csokkentették a
tiineteket az ervinids kontrollhoz viszonyitva. A legsulyosabb tiinetek a ’Conference’, a
legenyhébbek az 'Erdei vajkorte’ fajtan voltak megfigyelhetok. A kisérletben (25. abra) a H5K
€s a fagkombindcié szignifikdnsan hatékonyabb volt a pozitiv kontrollhoz képest mindhdrom
fajta esetén, de a fagos kezelések nem kiilonboztek szignifikdnsan egymastol. A kezelések fajtak
kozotti Osszefliggéseinek a vizsgdlatabol az deriilt ki, hogy a 'Dr. Guyot Gyula' és az 'Erdei
vajkorte' szeleteken szignifikdnsan mérsékeltebben jelentkeztek az ervinids fertdzés
kovetkeztében kialakul6 tiinetek a 'Conference' fajtdhoz képest valamennyi fagos kezelés esetén
(16. tablazat), és hogy a fagkombinaci6 az ’Erdei vajkorte’-n volt a leghatékonyabb. A fagok
baktérium-elimindlé hatdsa azonban messze elmaradt a sztreptomicin-szulfatétdl; a

sztreptomicinnel kezelt korteszeletek mindegyike tiinetmentes maradt.
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25. abra Figizoldtumok és kombindciéjuk E. amylovora (Eal/79) okozta tiinetekre Kkifejtett hatédsa
kiilonbozd kortefajtak zold gylimolesszeletein (I. kisérlet). Az dbrazolt értékek hat kezelés + SE 4tlagat
mutatjak (6 minta/kezelés). Az oszlopok folotti kiillonbozé betiik a Tukey-féle post hoc teszt alapjan
szamitott, az egyes kezelések fajtan beliili szignifikans kiillonbségeit jelzik (P= 0,05 szinten, kivéve ab’,
mely c'-t8] P= 0,01 szinten tér el).

16. tablazat Fagizolatumok és kombinaciéjuk E. amylovora okozta tiinetekre kifejtett hatdsa
kiilonboz6 kortefajtdk zold gyiimolcsszeletein (1. kisérlet) — a kezelések fajtdk kozotti hatdsanak
0sszehasonlito statisztikai 0sszefoglal6ja

Tesztnovény Kezelések
fajtik H2A+Ea |H5K+Ea |H7B+Ea |(H2A+H5K+H7B)+Ea |H,O+Ea |Sm +Ea
'Erdei vajkorte'  |1,92° 1,83 2,67% 1,83 2,83% 0*
Dr. Guyot Gyula' [2,42*  |2,08° 242" 12,08 3,33 0*
'Conference’ 3,67 |3,58" 3,75 |3,08° 4,58 0

A szdmok a bonitélési skdlaértékek (6 minta/kezelés) éltal takart tiineteket jelolik. Az ,,a” és ,,b” betlik a
fajtak kozotti szignifikans kiilonbséget jelentik (P= 0,01 szinten, kivéve a', mely b'-t6l (H2A), illetve a",
mely b"-t6l (H5K) P= 0,05 szinten tér el). Ea: E. amylovora (Eal/79); Sm: sztreptomicin.

A maésodik kisérletben a 'Dr. Guyot Gyula' fajtdn valamennyi kezelés szignifikdnsan
lecsokkentette a tlizelhalas tiineteit a pozitiv kontrollhoz képest (26. abra). Ez a hatas az ’Erdei
vajkorte’ esetében csak a H2A, mig a ’Conference’ kezelésekor a H5K és a fagkombindcid
alkalmazdasakor igazolddott. Az egyes fagos kezelések hatékonysdga kozott a H2A fagnak a H7B
fagtol valo eltérését leszamitva nem volt szignifikdns kiilonbség. A fagos kezelések fajtdk kozotti
hatdséit 6sszehasonlitva megdallapithatd, hogy a H2A és a H5K fagkezelés hatasédra szignifikdnsan
mérséklddtek az ervinids tiinetek a 'Dr. Guyot Gyula' és az 'Erdei vajkorte' fajtdkon a
'Conference’ fajtahoz képest (17. tablazat). A sztreptomicines kezelés ezittal is szignifikdnsan

hatékonyabb volt a fagok baktérium-elimindlé hatasanal.
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26. abra Figizoldtumok és kombindcidjuk E. amylovora (Eal/79) okozta tiinetekre kifejtett hatdsa
kiilonb6z06 kortefajtdk zold gyiimolcsszeletein (II. kisérlet). Az abrazolt értékek hat kezelés + SE atlagat
mutatjak (6 minta/kezelés). Az oszlopok folotti kiillonbozé betiik a Tukey-féle post hoc teszt alapjan
szamitott, az egyes kezelések fajtan beliili szignifikdns kiilonbségeit jelzik (P= 0,05 szinten, kivéve a/,
mely c¢'-t6l, ab", mely c"-td], illetve valamennyi d-t6] P= 0,01 szinten tér el egymastol).

17. tablazat Fagizolatumok és kombinaciéjuk E. amylovora okozta tiinetekre kifejtett hatdsa
kiilonbozé kortefajtak zold gyiimolcsszeletein (I kisérlet) — a kezelések fajtak kozotti
hatdsdnak 6sszehasonlitdsa

Tesztnovény Kezelések
fajtak H2A+Ea |H5K+Ea |H7B+Ea |(H2A+H5K+H7B)+Ea |H,0O+Ea |Sm +Ea
'Erdei vajkorte’ | 1,5" 2,33% 2,75%  [2,08 2,92° 0°
Dr. Guyot Gyula' |1,75%  |2,5 2,33" 2,5% 3,67° 0°
'Conference’ 3,17 |3,75° 3,58" 2,83" 3,92° 0

A szdmok a bonitdlasi skdlaértékek (6 minta/kezelés) éltal takart tiineteket jelolik.A felsé indexben
szerepld betlik a fajtak kozotti szignifikdns kiilonbséget jelentik (P= 0,05 szinten, kivéve a', mely b'-t6l P=
0,01 szinten tér el). Ea: E. amylovora (Eal/79); Sm: sztreptomicin.

5.5.4 FAG HATASVIZSGALAT DISZNOVENYEKEN

A kisérletben négy tlizelhalasra fogékony disznovényfajon vizsgaltuk kiillonbozo
fagkezelések baktérium-eliminalé hatasat (Nagy és mtsai. 2012). Mind a négy fajndl a
legeredményesebbnek a H2A+H4A+HSA fagkoktél alkalmazdsa bizonyult (27. abra). Az E.
amylovora inokuldci6 kovetkezményeként kialakulé betegségtiinetek mérséklésében a
leghatékonyabb kezelést a thztovis (P. angustifolia) virdgokra kijuttatott fagkombindcid
jelentette, mert abban az esetben a fert6zést kovetd negyedik napon a figgal kezelt vesszokon

nem volt megfigyelhetd elbarnult vacoku virdg, mig a kezeletlen kontroll virdgok 29%-a sulyos
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tiineteket mutatott. Ezzel ellentétben a hizi berkenyén (C. monogyna) és az egybibés galagonyan

(S. domestica) a fagkoktél nem csokkentette le jelentds mértékben a virdgnekrozis mértékét.
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27. abra Figizolatumok ¢és kombindciéjuk hatdsa az E. amylovora baktériumra kiilonb6z
disznovényeken. Az egyes oszlopok az adott kezeléseket kovetden az ervinids inokuldcié utdni negyedik
napon a vackbarnulds tiinetét mutat6 virdgok aranyat abrazoljak 100 véletlenszertien kivalasztott virdgbol.

5.6 A FAGKEZELES HATEKONYSAGANAK FOKOZASARA IRANYU-
LO VIZSGALATOK: FAGOK NOVENYBE JUTASA, TRANSZLO-
KACIOJA ES AZ E. AMYLOVORA OKOZTA TUNETEKRE
GYAKOROLT HATASA

5.6.1 A FAGOK TRANSZLOKACIOS KEPESSEGENEK ALMA
CSIRANOVENYEKBEN TORTENO VIZSGALATA - ELOKISERLET

El6kisérletiink eredménye alapjdn elmondhatd, hogy a gyokérzondhoz Kkijuttatott vizes
fagszuszpenzidval (H5K) torténd egyszeri kezelés utdn mar két nappal fagokat detektdltunk a
novények felsé szarrészében €s leveleiben (18. tablazat). A perlites kozeg a fagok ndvénybeni
szallitéddsa szempontjdbol kedvezObbnek bizonyult, mint a vizes kultidra. A kétnapos inkubéciot
kovetden direkt mintavétellel az egyik perlites kdzegbdl szdrmazé ndvényi mintabdl sikeriilt
fagokat kimutatni. Az ugynevezett felszaporitdsos modszerrel viszont detektdlni tudtuk a fagokat
valamennyi perlitben elhelyezett novénybdl és az egyik hidroponikus kozegben kezelt ndvény
mintdjabol is. A perlites kezelés esetén attetsz0 Osszefiiggd tar foltokat figyeltiink meg, ami
magas fagkoncentraciora utal. A hatnapos inkubdcié utin mindegyik vizes kozegben tartott
novénybdl és az egyik perlites kezelésbdl szarmaz6 novényi mintabol ki tudtuk mutatni a fagok
jelenlétét. Valamennyi vizes kontroll fagmentesnek bizonyult. A visszaizolalt fagok altal képzett

plakkok morfoldgidja megegyezett az inokulumként hasznélttal.
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18. tablazat H5K fiagok novénybe jutdsa és in planta transzlokicidja vizben (hidropdnias
kultura), illetve perlitben tartott alma csirandvények esetén

Mintavétel Fagok detektalasa®
Inkubécids id6 (napok)  Mintavételi méd Hidropénids kultira Perlites kézeg
2 Kozvetlen ) ) i * ) )
Felszaporit4sos ) i * * *
6 Kozvetlen + + + -

A fagok kimutatdsa a gyokérzénahoz kijuttatott vizes fagszuszpenziéval (H5K, 10" PFU ml™”) torténd
egyszeri kezelést kovetéen a novények felsd szarrészébol és leveleibdl kozvetlen visszaizolalassal
(kdzvetlen mintavételi méd), illetve a kétnapos inkubdcié utdn vett mintdk 200 pl-ét tovabbi négy napig
baktériumkultiraval (E. amylovora Eal/79Sm torzs), LB (sztreptomicin 500 ppm) tapoldatban val6
egyiittrazatdsat (felszaporitdsos mintavételi méd) kovetden cseppteszttel tortént. “ +: van plakk; -: nincs
plakk

5.6.2 FAGOK SZALLITODASA ALMA CSIRANOVENYEKBEN

A fagszuszpenzidk (HSK, ill. ®Eal04) almamagoncokhoz torténd egyszeri kijuttatdsa utdn
ki tudtuk mutatni a fagok jelenlétét mind a novény fold feletti részeibdl (a gyokérzona kezelését
kovetden), mind pedig a gyokérzetbol (a ndvények alsé-, ill. felso szdrrészénk permetezését
kovetden). Mindkét fagizolatum haszndlatakor a kezelés utdni elsé napon sikeriilt a legtobb
novényi mintdbol fagot visszaizoldlni (19. tablazat). A kijutatott fagszuszpenzié sirlisége
azonban jelentds mértékben lecsokkent (1013 PFU ml'-rél 1,0 — 4,0 x 10> PFU ml'l—re) a
kozvetlen mintavétellel feltart, életképes fagot tartamazd mintdk esetében.

A HS5K fagizolatum szuszpenzidjival torténd kezelést kovetden a legtobb mintabdl egy nap
elteltével sikeriilt fagot kimutatnunk. Kozvetlen mintavétellel a ndvények alsé szarrészébol két
esetben, mig a gyokérzetbdl egy esetben voltak fagok kimutathatok a kezelés utdni elsd napon. A
gyokérzetbdl még a kezelést kovetden 6t nappal is sikeriilt fagot visszaizoldlni. Az tgynevezett
felszaporitdsos moédszerrel tobb mintdbdl, koztiikk a felsd leveles szarrészbdl is tudtunk fagot
detektélni az elsd, a médsodik és az 6todik mintavételi napokon. Az igy felszaporitott mintdkbol
szélesztve sok esetben attetszo, Osszefiiggo tar foltok jelentek meg a baktériumrétegen. A fagok
kijuttatdsat kovetd hetedik napon mar nem volt kimutathat6 a fiagok jelenléte egyik kezelés

esetén sem. A vizes kontrollok fagmentesnek bizonyultak.
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19. tablazat Fagizolatumok (HSK, ill. ®Eal04) detektdldsa kiilonb6z6 novényi részekbdl alma
csirandvényeken

Kezelés Mintavétel Fagok detektalasa®
Inkubaciés Mintavételi méd  Also szdrrészbol — Felso szdrrészbol Gyokérzetbol
1d6 (napok) és levelekbol
L 1L L I L 1L
H,O 1 Kozvetlen - - o oo L Lo
H5K 1 Kozvetlen e
Felszaporitdsos + + + - + - - - + - - - - + 4+ - - -
2 Ko6zvetlen e
Felszaporitdsos - - + - - - - + - - - - - - - - - -
3 Kozvetlen - e e e o e o e oo o e o e e o
Felszaporitdsos - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5 Kozvetlen s
Felszaporitdsos - - - - - - - - - - + - - - - - - +
7 Kozvetlen .. - - o oo oo oo
Felszaporitdsos - - - - - - - - - - - - - - - - - -
®Eal04 1 Kozvetlen e L e
Felszaporitdsos - + + - - - - + 4+ - + - + + + - - +
2 Kozvetlen - e e e o e oo oo o e oo
Felszaporitdsos - + - - - - - + 4+ - - - - - - - - -
3 Kozvetlen .
Felszaporitdsos - - - + - - - - - - - - - - - - - -
5 Kozvetlen - e e e o e oo oo o e oo
Felszaporitdsos - - - - - - - - - - - - - - - - - -
7 Kozvetlen .. - - o oo oo oo
Felszaporitdsos - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Fagszuszpenziok (HSK, ill. ®Eal04, 10"” PFU ml") almamagoncokhoz torténd egyszeri kijuttatdsat
kovetden a gydkérzona kezelése (10 ml fagszuszpenzié/novény) esetén mintavételkor kiilon a ndvények
alsé, sziklevél alatti, illetve a felsd, leveles szarrésze, mig a fold feletti részekre valé kipermetezést (500
ul fagszuszpenzié/novény) kovetden a novények gyokérzete lett feltarva. A mintak (3 novény/kezelés a
fagkijuttatast kovetd 1., 2., 3., 5. és 7. napon) vizsgélata az Adams-féle cseppteszt mddositott valtozataval
tortént kozvetleniil a mintavétel utdn (kozvetlen), illetve tovadbbi két napon at tarté fag-szaporitdssal
(felszaporitdsos). *L: elsd kisérlet; II.: masodik kisérlet; +: van plakk; -: nincs plakk
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A O®Eal04 fagszuszpenzidonak a gyokérzondhoz, illetve a szar és levelek feliiletére valo
kijuttatdsat kovetden kozvetlen mintavétellel az alsé szarrészbdl, a leveles felsd szarrészbdl és a
gyokérzetbdl egyarant kimutathat6 volt a fagok jelenléte egy nappal a kezelés utan (19.
tablazat). Az alsé szarrészbol a harmadik mintavételi napon is sikeriilt kozvetleniil fagot
visszaizoldlni. A felszaporitisos moddszerrel a novények alsd, valamint a leveles felsd
szarrészébdl tudtunk fagot kimutatni az elsé harom mintavételi idopontban. A gydkérzetbdl csak
egy nappal a permetezést kovetOen sikeriilt fagot detektdlnunk. Fagok a kezelést kovetd 6todik

és hetedik napon mér nem voltak kimutathatok.

PCR vizsgalat

PCR-es fag kimutatdshoz a ®Eal04 fag esetén a génbanki adatok alapjan éltalunk tervezett
EalO4F/R primerpart, a magyar H5K esetén a kordbbi kisérleteinkben haszndlt, termindz génre
specifikus primereket haszndltuk. A felszaporitdsos modszerrel vizsgilt, szélesztéskor plakkot
ado6 pozitiv mintdkban a fagok in planta jelenlétét PCR mddszerrel is sikeriilt igazolnunk: a HSK
fag esetében 11 mintdbdl 7 mintaban (28. abra), a ®Eal04 fagnal 13 mintabdl 10 mintdban (29.

abra).

1 23 456 7 89 1011 K'KM

— 1000 bp

28. abra A H5K fagizoldtummal kezelt csirandvényekbdl a felszaporitdsos mintavétel sordn
szélesztéssel pozitivnak bizonyult mintdk Term-F/R indité szenvenciaparral kapott PCR termékének
(1079 bp) gélelektroforézis képe. A mintdk balrél jobbra: I/1. 1a (Elsé kisérlet/1. nap, elsé novény, alsé
szarrész), I/1. 2a, 1/1. 3a, I/1. 3f (felso szarrész), I/1. 2gy (gyokér), I/1. 3gy, I/2. (masodik nap) 3a, I/2. 2f,
1I/1. 2a, 1I/5. 2f, 1I/5. 3gy, H5K (K"), viz (K'), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific)
M).

1234567 8910111213K'KM

—750bp
~ 500 bp

29. abra A ®Eal04 faggal kezelt csirandvényekbdl a felszaporitdsos mintavétel sordn szélesztéssel
pozitivnak bizonyult mintdk Eal04F/R primerparral kapott PCR termékének (665 bp) gélfotéja. A mintak
balrdl jobbra: I/1. 2a (Els6 kisérlet/1. nap, masodik novény, alsé szdrrész), I/1. 2f (fels6 szarrész), I/1. 3a,
I/1. 31, I/1. 1gy (gyokér), I/1. 2gy, I/1. 3gy, 1/2. (mésodik nap) 2a, I/2 2f, I/2 3f, 1I/1. 2f, II/1. 3gy, 1I/3 1a,

®Eal04 (K", viz (K"), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).
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5.6.3 A FAGOK HATASA AZ E. AMYLOVORA OKOZTA TUNETEKRE

5.6.3.1 Alma csiranovények gyokérzonajahoz, illetve a novény fold feletti részeire
juttatva Ki a fagokat

A fagkezelés hatdsdra mindkét kijuttatdsi mod esetén szignifikdnsan lecsokkent az E.
amylovora baktérium szuszpenzidjdval végzett inokuldcié kovetkezményeként kialakuld
tlizelhalds tiinetek mértéke a kezeletlen kontrollhoz képest (30-31. abra). A két koncentracid
hatdsat Osszevetve a mdsodik kisérletben a ®Eal04 fig 10" PFU ml"' koncentriciéban
szignifikdnsan mérsékelte a tiineteket a csirandvényeknek mind a gyokérzondja felé, mind pedig
a lombozatdra tortén6 alkalmazdsa esetén. A mdsodik kisérletben az a kezelés, melynek sordn a
HS5K fagok vizes szuszpenzidjat 10" PFU ml™ koncentraciéban juttattuk a tesztnovények szardra
€s leveleire szignifikdnsan hatékonyabbnak bizonyult az E. amylovora okozta tiinetek
mérséklésében ahhoz képes, amikor az alacsonyabb koncentriacidoban permeteztiik a fagokat a
novényre. Azonban a mdsodik kisérlet sordn mindkét fagtorzs kijuttatdsi médjai kozott egyik
alkalmazott koncentradciéban sem volt kimutathat6 szignifikans kiilonbség, noha a HSK féag 10"
PFU ml" koncentricidban hatékonyabb volt a lombozatra val6 kijuttatdskor, mint a gyokérzet
felé torténd alkalmazds esetén. Az ismétlések (I. és II. kisérlet) nem kiilonboztek egymastol
szignifikdnsan. A kijuttatott fagok hatdsat a kezeléseket kovetd 13. napon mar nem lehetett

értékelni, mivel addigra a csirandvények zome kiterjedt nekrdzis tiineteit mutatta.

A B
57
b b" =
4+ g
% ' a ab '\7/“’
Y, N a 172)
- 3 a" .‘g
N} OL =
5 24 2
g a1 5]
= 14 m
)
M
07

H5K + Ea ®Eal04 + Ea H20 + Ea

HS5K + Ea ®Eal04 + Ea H20 + Ea

; Kezelés
Kezelés

30. abra Alma csiranévények gyokérzondjahoz (A), illetve levélzetére és szdrdra (B) az E. amylovora
(Eal/79Sm, 5 x 10° CFU ml™) baktérium-szuszpenziéval torténé inokuldciét egy nappal megelézéen
kijuttatott fagok (HSK, ill. ®Eal04, 10° PFU ml"') hatdsa a kialakul6 tiizelhaldsos tiinetekre a
baktériumfertdzés utdni 5. napon. Az értékek két, egymastdl kiilon dbrdzolt fiiggetlen kisérlet (1., I1.) + SE
atlagat mutatjak (3 minta/kisérlet) egy tiinetmentes allapottél (0) a széles korli nekrézisig (5) terjedd
bonitaciés skdla mentén. Az oszlopok folotti kis betlik a Tukey-féle post hoc teszt alapjan szamitott, az
egyes kezelések kozotti szignifikdns kiilonbségeket jelzik [P= 0,01 szinten, kivéve a', mely b'-tdl, illetve
a", mely b"-tdl csupan P= 0,05 szinten tér el egymastol (A)].

80



(@
9]
|
=)
|

b

4+ 4
» 3 a a ab %3
[72]
N e
3 24 a OL 52- Ol
S 1+ 51—
m m

0 0-

H5K + Ea ®Eal04 + Ea H20 + Ea H5K + Ea ®Eal04 + Ea H20 + Ea
Kezelés Kezelés

31. abra Alma csirandvények gyokérzonajahoz (C), illetve levélzetére és szdrdra (D) az E. amylovora
(Eal/79Sm, 5 x 10° CFU ml™) baktérium-szuszpenziéval torténé inokuldciét egy nappal megelézéen
kijuttatott fagszuszpenziok (HSK, ill. ®Eal04 10" PFU ml"') hatdsa a tiizelhaldsos tiinetekre a
baktériumfertdzést kovetd 5. napon. Az értékek két, kiilon dbrazolt fiiggetlen kisérlet (1., II.) + SE atlagat
mutatjak (3 minta/kisérlet) egy tiinetmentestél (0) a széles korli nekrézis allapotdig terjedd bonitacids
skéla fliggvényében. Az oszlopok folotti kiilonbdzd betlik a Tukey-féle post hoc teszt alapjdn szdmitott,
az egyes kezelések kozotti szignifikans kiillonbségeket jelzik [P= 0,01 szinten, kivéve a' és a", melyek b'-
tol csupan P= 0,05 szinten kiilonboznek (D)].

5.6.3.2 A fagokat alma csiranovények sziklevelébe injektalva

Ebben a kisérletben oly mddon vizsgaltuk a fagok E. amylovora okozta tiinetek
visszaszoritdsaban jelentkez0 hatdsat, hogy a fagszuszpenzidkat (HSK, illetve ®Eal04) alma
csirandovények egyik sziklevelébe juttatuk, majd kozvetleniil utdna baktérium-szuszpenzidt
cseppentve a faggal 4titatott sziklevélre inokuldltuk a tesztnovényt. A fagkezeléseket kovetden a
mesterséges fert0z€s dltal eldidézett tiinetek mértékében, melyet egy elore feldllitott bonitalasi
skdla alapjan értékeltiink, szignifikdns csokkenés volt megfigyelhetd a kezeletlen, pozitiv
kontrollhoz viszonyitva (32-33. abra). Az 6t napos inkubdciés id6szak alatt kialakult tiinetek
mértéke a H5K fagkezelés hatdsdra az egymdstol szignifikdnsan nem kiilonbdz6 harom ismétlés
atlagaban 45%-kal, mig a ®Eal04 alkalmazdsa esetén 67%-kal mérséklodott. A két fag hatdsa

kozott nem volt szignifikdns kiillonbség.
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32. 4bra Alma csirandvények egyik sziklevelébe injektalt fagok (H5K, illetve ®Eal04, 10" PFU ml™)
hatésa a fagkezelést azonnal kivetd E. amylovora inokulacié (Eal/79Sm, 10° CFU ml™) kivetkeztében
megjelend betegségtiinetek mértékére az ervinids kontrollhoz (H,O+Ea) képest a fertdzés utini 6todik
napon. Az “ép, zold sziklevél” (0) és a “mindkét sziklevél barna” (5) allapotok kozotti értékek harom,
egymadstdl kiilon 4brazolt fiiggetlen kisérlet (I., IL., III.) + SE atlagit mutatjadk (mintaszdm= 5/kisérlet). A
kiilonb6z6 betiik a Tukey-féle post hoc teszt alapjan szamitott, az egyes kezelések kozotti szignifikans
kiilonbségeket jelzik (P= 0,01 szinten, kivéve a', mely b'-t6l és a", mely b"-t6l csupan P= 0,05 szinten
kiilonbozik).

33. abra Kozvetleniil alma csirandvény sziklevelébe iranyulé fagkezelés (dEal04, 10" PFU ml™) hatdsa
az E. amylovora (Eal/79Sm, 10° CFU ml™) okozta tiinetek mértékére ot nappal a kezelés utin. (a)
H,0+H,0; (b) fag+H,0; (c) fag+Ea; (d) H,O+Ea.
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5.7 UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Els6ként izoldltunk és jellemeztiink Magyarorszagon Myoviridae, illetve Podoviridae

csalddba tartozé E. amyovora-specifikus bakteriofdgokat.

Els6ként {irtuk le Mpyoviridae, illetve Podoviridae csaladba tartoz6 hét magyar E.
amylovora fagizolaitum dpo génjének, tovabba egy izolatum peptidazt és két fag Mu-
szerli profdg proteint, illetve termindzt koédold régidjdnak szekvencigjat. E DNS
szakaszok nagyfokd homolégidt mutattak mds E. amylovora fagok ugyanezen DNS

szakaszaival, génbanki adatok alapjan.

Uj adatokat szolgéltattunk 4ltalunk izoldlt és szelektdlt bakteriofigok és azok
kombindcidinak E. amylovora baktérium szaporoddsat géatlé hatdsardl, in vitro
koriilmények  kozott alma- és  birsvirdgon, éretlen korteszeleten, valamint

diszndvényeken.

Perlites kozeg alkalmazdsdval és a bakteriofdgok sziklevélbe injektdldsaval dj modszert
dolgoztunk ki annak vizsgdlatira, hogy a novények képesek-e gyokéren vagy levélen
keresztiil felvenni a bakteriofdgokat, illetve hogy a novénybe juttatott fagok milyen

hatdssal vannak az E. amylovora okozta tiinetekre.

Els6ként mutattuk ki, hogy az E. amylovora fagok képesek in vitro alma csiranovények

gyokerén keresztiil felszivodni.

83



84



6 AZ EREDMENYEK MEGVITATASA, KOVETKEZTETESEK

Az 4ltalunk Magyarorszagrdl izolélt E. amylovora fagokat a Caudiovirales renden beliil a
Cl1, illetve Al morfotipusoknak megfeleléen a Podoviridae, illetdleg a Myoviridae csaladokba
soroltuk (Ackermann 2007). A hazai izolatumok fejatmérdje megfelel az irodalmi adatoknak
(Richie és Klos 1979, Miiller és mtsai. 2011a); a Podoviridae csalddba sorolt izolatumok 60
nm, mig a Myoviridae izolatumok 70 nm koriili fejatmérdvel jellemezhetok. A nagyobb
méretbeli eltérést ez utdbbi csalddba tartoz6 izoldtumokndl tapasztaltuk, de ez nem meglepd,
mert példaul a ®Ea21-4 fig (Lehman és mtsai. 2009) az ismert amerikai fagtorzsekhez képest

szintén kisebb méretii fejrésszel rendelkezik.

A fagizolatumok altal tesztbaktériumon képzett tarfoltok morfolégidja a fagok egyik
jellemzdje, melyet - tobbek kozott - Gill és mtsai. (2003) is részletesen vizsgaltak. Hazai
fagizolatumaink igen eltérd, 0,5 — 7,1 mm mérettartomanyon beliili 4&tmérdji plakkokat adtak a
tesztbaktériumot tartalmazo fedOagar rétegen, és a tarfoltokat dvezd sav - megléte esetén - 0,1-
5,0 mm kozotti 4&mérdjlii volt a kiillonbozd fagizoldtumokndl. A ®Ealh mérete megegyezett a
Richie és Klos (1979) altal leirtakkal. Az amerikai bakteriofigok koziil a ®Eal00-as torzs
képezte a legnagyobb dtmérdji és sdvval ovezett plakkokat, melyhez képest az egyik legnagyobb
méretll plakkot képz6 magyar fagizolaitum (H7B) szélesebb plakk-sdvot ad, mely a fag

eroteljesebb lizaloképességére utal.

Molekularis vizsgélatainkban az alkalmazott indité szekvencidkkal végzett PCR reakcidk
eredménye alapjdn megéllapithatd, hogy fdgizolatumaink kiilonboznek a tesztelt amerikai
fagtorzsektdl. Izoldtumainkban az EPS depolimerdz, holin, lizozim, termindz, peptidiz, Mu-
szerll profdg protein, valamint a kapszid enzimeket kédolé gének bazissorrendjét vizsgéltuk,
azért, mert ezek esetében bizonyitott a fagokban betoltott szerepitk (Kim és Geider 2000,
Lehman és mtsai. 2009, Miiller 2011a) és ismert mely DNS szakaszok kdédoljak szintézisiiket.
Mivel a fagok hatékonységi vizsgalataiban a H2A és a H5K bizonyultak az egyik legjobbaknak,
és mert ezek szekvencidi még nem ismertek, olyan genetikai markereket kerestiink, amelyekkel e
fagok késobb jellemezhetdk vagy esetleg azonosithatok lesznek. A részleges szekvencia-analizis
fényt deritett arra, hogy a H2A és a HSK genomjdban egyardnt fellelhetd az ugynevezett nagy
termindz alegységet, valamint a Mu-szerli profadg proteint kddol6 génszakasz, melyek nagyfoku
hasonlésdgot mutatnak a vB_EamM-M7 E. amylovora faggal (Born és mtsai. 2011). Mivel a
H2A izoldtum peptidazt kédold régidja is 99%-ban ezzel a fagtorzzsel egyezik, a tovabbi

vizsgdlatainkat a vB_EamM-M?7 fagra is tervezziik kiterjeszteni.
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Tekintettel arra, hogy a ®EaH2 torzs (GenBank-i leltari szdm: JX316028) jelentOsen eltér
az eddig ismert E. amylovora fagoktdl és egyiittal egy hazai fagizolatum, fontosnak tartottuk,
hogy genomjat a sajit, magyarorszagi fagizolatumainkkal Osszehasonlitsuk, kiilonds tekintettel
egy meghatarozott DNS szakaszra, amely a Domotor és mtsai. (2012) altal izolalt fagban benne
van, és ami nagyfokd homol6giat mutat az E. amylovora baktérium virulencidjaban jelentds
szerepet jatsz6 amilovoran bioszintéziséhez sziikséges fehérjét kddolo amsF génnel. A szerzok e
gén jelenléte miatt megfontolanddnak tartjak az éltaluk izoldlt torzs bioldgiai védekezésben vald
alkalmazasiat. A ®EaH2 fig erre a DNS szakaszdra tervezett primer parra (phiEaH2-F/R)
valamennyi tesztelt fagizolaitumunk negativ lett, azonban a baktérium amsF génjére specifikus
primerekre (EaFF/R) a H9A kivételével mindegyik fag pozitivnak bizonyult. Ugyanakkor a
negativ kontrollként hasznalt minta, a ®Ealh is gyengén pozitiv lett, ezért felmeriilt a
kontaminicié lehetOsége. A baktérium-szennyezO0dés kizardsa érdekében tervezzilk, hogy az
eredeti vad fag torzseket amilovorant nem termeld baktériumtorzsben szaporitjuk fel, majd ezt
kovetden ellendrizziik e DNS szakasz jelenlétét és szekvencidjat. Vizsgélataink ideje alatt a
nemzetkdzi gén adatbdzisokbdl hozzéaférhetové véltak egy djabb magyar E. amylovora fag
(DEaH]1) teljes genomjanak szekvencia adatai is (NC_023610 Meczker és mtsai. 2014), igy
tovabbi vizsgalatainkba ezt a fagtorzset is tervezziik bevonni.

A PCR vizsgdlatok eredményei és a tesztelt fagok plakkmorfolégidja kozotti
Osszefiiggések tekintetében elmondhaté, hogy a PCR eredmények alapjan legegységesebb,
zolddel jelolt csoport tagjai (H1A, H1B, H2A, H2B, H10A, H10B, H11, H12A) dpo-negativak
€s az irodalombdl ismert amerikai ®Eall16-hoz hasonléan zommel kicsi plakkot képeznek,
melyeket nem, vagy csak egy nagyon keskeny sdv 6vez. Ez a tendencia figyelhetd meg a mas
csoportokba tartozd, de ugyancsak depolimerazt nem kédolé genomi H5K, valamint a H8A és a
HY9A izoldtumok esetében. Erdekes ugyanakkor, hogy a szintén dpo-negativnak bizonyult H8B
nagy plakkal jellemezhetd. A dpo-pozitiv izolatumok koziil keriilnek ki a gazdabaktérium-

gyepen legnagyobb tarfoltot képezd, egy csoportba sorolt H6B és HIB fagizolatumok.

Hazai fagizolatumaink kiillonboz6é E. amylovora izoldtumokra, Erwinia, Pantoea és més
baktériumfajokra gyakorolt hatdsat tesztelve azt taldltuk, hogy a magyar fagok a vizsgalatban
szereplo amerikai féagtorzsekhez képest szélesebb gazdakorrel rendelkeznek. Hasonlo
vizsgalatokat Gill és mtsai. (2003), valamint Miiller és mtsai. (2011a) is végeztek, akik szintén
jelentds kiilonbségeket tapasztaltak az egyes E. amylovora fagok gazdakorét tekintve.
Kisérleteinkben a tesztelt izolatumok koziil hat (H1B, H2A, H2B, H4A, H7A, H7B) bizonyult
kifejezetten Erwinia-specifikusnak, mivel ezek, az E. tasmaniensis kivételével lizéaltak az Osszes
tobbi vizsgdlt Erwinia izolatumot és torzset, ugyanakkor a H2B és a H7B kivételével, melyek

lizaltdk a Pseudomonas syringae pv. syringae H9-es torzset is, nem lizéltak més, az Erwinia-val
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nem kozeli rokon patogén baktériumot. Eredményeink részben megegyeznek a Miiller és mtsai.
(2011a) altal kozoltekkel. Az egyes tesztbaktériumoknak a gazdakorvizsgalatok részeként feltart
eltérd fagérzékenysége lehetdséget teremt a fagok szaporoddsit biztositd, s ezdltal az adott
novényvédelmi célu fagkezelések hatékonysdgat potencidlisan noveld, nem patogén
baktériumtorzsek kivdlasztdsdhoz. Esetiinkben a Pantoea agglomerans MB96 volt a
legfogékonyabb a vizsgalt fagokkal szemben; a H4B kivételével valamennyi fag tiszta plakkokat
képzett rajta, ugyanakkor az antagonista E. billingae Eb661 torzs is perspektivikus lehet e
szempontbdl. JellemzOen ugyanazon baktériumok eltérd mértékben lehetnek fogékonyak az
egyes fagokra; Miiller és mtsai. (2011a) altal tesztelt németorszagi fagizolatumok példaul csak
gyengén lizéltdk az E. billingae Eb661 baktériumtorzset, mely igy nem szolgdlnd hatékonyan
azok felszaporitdsat. Kiilonb6z6 E. amylovora izoldtumok néhany d&ltalunk izoldlt faggal
szembeni fogékonysdgardl mar kordabban Végh (2012), valamint Végh és mtsai. (2012c¢) is

beszamoltak.

Az E. amylovora fagok tlizelhaldssal szemben kifejtett hatdsat eloszor folyadékkultirdban
teszteltiik. A fag és a kérokozd szuszpenzidjat tartalmazé tdpoldatban az inkubécids 1d6 végére
lecsokkent optikai stirtiség értékeket mértiink, hasonléan Schnabel és Jones (2001) kisérletéhez.
Ismerve azt, hogy a fagok kombindciéban alkalmazva hatékonyabbak lehetnek, mint 6ndlléan
(Schnabel és mtsai. 1999, Svircev és mtsai. 2010), a harom legeredményesebb fagizoldtumot
kiilonbdz6é kombindcidkban is tesztelve a H2A+HSK+H7B fagkoktél bizonyult a legjobbnak. Az
E. amylovora szaporodéasat folyadékkultiraban legjobban gatlé izoldtumokat és harmas
kombindcidjukat alma- és birsvirdgokon in vitro tesztelve azt tapasztaltuk, hogy mindegyik
vizsgdlt almafajta és a birs esetén a fagos kezelések visszaszoritottdk az E. amylovora
szaporodasat. Az egyik legeredményesebb kezelést a fagkombindcié adta, mely szignifikdnsan
hatékonyabbnak bizonyult a mérsékelten rezisztens 'Pinova' fajtin a fogékonynak szamito
'Tdared' fajtahoz képest. Miiller és mtsai. (2011a) ezzel ellentétben azt figyelték meg, hogy a
kombinéciéban adott fagkezelések nem voltak szignifikdnsan hatékonyabbak anndl, mint amikor
az adott fagot onmagdaban juttattak ki alma virdgokra, illetve korteszeletekre. Korte fajtdk éretlen
gyiimolcsszeletein vizsgdlva a virdgkisérletek sordn is tesztelt fagizolatumok és hdrmas
kombindciéjuk baktérium-visszaszorit6 hatdsat megdllapithattuk, hogy a fagkezelések
mérsékelték a tiineteket a pozitiv kontrollhoz képest és hatdsuk, a legtobb esetben a 'Dr. Guyot
Gyula' fajtdn volt szignifikdns. Azonban a korteszeletekre alkalmazott kezelések kevésbé voltak

hatasosak, mint a virdgokon; hasonléan Miiller és mtsai. (2011a) megfigyeléseihez.
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A H2A, H4A és H5A féagizolatumok és azok kombindcigjat diszndovényeken tesztelve a
virdgfertdzottség mértéke alapjan a tliztdvis és a kerti madarbirs virdgai mérsékelten
rezisztenseknek bizonyultak az E. amylovora-ra a hizi berkenye és az egybibés galagonya
virdgaihoz képest, tovabba az is megfigyelhetd volt, hogy ezeknél, a kisérletiinkben kevésbé
fogékonyan szerepld novényfajoknél voltak hatékonyabbak a fagkezelések. Erdekes, ugyanakkor
nem meglepd ez az eredmény, mert habir a Cotoneaster fajok tlizelhaldsra fogékonyként
szerepelnek az irodalomban - az adatok foként hajtasfertézottségre vonatkoznak (Lecomte és
Cadic 1993) - és naluk kevésbé fogékonynak tekintik a Pyracantha nemzetséget, a Crataegus-ok
valtoz6 fogékonysagarél szamoltak be (Lespinasse és Aldwinckle 2000).

Noha az alma- és birsvirdgokon, kortegyiimolcs-szeleteken, valamint a fenti disznovények
virdgain végzett kisérletek eredményei alapjan nem vonhaté le egyértelmii kovetkeztetés a
tekintetben, hogy az egyes novényfajoknak, illetve fajtdknak az E. amylovora okozta fertézésre
val6 eltéré fogékonysdga és a fagkezelések hatékonysdga kozott szoros Osszefiiggés all fenn,
mégis valoszinlisithetd, hogy az ellendllobbnak tekintett fajok, fajtak esetében hatékonyabban
miikodnek az alkalmazott fagok. Ezt tamasztjdk ald Schwarczinger és mtsai. (2011)
eredményei, akik magyar E. amylovora fagizolatumok baktérium-elimindlé hatdasat eltérd
fogékonysdglii almafajtdk virdgain vizsgdlva azt tapasztaltdk, hogy az dltaluk tesztelt
fagizolatumok igen hatékonyan gatoltdk az E. amylovora szaporoddsit alma virdgokon,
kiilonosen a tlizelhaldasra rezisztens 'Freedom' fajta (G. Téth 1997) esetében. Ugyanakkor
elképzelhetd, hogy Schwarczinger és mtsai. (2011) azért kaptak ilyen eredményt, mert a fagos
kezelést €és a baktériummal torténd mesterséges inokuldciét nem egyiddben végezték - ahogy azt
mi tettiik - hanem kiilon-kiilon, vagyis a baktérium-szuszpenzié bibére cseppentését megeldzte a
virdgok faggal torténd permetezése. KésObbi eredményeinkbdl feltételezhetd, hogy ez a kezelési
mod kedvezObb a fig szamadra, mert a fagnak van ideje ,,felszivodni” és a novény belsejébe jutni,
igy ott is ki tudja fejteni baktériumold hatasit. A fajtdk fogékonysdgdnak megitélése
mindazondltal nem egyszerii, mert ismeretes, hogy egy adott fajta egyes vizsgélt novényi részei
(hajtas, virdg, gyumolcs) eltéré fogékonysdgot mutathatnak (Honty 2011, Paulin és mtsai.
1990), sOt ugyanaz a vizsgélt szerv is képes a kiilonb6z6 években eltérd mdédon reagalni az E.
amylovora okozta fert6zésre (Honty 2011). Honty (2011) eredményei alapjan példaul a
Conference’ és a ’Dr. Guyot Gyula’éretlen gyiimdlcseit a nagyon fogékony, virdgait az igen
erdsen fogékony kategoéridkba sorolta, mig az 'Erdei vajkorte', éretlen gylimolcseinek relativ
tizelhalds fogékonysdga alapjan nagyon fogékonynak, ellenben virdgfertdzésre mérsékelten

rezisztensnek bizonyult.

A fagkezelés hatékonysdganak potencidlis novelése céljabol tugynevezett transzlokacids

kisérletekkel tisztdzni kivantuk, hogy alma novények gyokérzondjahoz, illetve a fold feletti
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novényi részeire kijuttatott E. amylovora-specifikus bakteriofagok képesek-e a névénybe jutni,
majd ott szisztemikusan elterjedni, valamint, hogy az in planta transzlokdlédott fagok milyen
hatast gyakorolnak egy E. amylovora infekcidra. Alma csirandvényeken végzett kisérleteinkben
kimutattuk, hogy mindkét altalunk tesztelt E. amylovora-specifikus fag (H5K és ®Eal04) az
adott koriilmények kozott képes volt penetralédni €s a novény tdvolabbi részeibe elszallitddni,
ahogy az mads bakteriofag-novény kapcsolat esetében mar kordbban igazolast nyert (Rao és
Srivastava 1973, Ward és Mahler 1982, Iriarte és mtsai. 2012). Tudomasunk szerint jelen
munkankkal elsOként szamolunk be E. amylovora-specifikus fagok gyokéren keresztiil vald
novénybe jutdsirdl, valamint az igy transzlokdlodott fagoknak a koérokozé okozta tiinetek
mérséklésében jatszott szerepérdl, mely hatdst almafdk lombozatdra kijuttatott E. amylovora
fagok esetében Domotor és mtsai. (2012) is kimutattak. Kisérleteinkkel feltartuk tovabba, hogy
a H5K féagok életképességiiket a gazdabaktérium jelenléte nélkiil 6t napig is meg tudtdk Orizni a
novényben. Ez megfelel annak, ami Ralstonia solanacearum (®RSS5) fagok vonatkozasdban
ismert (Iriarte és mtsai. 2012), nevezetesen, hogy ezek a fagok a gazdabaktériumuk nélkiil
legalabb 3-5 napig életképesek maradtak paradicsom novények szdardban és levelében.
Ugyanakkor a fagok akar hosszabb ideig is fennmaradhatnak a novényben, tekintetbe véve, hogy
bizonyos Xanthomonas-specifikus fagok a kijuttatdsukat kovetden 7-15 napig életképesek
maradtak a tesztnovényekben (Iriarte és mtsai. 2012), mig Agrobacterium tumefaciens PB2-A
fagok 14 napig megorizték életképességiiket paradicsom novények gyokerében és szdrdban
(Boyd és mtsai. 1971). A fagok in planta széllitédasanak vizsgdlatdban mindkét altalunk
haszndlt fag kimutathat6 volt az alma novények felsd, leveles részébdl és a gyokérzetbdl is €s a
legtobb esetben a kezelést kovetd els6 napon detektaltunk fagokat az adott novényi mintdkbol.
Ennek a kisérletnek az alapjdn elmondhatd, hogy az amerikai szarmazasu ®Eal04 gyorsabban és
biztosabban széllitédhat a novényben, mint a magyar H5K fagizolatum, viszont a két kezelési
mod hatékonysdga nem volt 6sszemérhetd, mivel a kiilonbozd fagok esetén eltéré eredményt
kaptunk. Ugyanakkor megéllapithattuk, hogy a transzlokdlddott fagok titere gyorsan csokkent; a
kezelést kovetd hetedik napon vett mintdk egyikébdl sem tudtunk mdar fagokat kimutatni.
Ismeretes, hogy a fagok novény altali felvétele €s szdllitdddsa nagymértékben fiigg tobbek kozott
a termesztd kozeg abszorpcids képességétol (Oron és mtsai. 1995) és az adott novény
meghatdrozott sajatossdgaitol, ugymint a kordtdl, kondicigjatél vagy potencidlis védekezési
mechanizmusaitél (Ward és Mahler 1982, Iriarte és mtsai. 2012). Ismert tovabbd, hogy a
fitopatogén virusok novényen beliili mozgdsdnak mértéke fiigg a virdlis fehérjéknek a névényi
citoszkeletonnal, valamint a kiilonb6z0 tipusi plazmodezmdkkal kialakitott kolcsonhatésaitol €s
a virusok kiilonbozd novényi sejtekben mutatott szaporoddsi (replikdcids) képességétdl is

(Astier és mtsai. 2007). Ez utébbi szerzék azt is allitjak, hogy a kiilonbozd tipusd novényi
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szovetek sejtjei kozott helyet foglalé plamodezmak is gétolhatjdk a novényi virusok mozgasat.
Mindezek arra a feltételezésre adnak okot, hogy hasonld jelenségek akaddlyozhatjdk a
bakteriofagok, azaz a baktériumok virusainak in planta terjedését. Ugyanakkor nem zarhatjuk ki
a fagok novénybe jutdsit és rovid tava transzlokacidjat, mert azokban a novényi részekben,
ahovd a fagkezelést alkalmaztuk nem vizsgaltuk a fagok jelenlétét. Ezt abbdl a célbdl tettiik,
hogy elkeriiljiik azokat a téves eredményeket, melyek a fagok kijuttatdsi helyénél a novény
felszinén marad6 fagok detektaldsabol szarmazhattak volna. Noha Rao és Srivastava (1973)
kimutattdk, hogy Xanthomonas orizae XOPj, fagok képesek rizs paldntdk gyokerén at a
novénybe hatolni fiiggetleniil att6l, hogy a gyokérzet ép, vagy sériilt volt a fagkezelést
megeldzden, elképzelhetd, hogy intakt gyokéren keresztiil kisebb mértékii a fagok penetracidja.
Ezt a feltételezést tdmasztja ala Ward és Mahler (1982) kutatdsainak eredménye, mely arrdl
szamolt be, hogy az E. coli f2 fag (Loeb és Zinder 1961) novény altali felvételének mértéke
hidropénids kultdrdban nevelt kukorica €s bab palantdk visszavagott gyokerén keresztiil
lényegesen nagyobb volt ahhoz képest, amit sértetlen gyokerli novények esetében tapasztaltak a
novények szardbdl, illetve levelébdl visszaizolalt életképes fagok mennyiségének meghatarozasa
alapjan. Ezek azonban eltérnek Iriarte és mtsai. (2012) eredményeitdl, akik paradicsompalantdk
felsé szarrészébe €s ottani leveleibe transzlokdlédott Xanthomonas-specifikus fagok szintjének
gyorsabb csokkenését figyelték meg abban az esetben, amikor a gyokeret el6z6leg megsértették.
A kiilonboz0 fagkezelések tiizelhalds tiineteire gyakorolt hatdsdnak tekintetében a szimptémak
szignifikdns csokkenését tapasztaltuk a kezeletlen kontrollokhoz képest akar a gyokérzethez
vagy a levélzetre jutattuk ki a fagokat, akdr az alma csirandvények sziklevelét injektéltuk vagy a
virdgz6 tlztovis vesszOket kezeltik a fagokkal az E. amylovora inokuldciét megel6zden.
Azonban a H5K izolatum és a ®Eal04 fagtorzs hatékonysdga kozott nem taldltunk szignifikdns
eltérést. Mindazonaltal eredményeink sszhangban allnak azzal, amir6l Kovacs és mtsai. (2012)
szamoltak be; a szerzOk szabadfoldi kisérleteikben kimutattdk, hogy egy specifikus
fagkombindcié almafdkra permetezve jelentds mértékben lecsokkentette a természetes E.
amylovora fertdzés kovetkeztében megjelend, tlizelhalds tiineteit mutaté novényi részek szamat.
A fagok transzlokdcidjanak vizsgdlatakor hasznalt moédszeriink ujszerlisége abban rejlik,
hogy a tobbi, irodalombdl ismert mddszerrel ellentétben - ahol terméfoldet (Iriarte és mtsai.
2012), vagy vizet (Ward és Mahler 1982) hasznéltak - mi perlitet alkalmaztunk iltetési
kozegként, illetve, hogy tudomdsunk szerint el6szor vizsgaltuk fagok hatdséat baktériumok okozta
tiinetekre ugy, hogy a fagokat a sziklevélbe injektdltuk a mesterséges inokuldciot megeldzden. A
szakirodalombol ismert hasonl6 vizsgdlatokban a fagot, vagy a gyokéren keresztiil (Iriarte és
mtsai. 2012), vagy a novényre permetezve (Kovacs és mtsai. 2012) juttattak a novénybe. A

szakirodalombdl és kordbbi elokisérleteinkbdl is ismert a fagok abszorpcidja a talajkolloidokhoz
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(Oron és mtsai. 1995), ezzel szemben a perlitnél a talajban nevelt n6vényekhez hasonlé mértékii
fagkoncentracié csokkenést nem tapasztaltunk. Az injektdlds eldnye a permetezéssel vagy a
bedntozéssel szemben az, hogy ezdltal adott mennyiségli fag hatdsat tudjuk direkt médon
vizsgdlni a ndvényben anélkiil, hogy a kezelés soran jelent0s fagkoncentracié csokkenéssel kéne
szamolnunk. Tovéabba ennek koszonhetden steril koriilmények kozott, mas mikroorganizmusok

,fag-szallitoként” valo kizdrasdval tudjuk e folyamatokat megfigyelni.
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7 OSSZEFOGLALAS

Az almaterméstiek tlizelhaldsa a Rosaceae csaladba tartoz6 novények egy részének régtdl
ismert egyik legjelentdsebb bakteridlis eredetli betegsége. Kérokozdja az Erwinia amylovora
(Burrill) Winslow et al. (1920) novénypatogén baktérium, mely a szdmdra optimadlis iddjardsi
feltételek esetén nagymértékli gazdasdgi karokat képes el6idézni alma-, korte- és
birsiiltetvényekben, valamint fogékony disznovényeken. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban
honos, hazdnkban karantén kérokozé az 1950-es évek kozepén jelent meg eldszor Eurépédban,
Magyarorszdgon 1995-ben azonositottdk elsdként egy Nydrlorinc térségében levo alma
iltetvénybdl.

Jelenleg e betegség elleni védekezés — az eddigi legeredményesebb védekezési modnak, a
virdgzdskori sztreptomicin antibiotikummal végzett kezelésnek a betiltdsa 6ta - nem megoldott.
A tilté rendelkezés azonban, mely tobb orszdg mellett hazdnkban is érvényben van, szdmos
alternativ védekezési stratégia kutatdsahoz vezetett, melyek egyike a bakteriofagok hasznalatara
épiil.

Munkdnk sordn célul tliztik ki E. amylovora-specifikus bakteriofagok magyarorszagi
gyljtését, az izolatumok jellemzését, a koérokozé elleni leghatékonyabb fagizoldtumoknak a
baktérium szaporoddsdra gyakorolt gatlé hatdsdnak in vitro vizsgalatit, tovdbba ezen fagok
novénybe jutdsanak €és a novényen beliili szallitddasdnak tisztdz4sat és a novénybe juttatott fagok
E. amylovora fertdzésre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlatat a betegség elleni bioldgiai védekezésben
val6 felhaszndldsuk lehetdsége céljabal.

Elséként izoldltunk Magyarorszagrol Myoviridae, illetve Podoviridae csaladba tartozo6 E.
amylovora bakteriofdgokat. Az &ltalunk izoldlt fagokat tobb szempontbdl is jellemeztiik €s
vizsgalatainkhoz a szakirodalombdl mar jol ismert, széleskorlien jellemzett, az Amerikai
Egyesiilt ~Allamok teriiletérdl szdrmazé E. amylovora figtorzseket —hasznéltunk
referenciatorzsként. A fagizolatumok koziil 22-t jellemeztiink az Adams-féle dupla agar
modszerrel plakk morfolégidjuk, 19 izolatumot transzmisszios elektronmikroszképos vizsgdlattal
partikulum morfolégidjuk, 21-et PCR technikdval, 9 izolatumot részleges szekvencia-analizissel
és 16 fagizolatumot gazdakoriik alapjan.

Izolatumaink eltéré méretli, 0,5 — 7,1 mm atmérdjii plakkokat forméltak a tesztbaktériumot
tartalmazo6 lagyagar rétegen. Koziiliik az egyik legnagyobb tarfoltja a H7B jelzésli fagnak van,
melynek plakkja koriil szélesebb sdv huzddik, mint a vizsgdlatunkban szerepld legnagyobb
plakkot adé amerikai ®Eal00 torzs esetében, ami a H7B nagyobb litikus enzimaktivitasat jelzi.

Fagizolatumaink tobbsége (15) az elektronmikroszkopos vizsgdlat eredménye alapjan ikozaéder
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alaku fejjel és hosszu, 6sszehizodo farki résszel rendelkezik (Myoviridae), mig kisebb hanyadara
(4) kisebb, izometrikus fej és rovid, széles farki rész jellemz6 (Podoviridae). Hazai izolatumaink
eltérnek a Siphoviridae csalddba tartozd, irodalombdl ismert két mdsik magyar fagtorzstol
(OEaH1, ®EaH2).

PCR vizsgélataink alapjdn megéllapitottuk, hogy magyar fagizoldtumaink, melyeket négy
nagyobb csoportba soroltunk, nem azonosak a vizsgalatokba bevont 4 amerikai E. amylovora
faggal.

Meghatédrozott fagizolatumaink részleges szekvencia-analizise alapjan megéllapitottuk,
hogy a H4A, H4B, HS5A, H5B, H6A, H7A és H9B jelzésti fagok depolimerdz génjének
bazissorrendje 98-99%-ban megegyezik a ®Ealh amerikai fagtorzs depolimerdz génje megfeleld
szakaszanak bazissorrendjével. A H2A fag peptidazt, valamint a H2A és a H5K fag Mu-szerti
proteint, illetve termindzt kodol6 régiéi pedig a vB_EamM-M7 fag adott DNS szakaszaival
mutatnak nagyfoku, 99%-os hasonlésagot.

Az 4ltalunk izolalt fagok gazdakorvizsgdlata fényt deritett arra, hogy a kisérletben szerepld
amerikai fagtorzsekhez képest szélesebb gazdakorrel rendelkeznek. 1zoldtumaink koziil a H1B,
H2A, H2B, H4A, H7A és H7B jelzéstiek lizaltdk a legtobb tesztelt baktérium-izolatumot, illetve
torzset, ugyanakkor a hazai E. amylovora izolaitumok mindegyike fogékony volt a
fagizolatumokkal szemben fiiggetleniil azok szarmazdsatol.

Hazai fégizolatumaink hatékonysagat eldszor folyadékkultirdban teszteltilk, majd a
leghatékonyabbnak bizonyult H2A, H5K és H7B fagnak és azok kombindcidinak az E.
amylovora baktérium szaporodasat gatld hatdsat vizsgaltuk in vitro koriilmények kozott, eltérd
fogékonysdgi termesztett alma- és birsvirdgokon, éretlen kortegyiimolcs szeleteken. A H2A,
H4A és HS5A fagizolatumok és azok kombindcidja pedig disznovényeken lett tesztelve.

Alma- és birsvirdgokon végzett kisérleteinkben, mindkét ismétlésben valamennyi vizsgalt
almafajta (‘Gala’, 'Golden delicious Reinders', 'Idared’, 'Pinova') és a birs (‘Berecki') esetén a
faggal végzett kezelések csokkentették a visszaizolalt baktériumok szamat. Az elso kisérletben a
'‘Golden delicious Reinders' virdgainak a HS5K féggal torténd kezelését kivéve valamennyi
tesztndvényen mindegyik fagkezelés szignifikdnsan hatékonyabb volt az ervinids kontrollhoz
képest. A 'Gala Schniga', a 'Pinova' és a 'Berecki' fajtdk esetében a legjobb hatdst nyujtod
fagkombinécié a 'Gala Schniga' és a 'Pinova' fajtdkon a tobbi fajtdhoz képest is szignifikdnsan
hatékonyabbnak bizonyult. A masodik ismétlésben a H2A, a H7B fdg és a fagkombindcié az
Idared’ és a birs kivételével mindegyik tesztnovényen szignifikdnsan hatékonyabb volt az
ervinids kontrollhoz viszonyitva. A fagkombindcié legeredményesebb a 'Golden delicious
Reinders' almafajta virdgain volt, mig a fajtdk kozotti hatékonysdgat tekintve a 'Pinova’

virdgokon szignifikdnsan visszaszoritotta a baktériumok szamét az 'Idared' fajtdin mértekhez
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képest. Eredményeinkbdl kitlinik, hogy mindkét évben az egyik leghatékonyabb kezelést a
fagkombinécié jelentette, mely szignifikdnsan eredményesebb volt a mérsékelten rezisztens
'Pinova' fajtdn a fogékonynak szdmité 'Idared' fajtdhoz képest. A telepszamldldssal nyert
eredményeink ('Idared’ fajta, 2012) kvantitativ PCR technikdval is megerdsitést nyertek.

Kortefajtdk zold gyiimolcsszeletein vizsgdlva a virdgkisérletek sordn is tesztelt
fagizolatumok és harmas kombindci6juk baktérium-visszaszoritd hatdsat megéllapitottuk, hogy a
fagok csokkentették a tiineteket a pozitiv kontrollhoz képest. Az elsd kisérletben a HSK és a
fagkombindci6 szignifikdnsan hatékonyabb volt az ervinids kontrollhoz képest mindhdrom fajta
esetén. A kezelések fajtdk kozotti Osszefiiggéseinek a vizsgdlatdbdl az deriilt ki, hogy a 'Dr.
Guyot Gyula' és az 'Erdei vajkorte' szeleteken szignifikdnsan mérsékeltebben jelentkeztek az
ervinids fert6zés kovetkeztében kialakul6 tiinetek a 'Conference' fajtdhoz képest valamennyi
fagos kezelés esetén. A kisérlet ismétlésében a 'Dr. Guyot Gyula' fajtdn valamennyi kezelés
szignifikdnsan lecsOkkentette a tlizelhalds tiineteit a pozitiv kontrollhoz képest. Ez a hatds az
"Erdei vajkorte’ esetében csak a H2A, mig a ’Conference’ fajtdndl a H5K és a fagkombinacid
alkalmazdsakor igazolddott. A fagos kezelések fajtdk kozotti hatdsat Osszehasonlitva
megallapitast nyert, hogy a H2A és a H5K fagkezelés hatdsara szignifikdnsan lecsokkentek az
ervinids tiinetek a 'Dr. Guyot Gyula' és az 'Erdei vajkorte' fajtdkon a 'Conference' fajtadhoz képest.
Az egyes fagos kezelések hatékonysdga kozott a H2A fagnak a H7B fagtol valo eltérését kivéve
nem volt szignifikdns kiilonbség. A fagok baktérium-eliminalé hatdsa ellenben messze elmaradt
a sztreptomicin-szulfatét6l valamennyi kisérletben. Az eredmények alapjan az adott fagkezelések
hatékonyabbnak bizonyultak az 'Erdei vajkorte' €s a 'Dr. Guyot Gyula' fajtin a 'Conference’
fajtahoz képest.

Tlzelhaldsra fogékony négy disznovényfaj virdgain vizsgdlva a H2A, a H4A és a H5A
fagizolatum hatasat a fagkoktél alkalmazasa bizonyult a legeredményesebbnek. Az E. amylovora
inokuldci6 kovetkezményeként kialakuld szimptomak mérséklésében a leghatékonyabb kezelést
a thztovis virdgokra kijuttatott fagkombindci6 jelentette, mig a berkenyén és a galagonydn a
fagkoktél nem csokkentette le jelentds mértékben a virdgnekrdzis mértékét.

A tlzelhalds elleni bakteriofdg-alapi bioldgiai védekezési mod hatékonysidgdnak
potencidlis fokozdsa céljabol vizsgdltuk fagok novénybe jutdsat €s a ndvényen beliili
szallitodasat steril koriilmények kozott. Vizsgdlatainkhoz egy amerikai fagtorzset (OEal04) és
egy altalunk izolalt magyar fagizolatumot (H5K) haszndltunk. Megallapitottuk, hogy (1) a H5K
fagjai képesek voltak a gyokérzeten at az alma csirnandvények felso részébe szallitddni, tovabba
életképességiiket a gazdabaktérium jelenléte nélkiil hat napig is megdrizni, ugyanakkor titeriik
jelentdsen lecsokkent. (2) A H5K és a ®Eal04 esetében egyardnt, a gyokérzondhoz torténd

kijuttatdsuk utdn a novény fold feletti részeibdl, a szarra és a levélzetre valo kipermetezésiiket
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kovetden pedig a gyokérzetbdl tigyszintén sikeriilt detektdlni a fagokat, legtobbszor a kezelést
kovetd elsd mintavételi napon, de hét nappal a kezelés utdn mar egyik mintdbol sem. A két fag
kozotti eltérés abban nyilvanult meg, hogy az amerikai fagot tobb esetben lehetett kimutatni,
ugyanakkor rovidebb ideig volt detektdlhatd, mint a HS5K izoldtum. A fagoknak (HSK és
®Eal04) az E. amylovora mesterséges fertézés kovetkeztében kialakuld tiinetekre gyakorolt
hatdsat vizsgdlva megéllapitottuk, hogy (3) alma csirandovények gyokérzondjdhoz, illetve a
novény fold feletti részeire juttatva ki a fagokat a fagkezelés hatdsdra mindkét kijuttatdsi méd
esetén szignifikdnsan lecsokkent a tlizelhalds tiinetek mértéke a kezeletlen kontrollhoz képest.
(4) A fagokat alma csirandvények egyik sziklevelébe juttatva, majd kozvetleniil utdna inokuldlva
a tesztnovényt, az igy elvégzett fagkezeléseket kovetden a baktérium &ltal eldidézett tiinetek
mértéke szignifikdnsan lecsokkent a kezeletlen kontrollhoz képest. A két fig hatékonysdga
kozott azonban egyik kisérletnél sem volt szignifikdns a kiillonbség. Megallapitottuk tehat, hogy
az altalunk vizsgalt E. amylovora-specifikus fagok bizonyos koriilmények kozott képesek a
tesztnovények gyokerén €s lombozatin keresztiil a ndovénybe hatolni, majd a ndvényben
szétterjedve csokkenteni e fitopatogén baktérium dltal okozott tiinetek mértékét.

Az éltalunk izolalt uj fagok, illetve azok kombindci6i, valamint e fagok in planta
transzlokdacios képességére vonatkozo 1j ismeretek reményeink szerint teret nyitnak azoknak a
tovabbi vizsgilatoknak, amelyek eldsegithetik a bakteriofdgok hatékonyabb felhaszndldsit a

tizelhalas elleni védekezésben.
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8 SUMMARY

Fire blight of pome fruits is one of the most important and longest-known bacterial disease
of plants in the rose family (Rosaceae). It is caused by the phytopathogenic bacterium Erwinia
amylovora (Burrill) Winslow et al. which is able to induce huge economic losses in apple-, pear-
and quince orchards under weather conditions optimal for its growth. The pathogen, being native
to North America and regarded as a quarantine organism in Hungary, first appeared in Europe in
the 1950s. In Hungary it was first found in a Nyérlorinc apple orchard in 1995.

Currently, the control of this disease is questionable since the most effective means of
protection, the timed application of the antibiotic sztreptomicin to open blossoms is not allowed.
However, this injunction ruling in many countries including Hungary led to the research of
numerous alternative control strategies one of which is based on the application of
bacteriophages. We aimed (1) to collect and isolate E. amylovora-specific phages from Hungary,
(2) to characterize them, and (3) to study in vitro the impeding effect of the most effective phage
isolates on growth of E. amylovora. Furthemore, our intention was to (4) clarify the uptake and
delivery of these phages in plants, and to investigate the effect of phages introduced into the
plant on the infection of E. amylovora to survey the possibility of their use in biological control
against the disease.

We have isolated E. amylovora-specific bacteriophages belonging to the Myoviridae and
Podoviridae families from Hungary for the first time. We have characterized these phage isolates
in several aspects using well-known, extensively featured E. amylovora-specific phage strains
originating from North America as reference. Out of our phage isolates we have characterized 22
by their plaque morphology with the Adams's double layer method, 19 isolates by their particle
morphology with transmission electron microscopy, 21 by PCR, 9 isolates by partial sequence
analysis and 16 phage isolates based on their host range.

Our isolates formed different size plaques varying between 0.5 — 7.1 mm in diameter on the
soft agar layer containing test bacteria. One of the largest plaques are produced by the phage
H7B, the plaques of which are surrounded by a wider halo as compared to the phage strain
®Eal00 that forms the largest plaques among the tested American strains. This indicates the
higher lytic activity of H7B.

Based on the results of transmission electron microscopy most of our phage isolates (15)
have an icosahedral head capsule and a long, contractile tail (Myoviridae), while only a few

isolates (4) feature a smaller isometric head and a short, broad tail (Podoviridae). Our isolates
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differ from the two Hungarian phage strains (PEaH1, ®EaH2) known from the literature, which
belong to the Siphoviridae.

Based on PCR tests we have found that our Hungarian phage isolates can be classified into
4 larger groups. Furthermore, these isolates are not identical to the tested four American E.
amylovora-specific phages.

Partially sequencing some of our phage isolates (H4A, H4B, H5A, H5B, H6A, H7A, H9B)
we have determined that the nucleotide sequences of their depolimerase gene match the
appropriate section of those of the American phage strain ®Ealh in 98-99%. The regions coding
for peptidase in the genome of H2A, and for terminase and Mu-like prophage protein of H2A
and HSK display a high, 99% similarity with the corresponding DNA sequences of the
vB_EamM-M7 phage strain.

Host range studies revealed that our Hungarian phage isolates possess a broader host range
compared to the tested American phage strains. Out of our isolates H1B, H2A, H2B, H4A, H7A
and H7B lysed the highest number of tested bacterial isolates and strains, while all of the
domestic E. amylovora isolates were sensitive to the phage isolates irrespectively of their origin.

We have tested the effectiveness of our Hungarian phage isolates first in liquid bacterial
culture, then we have studied in vitro the impeding effect of the most effective H2A, H5K and
H7B phages and their combinations on the growth of E. amylovora on apple and quince
blossoms and on immature pear slices that display different sensitivity to fire blight. Phage
isolates H2A, H4A, HSA and their combination were tested on ornamental plants.

In the experiments carried out on apple and quince blossoms phage treatments confined the
growth of E. amylovora in case of all apple (‘Gala’, 'Golden delicious Reinders', 'Idared’,
'Pinova') and quince ('Berecki') varieties in both replicates. In the first experiment all phage
treatments were significantly more effective than the E. amylovora control on all of the test
plants except the treatment of 'Golden delicious Reinders' flowers with the phage H5K. In case
of 'Gala Schniga', 'Pinova' and 'Berecki' the phage combination provided the best protection
effect and proved to be significantly more effective on flowers of 'Gala Schniga' and 'Pinova'
compared to the other varieties. In the second experiment H2A, H7B and the phage combination
were significantly more efficient than the positive control on all test plants except 'Idared' and
'‘Berecki'. The phage combination was most effective on flowers of the apple variety 'Golden
delicious Reinders', while regarding its effectiveness displayed on other varieties it has been able
to confine the number of bacteria significantly on 'Pinova' flowers compared to those assayed on
the variety 'Idared'. It seems from our results that in both years the combination of phages
implied one of the most effective treatments; it was significantly more efficient on the

moderately resistant variety 'Pinova' than on the susceptible 'Idared'. Results gained from colony
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number assessment of reisolated bacteria (from samples of 'Idared’, 2012) were confirmed by
quantitative PCR as well.

Studying the antibacterial effects of phage isolates and their triple combination tested in
the blossom assay on green pear fruit slices of three pear varieties we have found that the phages
decreased fire blight symptoms compared to the positive control. During the first experiment
application of the H5K isolate and the phage combination were significantly more efficient than
the E. amylovora control in cases in all varieties. Assessing the correlation between the
treatments and the plant varieties it was revealed that symptoms developed due to E. amylovora
infection appeared less radically on fruit slices of 'Dr. Guyot Gyula' and 'Erdei vajkorte' than on
'‘Conference' in case of all phage treatments. In the repetion of the experiment all phage
treatments applied on the variety 'Dr. Guyot Gyula' decreased fire blight symptoms significantly
compared to the positive control. This effect could be verified only for H2A application in case
of ’Erdei vajkorte’ and for treatments of HSK and the phage combination in case of the variety
"Conference’. Comparing the effect of phage treatments between the varieties it was found that,
as an effect of application of H2A and H5K phage isolates, fire blight symptoms got
significantly reduced on the varieties of 'Dr. Guyot Gyula' and 'Erdei vajkorte' as compared to
'‘Conference’. No significant differences have been found among the effectiveness of each phage
treatment except the distinction of phage H2A from H7B. However, the bacteria-eliminating
effect of phages lagged behind from that of streptomycin-sulfate in all experiments. Based on the
results the given phage treatments have proved to be more efficient on the pear variety ’Erdei
vajkorte’ and 'Dr. Guyot Gyula' as compared to 'Conference’'.

Studying the effect of phage isolates H2A, H4A and H5A on blossoms of four ornamental
plants succeptible to fire blight, their triple combination has proved to be the most successful.
The treatment most effective in reducing symptoms developed due to E. amylovora inoculation
was the application of the phage cocktail to the flowers of firethorn, while on sorb-apple and
hawthorn the phage combination did not reduce-the extent of flower necrosis appreciably.

In order to improve the potential efficacy of phage-based biological control against fire
blight we have investigated the uptake and in planta delivery of phages under steril
circumstances. For these studies an American phage strain (PEalO4) and one of our own
Hungarian isolates (H5K) were used. We found that (1) H5K phages were capable to translocate
through the roots to the upper plant parts of apple seedlings and they could maintain their
viability even for six days without the presence of the host bacterium. At the same time, their
titer considerably decreased. (2) Both phages were detectable in plant parts above ground level
following their application to the roots as well as in roots after spraying them onto the stem and

leaves. Phages were detected in distal plant parts on the first sampling day in most of the
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samples, but we could not demonstrate the in planta presence of phages on the seventh day
following phage applications in any of the samples. The difference between the two phages was
manifested in the observation that the American phage strain was detectable in a higher number
of samples, but for a shorter period of time as compared to the phage isolate HSK. Investigating
the effectiveness of phages on symptoms developed due to an artificial inoculation with E.
amylovora we have found that (3) applying phages either to the roots or to the aerial plant parts
of apple seedlings the degree of symptoms caused by E. amylovora infection was significantly
attenuated as compared to the untreated control. (4) After injecting their suspensions into one of
the cotyledons of apple seedlings followed by immediate bacterial inoculation the degree of fire
blight symptoms significantly decreased compared to the untreated control. However there were
no significant differences between the effectiveness of the two phages in any of these
experiments. Thus, we have shown that our tested bacteriophages specific to E. amylovora can
penetrate test plants through their roots and aerial plant parts under certain conditions then
translocate in plants to exhibit a decrease in severity of symptoms caused by this
phytopathogenic bacterium.

Our phage isolates and their combinations as well as the new information on the in planta
translocation ability of these phages could serve as a basis for further research promoting a more

efficient application of bacteriophages for the control of fire blight.
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10 MELLEKLETEK

Ml.a Az EaFF/R primerparral kapott PCR termékek (677 bp) gélelektroforézis fotdja

1 23 45 6 7 8 910111213 14151617 18 KM

700 bp
— 600 bp

A mintdk balrdl jobbra: H1A, H1B, H2A, H2B, H4A, H4B, H5K, H5A, H5B, H6B, H7B, H7A, H8A,
HSB, H9A, H9B, H10A, H10B, viz (K"), GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).

M1.b Az EaFF/R primerparral kapott PCR termékek (677 bp) gélfotdja (folyt.)
19 20 K K M 21 22 - K" 24 K M

700 bp
— 600 bp

A mintdk balrél jobbra: H11, HI2A, Eal/79Sm (K"), viz (K), 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo
Scientific) (M), H12B, ®Ealh, a dolgozatban nem szerepld minta (-), Eal/79Sm (K"), viz, templat viz (K
), 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).

M2.a Az 1hcapF/R primerparral kapott PCR termékek (474 bp) gélelektroforézis fotdja

1 2 3 45 6 78 910111213 14 151617K'K M

500 bp
— 400 bp

A mintédk balrdl jobbra: H1A, HIB, H2A, H2B, H4A, H4B, H5K, H5A, H5B, H6B, H7B, H7A, H8A,
H8B, H9A, H9B, H10A, ®Ealh (K"), viz (K’), GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo

Scientific) (M).
M2.b Az 1hcapF/R primerparral kapott PCR termékek (474 bp) gélelektroforézis fotdja (folyt.)

18 19 20 21 22 23 24 K M

—__500bp
——400 bp

A mintak balrél jobbra: HIOB, H11, H12A, H12B, ®Ealh, ®Eal04, viz, templat viz (K'), GeneRuler™
100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).
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Ma3. Az Eal04F/R primerpérral kapott PCR termékek (665 bp) gélfotdja

123 456 7 8910111213 K'MK

700 bp
600 bp

A mintak balrdl jobbra (1. sor): HIA, H1B, H2A, H2B, H4A, H4B, H5K, H5A, H5B, H6B, H7B, H7A,
H8A, ®Eal04 (K"), GeneRuler™ 100 bp DNS Ladder Plus (Thermo Scientific) (M), viz (K'). A mésodik
sorban a mintdk balrdl jobbra: H8B, H9A, H9B, H10A, H10B, H11, H12A, H12B, ®Ealh, ®Eal00, a
dolgozatban nem szerepld Ea torzs (-), viz (K'), ®Eal16, ®Eal104 (K"), GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

Plus (Thermo Scientific) (M).
M4.a Az Eal00F/R primerparral kapott PCR termékek (344 bp) gélfotdja

1 23 45 6 789 10111213 141516 1718 K*' M

400 bp
300 bp

A mintdk balrdl jobbra: H1A, HIB, H2A, H2B, H4A, H4B, H5K, H5A, H5B, H6B, H7B, H7A, H8A,

H8B, H9A, H9B, H10A, H10B, ®Ealh (K"), GeneRuler™ 100 bp DNS Ladder Plus (Thermo Scientific)
M).

M4.b Az Eal00F/R primerparral kapott PCR termékek (344 bp) gélfotdja (folyt.)

1920 21 K"'2324 25K M

— 400 bp
~ 300 bp

A mintdk balrél jobbra: H11, H12A, H12B, ®Eal00 (K"), ®Eal04, ®Eal04, ®Eall6, viz (K),
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).
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MS. A PEalA/B primerpdrral kapott PCR termékek (304 bp) gélfotdja

1 2 -4 5 6 7 8 910 11 12 M 1415 -- 17 18 19

——400 bp
100 bp

A mintdk balrdl jobbra: HI1B, H2B, a dolgozatban nem szerepld minta (-), H4B, H5B, H7A, H6B, H8A,

H9B, H10B, H11, H12B, FastRuler™ Middle Range DNA Ladder (Thermo Scientific) (M), HIA, H2A, a
dolgozatban nem szereplé minta (--), H4A, H5A, H7B.

Mé6. Magyar fagizolatumok Dpo-1/2¢ primerparral kapott PCR termékeinek (1006 bp) gélfotdja

1 234 - --7 8 91011121314 151617 18 M

2000 bp
—— 850 bp

A mintdk balrdl jobbra: H1A, H1B, H2A, H2B, a dolgozatban nem szerepldé mintdk (-) és (- -), H4A,

H4B, H5A, H5B, H7A, H7B, H6B, H8A, H9B, H10B, H11, H12B, FastRuler™ Middle Range DNA
Ladder (Thermo Scientific) (M).

M7. Magyar fagizolatumok Hol-F/R primerparral kapott PCR termékeinek (361 bp) gélfotdja

123 45 6 7 8 910 1112 1314 1516 17 18 19 20 K M

500 bp
250 bp

A mintdk balrél jobbra: H1A, H1B, H2A, H2B, H4A, H4B, H5A, H5B, H7A, H7B, H6B, HSA, H9B,
H10B, H11, H12B, ®Ealh, ®Eal00, ®Eal04, ®Eall6, viz (K'), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus
(Thermo Scientific) (M).
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MB8. Magyar fagizolatumok Lys-F/R primerparral kapott PCR termékeinek (537 bp) gélfotdja

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 KK M

____750bp
~500 bp

A mintdk balrél jobbra: H1A, H1B, H2A, H2B, H4A, H4B, H5A, H5B, H7A, H7B, H6B, H8A, HIB,
H10B, H11, H12B, ®Ealh, ®Eal00, ®Eal04, ®Eall6, viz (K'), GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus
(Thermo Scientific) (M).

M9. Magyar fagizolatumok Term-F/R primerekkel kapott PCR termékeinek (1079 bp) gélfotdja

M 12 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 1516 M

—— 1000 bp

A mintak balrdl jobbra: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M), H1A, HIB, H2A,

H2B, H7A, H7B, H6B, H8A, H9B, H10B, H11, H12B, ®Ealh, ®Eal100, ®Ea104, ®Eal16, GeneRuler™
1 kb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).

M10. Magyar fagizoldtumok Pep-F/R primerekkel kapott PCR termékeinek (500 bp) gélfotdja

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 M

—500bp

A mintak balrdl jobbra: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M), H1A, HIB, H2A,

H2B, H4A, H7A, H7B, H8A, H9B, H10B, H11, H12B, ®Ealh, ®Eal00, ®Eal04, ®Eal16, GeneRuler™
1 kb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).
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M11. Magyar fagizoldtumok Mu-F/R primerpérral kapott PCR termékeinek (614 bp) gélfotdja

M1 2 34 5 6 7 8 9 1011121314 15 16 17 18 19

— 750 bp

A mintak balrdl jobbra: GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M), H1A, HIB, H2A,
H2B, H4A, H4B, H5A, H5B, H7A, H7B, H8A, H9B, H10B, H11, H12B, ®Ealh, ®Eal00, ®Eal04,
®Eal 6.

M12.a Magyar fagizoldtumok [H5K (1), H8B (2), H9A (3), H10A (4), HI2A (5)] PEalA/B (P)
(304 bp), Dpo-1/2¢c (D) (1006 bp), Hol-F/R (H) (361 bp) és Lys-F/R (L) (537 bp) primer
parokkal végzett PCR eredménye

1 2 34567 8 910111213 141516 17 K'KM

____400bp
——300 bp

A mintdk balrdl jobbra: P1, P2, P3, P4, PS5, D1, D2, D3, D4, DS, H1, H2, H3, H4, HS, L1, L2, ®Ealh
(PEalA/B) (K"), viz ( K'), GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).

M12.b Magyar fagizolatumok [H5K (1), H8B (2), H9A (3), HIOA (4), H12A (5)] Lys-F/R (L)
(537 bp), Pep-F/R (500 bp) és Term-F/R (1079 bp) primer parokkal végzett PCR eredménye
(folyt.)

1234567891011 1213K'KM

—— 1000 bp

—— 500 bp

A mintdk balrél jobbra: L3, L4, L5, Pel, Pe2, Pe3, Ped, Pe5, T1, T2, T3, T4, T5, ®Eall6 (Term-F/R)
(K", viz (K"), GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).
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M12.c Magyar fagizolatumok [H5K (1), H8B (2), H9A (3), H10A (4), HI12A (5)] Mu-F/R (614

bp), primer parokkal végzett PCR eredménye

1 2 3 4 5 K' K M

___ 800bp
700 bp

A mintdk balrél jobbra: M1, M2, M3, M4, M5, ®Eal16 (Mu-F/R) (K*), viz (K'), GeneRuler™ 100 bp

DNA Ladder Plus (Thermo Scientific) (M).
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M13. A H4A, H4B, H5A, H5B, H6A, H7A, H9B fagizolatumok Dpo-1/2c primerparral
felszaporitott szakaszdnak szekvencia-analizise
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M3 folytatdsa
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M14. A H2A Pep-F/R primerekkel kapott DNS szakaszdnak szekvencia-analizise
A H2A peptiddzt kodolo régiojdanak nukleotid sorrendje

GGGGCGCTCTCTCATCGTATGTCTGGCATTGATGCAATGTGTACTGGTGGTCTGTCATCTTATCAGGGA
TTGACCAGAGCATTTGATGAAGCTGTTGCTGACGCATCAGTTGAAAAGATTGTTCTGATGATTGATTCA
GGTGGTGGTGAAGCTGCTGGTTGTTTCGAACTTGCAAGACACATGAAAGAACACTCTAACGGTAAACC
CGTTATCGCTTATGTCGATGAAAGAGCCTGTTCAGCCGCTTATGCGCTGGCTTGTGCTGCAAGTGAAAT
CTATGCCTCTCCAAATGCTGATGTAGGCTCAATTGGTGTGATTGTTATCCATCAAGAGTTCTCTAAAGC
AATGGAGAAAGCGGGAATCCAAACCAACATCATCAAAGCTGGTGAAGTTAAAGGGATGGGAAACCCG
TATGAACCACTTTCTGACCAAGCTAAAGACTTGATTCAGAAGTCGGTCGATAATTCTTACACATCTTTT
GTCAACCTTGTATCAAGTTCT

Szekvencia dsszehasonlitds

Erwinia phage vB_EamM-M7, complete genome

Sequence ID: gblHQ728263.11Length: 84694Number of Matches: 1
Range 1: 13694 to 14194GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
899
bits(996) 0.0 500/501(99%) 0/501(0%) Plus/Plus

Query 1 GGGEGECECTCTCTCATCGTATGT CTGCCATTGATGCAATGTGTACTGGTGGTCTGTCATCT 60

R AN AR A RN RN AR
Sbj ct 13694 GGGGCGCTCTCTCATCGTATGT CTGGCAT TGATGCAATGT GTACTGGTGGTCTGTCATCT 13753

Query 61 TATCAGGGATTGACCAGAGCATTTGATGAAGCTGI TGCTGACGCATCAGITGAAAAGATT 120

AR AN R AN
Sbj ct 1375 TATCAGGGATTGACCAGAGCATTTGATGAAGCTGT TGCTGACGCATCAGT TGAAAAGATT 13813

Query 121 GITCTGATGATTGATTCAGGTGGTGGTGAAGCTGCTGGTTGTTTCGAACTTGCAAGACAC 180

A AR AR AR
Sbj ct  13814GTTCTGATGAT TGATTCAGGT GGT GGTGAAGCTGCTGGT TGT TTCGAACT TGCAAGACAC 13873

Query 181 ATGAAAGAACACTCTAACGGTAAACCCGT TATCGCTTATGTCGATGAAAGAGCCTGITCA 240

RN AN RN R AR AR AN AN
Sbj ct  13874ATGAAAGAACACTCTAACGGT AAACCCGT TATCGCT TATGT CGATGAAAGAGCCTGTTCA 13933

Query 241 GCCCCTTATGCGCTGGECTTGTGCTGCAAGTGAAATCTATGCCTCTCCAAATGCTGATGTA 300

RN R AR AR RN A RN
Sbj ct 13934 GCCGCTTATGCGCTGGCT TGT GCTGCAAGT GAAATCTATGCCTCTCCAAATGCTGATGTA 13993

Query 301 GGCTCAATTGGTGTGATTGITATCCATCAAGAGTTCTCTAAAGCAATGGAGAAAGCGEGA 360

R RN AN RSN AR
Sbj ct 13994 GGCTCAATTGGTGTGATTGT TATCCATCAAGAGT TCTCTAAAGCAAT GGAGAAAGCGGGA 14053

Query 361 ATCCAAACCAACATCATCAAAGCT GGTGAAGT TAAAGGGATGGGAAACCCGTATGAACCA 420

LOCEEEEEE T et e et FEEE et
Sbj ct 14054 ATCCAAACCAACAT CATCAAAGCT GGTGAAGT TAAAGGTAT GGGAAACCCGTATGAACCA 14113

Query 421 CTTTCTGACCAAGCTAAAGACTTGATTCAGAAGTCGGTCGATAATTCTTACACATCTTTT 480

AR AR R AR AR R AR AN RNEEA RN
Sbj ct  14114CTTTCTGACCAAGCTAAAGACT TGAT TCAGAAGT CGGTCGATAATTCTTACACATCTTTT 14173

Query 481 GTCAACCTTGTATCAAGTTCT 501
AR RN
Sbj ct 14174GTCAACCTTGTATCAAGTTCT 14194
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M15. A H2A féagizolatum Term-F/R primerparral felszaporitott DNS szakaszanak szekvencia-
analizise

A H2A termindzt kodolo szakaszdnak konszenzus nukleotid sorrendje

ACCTTACCGAAGTTAAACAGCAGCGTCTGAGGGACGTACAGGCCGTTTTAGCGGGTACTATCAAACTT
GAGCCAGCAGTTGTAAAACTTCTCGCCAAGTATGGAAAGCCAGTTGAAAAACTGCTTCCAAGTCAAAT
CTTGACATTGAGAAAGTATACGCTTGAAGAGGTTGAACTTCTCATGAGGCTGTTGACAAATAAGAAGT
TTATTGCCCCACAGCCCGGCTCTCAAGAGGCATTGCTGAACACCACAACTGACATCACACTCTATGGT
GGTGCGGCTGGTTCCGGTAAGACGGTTGCTATCCTGATGGATGCCCTTCAGCATAAAGATGACCCTGA
TTACTACGCTGTATTCTTCCGTAAAAACACCACACAGTTATCAGGTGGTCTTTGGCCTGCCGCTAAAAA
ATTGTATGGCATGTTCGGGGGAGTTCCACATGAACAGAAGATGGTGATTCAATTCCCTTCTGGCGCAT
CAATCAAGTTCTCTTACATGGAACTGGAAAAACACGCAGAAGCCCATCAGGGTATCGAATACTCAGCA
ATTTATTGGGATGAGTTTACTCACTTCTCACAGAGTCAGGTTGATTACCTGATGACTCGTATGCGTTCT
GGTGCAGATGGTGACTCGTACATGAAATGTTCGATGAACCCCGAAAGAGACCACTTCGTATATGCTTG
GGTAGAGCCATTCCTTGATGAAGAGGGTTATCCTAATAATGAACTTTGTGGTAAGACTCGCTGGTTTGT
TATTCAGGAAGGTGTCATGTATTCTGATTGGGACAGAGATGTTATTCTTCGTCAATTCCCATTAGAAAT
TCCACAGACATATACCTTTATTTCTGGTACAATTGATGATAATCCAATTCTGGACTTTATCGAACCGAA
ATATCGTGGTAGACTTGAAAACAATACACCTATCAACGTTGCAAGACTTCGTTATGGTAACTGGAAAG
CAAGGGCTGAAGGTTCAAGCT

Szekvencia 0sszehasonlitds

Erwinia phage vB_EamM-M7, complete genome

Sequence ID: gblHQ728263.11Length: 84694Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 9589 to 10566GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps  Strand

1759
bits(1950) 0.0 977/978(99%) 0/978(0%) Plus/Plus

Query 1 ACCTTACCGAAGT TAAACAGCAGCGT CTGAGGGACGT ACAGCCCGT TTTAGCGGEGTACTA - 60

R RN R R AR A RNARRREEA RN
Sbj ct 9589 ACCTTACCGAAGT TAAACAGCAGCGT CTGAGGGACGTACAGGCCGT TTTAGCGGGTACTA 9648

Query 61 TCAAACT TGAGCCAGCAGI TGTAAAACT TCTCGCCAAGTATGGAAAGCCAGTTGAAAAAC 120

A RN AR AR AN RN RRNA ARy
Sbj ct 9649 TCAAACTTGAGCCAGCAGT TGTAAAACT TCTCGCCAAGTATGGAAAGCCAGT TGAAAAAC 9708

Query 121 TGCTTCCAAGICAAATCTTGACATTGAGAAAGTATACGCTTGAAGAGGTTGAACTTCTCA 180

R R AN AN AR RN AR RNRNAR AN
Sbj ct 9709 TGCTTCCAAGTCAAATCTTGACATTGAGAAAGTATACGCT TGAAGAGGTTGAACTTCTCA 9768

Query 181 TGAGGCTGITGACAAATAAGAAGITTATTGCCCCACAGCCCGECTCTCAAGAGGCATTGC 240

RN AN AR RN AR AR
Sbj ct 9769 TGAGGCTGITGACAAATAAGAAGT TTATTGCCCCACAGCCCGGCTCTCAAGAGGCATTGC 9828

Query 241 TGAACACCACAACTGACATCACACTCTATGGTGGTGCGGECTGGI TCCGGTAAGACGGITG 300

AR AR A RN AR RN ARNA AN AR
Sbj ct 9829 TGAACACCACAACTGACATCACACTCTATGGTGGT GCGGCTGGTTCCGGTAAGACGGT TG 9888

Query 301 CTATCCTGATGGATGCCCTTCAGCATAAAGATGACCCTGATTACTACGCTGTATTCTTCC 360
AR R A RN AN AR RN
Sbj ct 9889 CTATCCTGATGGATGCCCTTCAGCATAAAGATGACCCTGATTACTACGCTGTATTCTTCC 9948

Query 361 GTAAAAACACCACACAGT TATCAGGTGGTCTTTGGCCTGCCGCTAAAAAATTGTATGGCA 420
FEEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
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Sbj ct 9949
Query 421
Sbj ct 10009
Query 481
Sbj ct 10069
Query 541
Shj ¢t 10129
Query 601
Shj ¢t 10189
Query 661
Shj ct 10249
Query 721
Sbj ct 10309
Query 781
Sbj ct 10369
Query 841
Shj ct 10429
Query 901
Shj ct 10489
Query 961

Sbj ct 10549

GTAAAAACACCACACAGT TATCAGGT GGT CTTTGGCCT GCCGCTAAAAAAT TGTATGGCA

TGTTCCGEGEGAGT TCCACAT GAACAGAAGATGGTGATTCAATTCCCTTCTGGCGCATCAA

R RN AR AR AR R AR ARA AR
TGT TCGGGGGAGT TCCACATGAACAGAAGAT GGT GAT TCAAT TCCCTTCTGGCGCATCAA

TCAAGI TCTCTTACATGGAACT GGAAAAACACGCAGAAGCCCAT CAGGGTATCGAATACT

AR RN AR NERNA AR
TCAAGT TCTCTTACAT GGAACT GGAAAAACACGCAGAAGCCCAT CAGGGTATCGAATACT

CAGCAATTTATTGGGATGAGT TTACTCACTTCTCACAGAGT CAGGTTGATTACCTGATGA

AR RN
CAGCAATTTATTGGGATGAGT TTACTCACT TCTCACAGAGT CAGGT TGATTACCTGATGA

CTCGTATGCGT TCTGGT GCAGAT GGT GACT CGTACATGAAATGT TCGATGAACCCCGAAA

AR AR AR AN AR AN
CTCGTATGCGT TCTGGT GCAGATGGT GACTCGT ACATGAAATGT TCGATGAACCCCGAAA

GAGACCACTTCGTATATGCTTGGGTAGAGCCATTCCTTGATGAAGAGGGT TATCCTAATA

AR NN A R AN AN NRNAA AN,
GAGACCACT TCGTATATGCT TGGGTAGAGCCAT TCCT TGATGAAGAGGGT TATCCTAATA

ATGAACTTTGTGGTAAGACTCCCTGGT TTGT TATTCAGGAAGGTGTCATGTATTCTGATT

AR AR AR AR NN AR AR
ATGAACTTTGTGGTAAGACTCCCTGGT TTGT TATTCAGGAAGGTGTCATGTATTCTGATT

GCGACAGAGATGI TATTCTTCGI CAATTCCCATTAGAAATTCCACAGACATATACCTTTA

RN A A AN RN AN NRNANR AN
GGGACAGAGATGT TATTCTTCGCCAAT TCCCAT TAGAAAT TCCACAGACATATACCTTTA

TTTCTGGTACAATTGATGATAATCCAATTCTGGACTTTATCGAACCGAAATATCGTGGTA

AR RN AN AN AR
TTTCTGGTACAATTGATGATAAT CCAAT TCTGGACT TTATCGAACCGAAATATCGTGGTA

GACTTGAAAACAATACACCTATCAACGT TGCAAGACT TCGT TATGGT AACT GGAAAGCAA

R RN AN N EREA R
GACTTGAAAACAATACACCT ATCAACGT TGCAAGACT TCGT TATGGTAACT GGAAAGCAA

GGGCTGAAGGTTCAAGCT 978

AR AR
GGGCTGAAGGTTCAAGCT 10566

terminase large subunit (9585..11189)

/note="gp016"

/codon_start=1

/transl_table=11
/product="terminase large subunit"
/protein_id="AEJ81275.1"
/db_xref="GI:339507712"

10008

480

10068

540

10128

600

10188

660

10248

720

10308

780

10368

840

10428

900

10488

960

10548

/translation="MNLTEVKQQRLRDVQAVLAGTIKLEPAVVKLLAKYGKPVEKLLPSQILTLRKYTLEEVELL
MRLLTNKKFIAPQPGSQEALLNTTTDITLYGGAAGSGKTVAILMDALQHKDDPDYYAVFFRKNTTQLSGG
LWPAAKKLYGMFGGVPHEQKMVIQFPSGASIKFSYMELEKHAEAHQGIEYSAIYWDEFTHFSQSQVDYLM
TRMRSGADGDSYMKCSMNPERDHFVYAWVEPFLDEEGYPNNELCGKTRWFVIQEGVMYSDWDRDVILR
QFPLEIPQTYTFISGTIDDNPILDFIEPKYRGRLENNTPINVARLRYGNWKARAEGSSYFDRRWCQIVDSVDE
PASRVRAWDLAATLPSELNPDPDWTAGVKMSKGQKTGTFYIEHVKRFRDRPAGVEEGIQETAKADTSKVE
IFIPQDPGAAGKSYASGLIRKLALAGFRARARTTNKDKVTRFAPFSAVAESGHVKVVRGDWNDAYFTELE
GFTGDGKRKDDQVDATSDAFQSLNSRGVLKVPSMDNSLDMLRDNPFAGIKTT"
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M16. A H5K fégizolatum Term-F/R primerparral felszaporitott DNS szakaszanak szekvencia-
analizise

A H5K termindzt kodolo szakaszdnak nukleotid sorrendje

AGCAGCGTCTGAGGGACGTACAGGCCGTTTTAGCGGGTACTATCAAACTTGAGCCAGCAGTTGTAAAA
CTTCTCGCCAAGTATGGAAAGCCAGTTGAAAAACTGCTTCCAAGTCAAATCTTGACATTGAGAAAGTA
TACGCTTGAAGAGGTTGAACTTCTCATGAGGCTGTTGACAAATAAGAAGTTTATTGCCCCACAGCCCG
GCTCTCAAGAGGCATTGCTGAACACCACAACTGACATCACACTCTATGGTGGTGCGGCTGGTTCCGGT
AAGACGGTTGCTATCCTGATGGATGCCCTTCAGCATAAAGATGACCCTGATTACTACGCTGTATTCTTC
CGTAAAAACACCACACAGTTATCAGGTGGTCTTTGGCCTGCCGCTAAAAAATTGTATGGCATGTTCGG
GGGAGTTCCACATGAACAGAAGATGGTGATTCAATTCCCTTCTGGCGCATCAATCAAGTTCTCTTACAT
GGAACTGGAAAAACACGCAGAAGCCCATCAGGGTATCGAATACTCAGCAATTTATTGGGATGAGTTT
ACTCACTTCTCACAGAGTCAGGTTGATTACCTGATGACTCGTATGCGTTCTGGTGCAGATGGTGACTCG
TACATGAAATGTTCGATGAACCCCGAAAGAGACCACTTCGTATATGCTTGGGTAGAGCCATTCCTTGA
TGAAGAGGGTTATCCTAATAATGAACTTTGTGGTAAGACTCGCTGGTTTGTTATTCAGGAAGGTGTCAT
GTATTCTGATTGGGACAGAGATGTTATTCTTCGTCAATTCCCATTAGAAATTCCACAGACATATACCTT
TATTTCTGGTACAATTGATGATAATCCAATTCTGGACTTTATCGAACCGAAATATCGTGGTAGACTTGA
AAACAATACACCTATCAACGTTGCAAGACTTCGTTATGGTAACTGGAAAGCAAGGGCTGAAGGTTCAA
GCTATTTTGATAGAAGATGGTGATTTCCCA

Szekvencia 0sszehasonlitds

Erwinia phage vB_EamM-M7, complete genome

Sequence ID: gblHQ728263.11Length: 84694Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 9607 to 10585GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps  Strand

1761
bits(1952) 0.0 978/979(99%) 0/979(0%) Plus/Plus
Query 1 AGCAGCGT CTGAGGGACGT ACAGCCCGT TTTAGCGGEGTACTATCAAACTTGAGCCAGCAG 60

R R AR AR NARRAA AN
Sbj ct 9607 AGCAGOGTCTGAGGGACGTACAGGCCGT TTTAGCGGGTACTATCAAACTTGAGCCAGCAG 9666

Query 61 TTGTAAAACTTCTCGCCAAGTATGGAAAGCCAGT TGAAAAACTGCTTCCAAGTCAAATCT 120

R RN AN AR AR AR
Sbj ct 9667 TTGTAAAACTTCTCGCCAAGTATGGAAAGCCAGT TGAAAAACTGCTTCCAAGTCAAATCT 9726

Query 121  TGACATTGAGAAAGTATACGCT TGAAGAGGT TGAACTTCTCATGAGCCTGITGACAAATA 180

RN AR AN RN
Sbj ct 9727 TGACATTGAGAAAGTATACGCT TGAAGAGGT TGAACT TCTCATGAGGCTGI TGACAAATA 9786

Query 181  AGAAGITTATTGCCCCACAGCCCGGECTCTCAAGAGGCATTGCTGAACACCACAACTGACA 240

RN AR AR AR AR AN AR NN
Sbj ct 9787  AGAAGTTTATTGCCCCACAGCCCGGCT CTCAAGAGGCATTGCTGAACACCACAACTGACA 9846

Query 241  TCACACTCTATGGTGGT GCGGCTGGT TCCGGTAAGACGGT TGCTATCCTGATGGATGCCC 300

RN R AR AR RN A AN
Sbj ct 9847 TCACACTCTATGGTGGTGOGGCTGGT TCCGGTAAGACGGT TGCTATCCTGATGGATGCCC 9906

Query 301  TTCAGCATAAAGATGACCCTGATTACTACGCTGTATTCTTCCGTAAAAACACCACACAGT 360
R R R RN AR RN NN RN
Sbj ct 9907 TTCAGCATAAAGATGACCCTGATTACTACGCTGTATTCTTCCGTAAAAACACCACACAGT 9966

Query 361  TATCAGGTGGTCTTTGGCCTGCCGCTAAAAAATTGTATGGCATGT TCGGGGEGAGTTCCAC 420
EEEEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
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Sbj ct 9967 TATCAGGTGGTCTTTGGCCTGCCCCTAAAAAATTGTATGCCATGT TCGEEEGAGT TCCAC 0026

Query 421 ATGAACAGAAGATGGTGATTCAATTCCCTTCTGGCGCATCAATCAAGI TCTCTTACATGG 480

R RN AR RN ERARNARRA AN
Sbj ct 10027 ATGAACAGAAGATGGTGATTCAATTCCCTTCTGGCGCATCAATCAAGTTCTCTTACATGG 0086

Query 481 AACT GGAAAAACACGCAGAAGCCCATCAGGGTATCGAATACTCAGCAATTTATTGCGATG 540

AR RN RN RN NN AR RNRAAAEEE AN
Sbj ct 10087 AACTGGAAAAACACGCAGAAGCCCATCAGGGTATCGAATACTCAGCAATTTATTGGGATG 0146

Query 541 AGTTTACTCACTTCTCACAGAGT CAGGT TGATTACCTGATGACTCGTATCCGITCTGGTG 600

RN AR A RN AN AR
Sbj ct 10147 AGTTTACTCACTTCTCACAGAGT CAGGT TGATTACCTGATGACTCGTATGCGT TCTGGTG 0206

Query 601 CAGATGGTGACTCGTACATGAAAT GT TCGAT GAACCCCGAAAGAGACCACTTCGTATATG 660

R AR AN RNARERRNA AR
Sbj ct 10207 CAGATGGTGACTCGTACATGAAATGT TCGATGAACCCCGAAAGAGACCACTTCGTATATG 0266

Query 661 CTTGGGTAGAGCCATTCCTTGATGAAGAGGGT TATCCTAATAATGAACTTTGTGGTAAGA 720

R R RN R RN AN NERRAAEEEAAAE
Sbj ct 10267 CTTGGGTAGAGCCATTCCTTGATGAAGAGGGT TATCCTAATAATGAACTTTGTGGTAAGA 0326

Query 721 CTCGCTGGTTTGI TATTCAGGAAGGT GTCATGTATTCTGATTGCGACAGAGATGI TATTC 780

R AR R AN AN NNy
Sbj ct 10327 CTCGCTGGTTTGITATTCAGGAAGGT GTCATGTATTCTGATTGGGACAGAGATGTTATTC 0386

Query 781 TTCGTCAATTCCCATTAGAAATTCCACAGACATATACCTTTATTTCTGGTACAATTGATG 840

AN RN RN SN ENAREEEAA RN
Sbj ct 10387 TTCGCCAATTCCCATTAGAAATTCCACAGACATATACCTTTATTTCTGGTACAATTGATG 0446

Query 841 ATAATCCAATTCTGGACTTTATCGAACCGAAATATCGTGGTAGACTTGAAAACAATACAC 900

NN RN R AR AN RN RNy
Sbj ct 10447 ATAATCCAATTCTGGACTTTATCGAACCGAAATATCGT GGTAGACT TGAAAACAATACACL0506

Query 901 CTATCAACGT TGCAAGACT TCGT TATGGT AACT GGAAAGCAAGGGECTGAAGGTTCAAGCT 960

RN RN R RN AR AR
Sbj ct 10507 CTATCAACGT TGCAAGACT TCGT TATGGTAACT GGAAAGCAAGGGCT GAAGGT TCAAGCT10566

Query 961  ATTTTGATAGAAGATGGIG 979

NERRRRN AR
Sbj ct 10567 ATTTTGATAGAAGATGGTG 10585

terminase large subunit (9585..11189)

/note="gp016"

/codon_start=1

/transl_table=11

/product="terminase large subunit"

/protein_id="AEJ81275.1"

/db_xref="GI:339507712"
/translation="MNLTEVKQQRLRDVQAVLAGTIKLEPAVVKLLAKYGKPVEKLLPSQILTLRKYTLEEVELL
MRLLTNKKFIAPQPGSQEALLNTTTDITLYGGAAGSGKTVAILMDALQHKDDPDYYAVFFRKNTTQLSGG
LWPAAKKLYGMFGGVPHEQKMVIQFPSGASIKFSYMELEKHAEAHQGIEYSAIYWDEFTHFSQSQVDYLM
TRMRSGADGDSYMKCSMNPERDHFVY AW VEPFLDEEGYPNNELCGKTRWFVIQEGVMYSDWDRDVILR
QFPLEIPQTYTFISGTIDDNPILDFIEPKYRGRLENNTPINVARLRYGNWKARAEGSSYFDRRWCQIVDSVDE
PASRVRAWDLAATLPSELNPDPDWTAGVKMSKGQKTGTFYIEHVKRFRDRPAGVEEGIQETAKADTSKVE
IFIPQDPGAAGKSYASGLIRKLALAGFRARARTTNKDKVTRFAPFSAVAESGHVKVVRGDWNDAYFTELE
GFTGDGKRKDDQVDATSDAFQSLNSRGVLKVPSMDNSLDMLRDNPFAGIKTT"
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M17. A H2A féagizoldtum Mu-F/R primerparral felszaporitott DNS szakaszdnak szekvencia-
analizise

A H2A Mu-szerii profdg proteint kodolo régiojanak nukleotid sorrendje

TTGAGCTAGGTTTCATGAGAAGGTCATCAAAGGTTTACAAAGGGTTGAAAAGACTGCTATGGCAGCAG
CAACCCGAATTGAAAACCGCCTCAACAAAGCCGTATCAATCGACGGGAACAAGTCTAAAGCTGGTTTC
GATAAGATTGTACGAAACGCTCAAACCGCTGCTAACAGTGTTAACAGGGCTTTCTCCAAGAGTATGGA
TTTTGGGAATGCTGGTAAGGCTTCCGTGAAGGGCGTAGAAACGGCTGCAAGAGCCTCTGCAAAGCGTA
TTAAGAAAGAGATGCAGGATGCCTTTAACGTTCGTGGTAATGGGCGTGGAGGCGGTTCTGGAGGCTCT
GGAGGGGGTAGACCTCCGAGAGGTGGTAGCGGTAGTGGTGGAGGTTCTTCTAACTCTGCTGCACGTTC
AATTGAAAGAACCTACTCAAACAACTACTATTCTGGTCTGACACGTAAACTGGAAAGTATGGGTGTTC
GTGGTCAGGGTCTTGCTGGTAAGTTTCGTTCAGACATTACAGGTCTTCGTGATGAAGCACTGAAAAAC
CCTGCAACGAACTTAGCAAACTATAACATGCAAGTCAAGGCATCTATCGACGCTATGAAGCGTTGGAT
TTCTGCTGAGAATGCTGAGGCTAAGGCTCGTCGTGAACAGACATGGCTTCTGGGACAGAG

Szekvencia 0sszehasonlitds

Erwinia phage vB_EamM-M7, complete genome
669/673(99%)

Query 1 TTGACCTAGGT TTC- ATGAGAAGGT CATCAAAGGT TTACAAAGGGT TGAAAAGACTCCTA 59

R AR AR RN AR RN AR
Sbj ct 20894 TTGAGCTAGGT TTCAATGAGAAGGT CATCAAAGGT TTACAAAGGGT TGAAAAGACTGCTA20953

Query 60 TGGCAGCAGCAACCCGAAT TGAAAACCGCCT CAACAAAGCCGTATCAATCGACGGGAACA 119

R R AR AR AR AR NN
Sbj ct 20954 TGGCAGCAGCAACCCGAAT TGAAAACCGCCTCAACAAAGCCGTAT CAATCGACGGGAACA21013

Query 120  AGTCTAAAGCTGGTTTCGATAAGATTGTACGAAACGCTCAAACCGCTGCTAACAGTIGITA 179

RN R R AR RN ARARRAREAAAERNANAY
Sbj ct 21014 AGTCTAAAGCTGGITTCGATAAGATTGTACGAAACGCTCAAACCGCTGCTAACAGTGTTA21073

Query 180 ACAGGCCTTTCTCCAAGAGTATGGATTTTGGGAATGCTGGTAAGCCTTCCGTGAAGEECG 239

R RN AN AR RN NAREA RN
Sbj ct 21074 ACAGGGCTTTCTCCAAGAGTATGGATTTTGGGAATGCTGGTAAGGCT TCOGT GAAGGGCG21133

Query 240 TAGAAACGGCT GCAAGAGCCT CTGCAAAGCGT ATTAAGAAAGAGATGCAGGATGCCTTTA 299

AR AN R RN R AN RANANRNEAA NN
Sbj ct 21134 TAGAAACGGCTGCAAGAGCCT CTGCAAAGCGTAT TAAGAAAGAGAT GCAGGATGCCTTTA21193

Query 300  ACGITCGIGGTAATGGECGT GGAGGCGGT TCTGGAGGCT CTGGAGGGEEGTAGACCTCCGA 359

RN R RN AR AR RN A AR
Sbj ct 21194 ACGTTCGTGGTAATGGGOGT GGAGGCGGT TCTGGAGGCT CTGGAGGGGGTAGACCTCCGA21253

Query 360 GAGGT GGTAGCGGT AGTGGTGGAGGT TCTTCTAACTCTGCTGCACGT TCAATTGAAAGAA 419

AR RN RN NREA AN
Sbj ct 21254 GAGGTGGTAGCGGTAGTGGTGGAGGT TCTTCTAACTCTGCT GCACGT TCAATTGAAAGAA21313

Query 420 CCTACTCAAACAACTACTATTCTGGTCTGACACGTAAACT GGAAAGTATGGGTGITCGTG 479

R AR R AR AR AREAR ARy
Sbj ct 21314 CCTACTCAAACAACTACTATTCTGGTCTGACACGTAAACT GGAAAGTATGGGTGTTCGTG21373

Query 480 GICAGGGTCTTGCTGGTAAGT TTCGT TCAGACATTACAGGTCTTCGTGATGAAGCACTGA 539

AR R A N N AR AR A AR
Sbj ct 21374 GTCAGGGTCTTGCTGGTAAGT TCCGT TCAGATAT TACAGGT CTTCGT GATGAAGCACTGA21433

Query 540 AAAACCCTGCAACGAACTTAGCAAACTATAACATGCAAGT CAAGCCATCTATCGACGCTA 599

R R E N ANE AN RERARNRRANE AR
Sbj ct 21434 AAAACCCTGCAACGAACT TAGCAAACT ATAACAT GCAAGT CAAGGCATCTATCGACGCTA21493
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Query 600  TGAAGCGITGGATTTCTGCTGAGAAT GCTGAGGCTAAGGCTCGTCGTGAACAGACATGEC 659

R RN R AR R AN AR RN
Sbj ct 21494 TGAAGCGT TGGATTTCTGCTGAGAATGCT GAGGCTAAGGCT CGTCGT GAACAGACATGGC21553

Query 660 TTCTGGGACAGAG 672

HERARRAN
Sbj ct 21554 TTCTGG ACAGAG 21565

M18. A H5K fégizoldtum Mu-F/R primerparral felszaporitott DNS szakaszdnak szekvencia-
analizise

A H5K Mu-szerti profdag proteint kodolo régiojdanak nukleotid sorrendje

GTTTCATGAGAAGGTCATCAAAGGTTTACAAAGGGTTGAAAAGACTGCTATGGCAGCAGCAACCCGA
ATTGAAAACCGCCTCAACAAAGCCGTATCAATCGACGGGAACAAGTCTAAAGCTGGTTTCGATAAGAT
TGTACGAAACGCTCAAACCGCTGCTAACAGTGTTAACAGGGCTTTCTCCAAGAGTATGGATTTTGGGA
ATGCTGGTAAGGCTTCCGTGAAGGGCGTAGAAACGGCTGCAAGAGCCTCTGCAAAGCGTATTAAGAA
AGAGATGCAGGATGCCTTTAACGTTCGTGGTAATGGGCGTGGAGGCGGTTCTGGAGGCTCTGGAGGG
GGTAGACCTCCGAGAGGTGGTAGCGGTAGTGGTGGAGGTTCTTCTAACTCTGCTGCACGTTCAATTGA
AAGAACCTACTCAAACAACTACTATTCTGGTCTGACACGTAAACTGGAAAGTATGGGTGTTCGTGGTC
AGGGTCTTGCTGGTAAGTTTCGTTCAGACATTACAGGTCTTCGTGATGAAGCACTGAAAAACCCTGCA
ACGAACTTAGCAAACTATAACATGCAAGTCAAGGCATCTATCGACGCTATGAAGCGTTGGATTTCTGC
TGAGAATGCTGAGGCTAAGGCTCGTCGTGAACAGACATGGCTTCTGGGACAGAGA

Szekvencia osszehasonlitds

Erwinia phage vB_EamM-M7, complete genome

Sequence ID: gblHQ728263.1|Length: 84694Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 20853 to 21556GenBankGraphics Next Match Previous Match

Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps  Strand

1247
bits(1382) 0.0 699/704(99%) 0/704(0%) Plus/Plus
Query 1 GAGGTAGT GAATGGCTAAATACACAGT TGATGAATTCGTAATTGAGCTAGCGTTTCATGA 60

AR RN AR AN ERAANRR AR
Sbj ct 20853 GAGGTAGTGAATGGCTAAATACACAGT TGATGAATTCGTAATTGAGCTAGGT TTCAATGA20912

Query 61 GAAGGT CATCAAAGGT TTACAAAGGGT TGAAAAGACT GCTATGGCAGCAGCAACCCGAAT 120

RN AR AR AN NN
Sbj ct 20913 GAAGGTCATCAAAGGT TTACAAAGGGT TGAAAAGACT GCTATGGCAGCAGCAACCCGAAT20972

Query 121  TGAAAACCGCCTCAACAAAGCCGTATCAATCGACGGGAACAAGTCTAAAGCTGGTTTCGA 180

R AR AR RN RN RAA AR AR
Sbj ct 20973 TGAAAACCGCCTCAACAAAGCCGTATCAATCGACGGGAACAAGT CTAAAGCTGGTTTCGA21032

Query 181  TAAGATTGIACGAAACGCTCAAACCGCTGCTAACAGTGTTAACAGGGCTTTCTCCAAGAG 240

AR AR AR AR AN RARRNRRAA R
Sbj ct 21033 TAAGATTGTACGAAACGCTCAAACCGCT GCTAACAGT GT TAACAGGGCT TTCTCCAAGAG21092

Query 241 TATGGATTTTGGGAATGCTGGTAAGGCT TCCGT GAAGGGCGTAGAAACGECTGCAAGAGC 300

N AR AR A AR AR AR
Sbj ct 21093 TATGGATTTTGGGAATGCTGGTAAGGCT TCOGT GAAGGGCGTAGAAACGGCT GCAAGAGC21152
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Query 301 CTCTGCAAAGCGTATTAAGAAAGAGAT GCAGGATGCCTTTAACGT TCGTGGTAATGGECG 360

R A R RN AR AR
Sbj ct 21153 CTCTGCAAAGCGTATTAAGAAAGAGAT GCAGGATGCCTTTAACGT TCGTGGTAATGEGCG21212

Query 361  TGGAGGCGGT TCTGGAGGCT CTGGAGGEGEGT AGACCT CCGAGAGGT GGTAGCGGTAGIGG 420

R AR R AN AR
Sbj ct 21213 TGGAGGCGGT TCTGGAGGCT CTGGAGGGGGT AGACCT CCGAGAGGT GGTAGCGGTAGI GG21272

Query 421  TGGAGGITCTTCTAACTCTGCTGCACGT TCAATTGAAAGAACCTACTCAAACAACTACTA 480

R R AR AR R AR AR RN
Sbj ct 21273 TGGAGGTTCTTCTAACTCTGCTGCACGT TCAATTGAAAGAACCTACT CAAACAACTACTA21332

Query 481 TTCTGGT CTGACACGTAAACT GGAAAGTATGCGTGT TCGTGGTCAGGGTCTTCGCTGGTAA - 540

AR AR R AR AR A Ay
Sbj ct 21333 TTCTGGTCTGACACGTAAACT GGAAAGTATGGGT GT TCGT GGTCAGGGTCTTGCTGGTAA21392

Query 541 GITTCGT TCAGACATTACAGGT CTTCGT GATGAAGCACT GAAAAACCCTGCAACGAACTT 600

R AR AR AR AN A NN AR
Sbj ct 21393 GTTCCGTTCAGATATTACAGGT CTTCGT GATGAAGCACT GAAAAACCCTGCAACGAACT T21452

Query 601 AGCAAACTATAACAT GCAAGT CAAGGCATCTATCGACGCTATGAAGCGT TGGATTTCTGC 660

AR AR RN AR AR
Sbj ct 21453 AGCAAACTATAACATGCAAGT CAAGGCATCTATCGACGCTATGAAGCGT TGGATTTCTGC21512

Query 661  TGAGAATGCTGAGGCTAAGGCTCGICGTGAACAGACATGECTTC 704

RN ARy
Sbj ct 21513 TGAGAATGCTGAGGCTAAGGCT CGTCGT GAACAGACATGGCTTC 21556

M19. Az 'Idared’ fajtan végzett (2012) viragkisérletek valos ideju (,real-time”) PCR vizsgalata
sordn alkalmazott kalibracids gorbe és a hozzétartoz6 adatok.

35

30 -
25 y =-3,1245x + 31,422

20 4 R? = 0,9992

15 : : : : : : :
-0,50 0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50

H2A+Ea 30,09 1,16 2,67 0,10
H5K+Ea 29,42 1,60 4,36 0,24
H7B+Ea 30,76 1,63 1,62 0,09
Kombinacié 30,47 1,27 2,01 0,08
Ea 29,18 1,35 5,21 0,24
H20 33,65 2,30 0,19 0,01
higitas: 10x
0 konc | log(konc) cp
1/7 -2 1000,00 3,00 22,07 y=ax+b
173 | 10000 | 200 | 25,06 a: 312
1/7 -4 10,00 1,00 28,45 b: 3142
1/7-5 1,00 0,00 31,36
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