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1. BEVEZETES

Az almatermésiiek tizelhaldsa a Rosaceae csalddba tartozé szdmos novényfaj legsilyosabb
baktériumos betegsége. Korokozéja az Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al. (1920)
novénypatogén baktérium, mely a szdméra optimélis id6jarasi feltételek esetén nagymértékii
gazdasagi karokat képes el6idézni alma-, korte- €s birsiiltetvényekben, valamint fogékony
disznovényeken. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban honos kérokozé az 1950-es évek
kozepén jelent meg eldszor Eurdpdban, Magyarorszagon 1995-ben azonositottdk elséként egy
Nyarldrinc térségében levo alma iiltetvénybdl (Hevesi 1996).

Jelenleg e betegség elleni hatékony védekezés — az eddigi legeredményesebb védekezési
modnak, a virdgzaskori sztreptomicin antibiotikummal végzett kezelésnek a betiltdsa oOta -
nem megoldott. A tiltd rendelkezés azonban, mely tobb orszdg mellett hazankban is
érvényben van, szadmos alternativ védekezési stratégia kutatdsdhoz vezetett, melyek egyike a
bakteriofagok haszndlatara épiil.

A bakteriofdgok, azaz a baktériumok virusai, kordbban mér szdmos vizsgdlatban
bizonyultak hatékonynak kiilonb6z0 bakteridlis eredetl novényi betegségek, koztik az
almatermésiiek tiizelhaldsa ellen is (Jones és mtsai. 2007, Nagy és mtsai. 2012). Az E.
amylovora baktérium hazankban karantén koérokozod, ezért szabadfoldi kisérletek végzése e
kérokozéval nem engedélyezett. A Magyar Tudomédnyos Akadémia, Agrartudomanyi
Kutatokozpont, Novényvédelmi Intézet Biotechnoldgiai osztidlyanak akkreditalt Erwinia-
laboratériumédban végzett in vitro kisérleteink célja a hazai E. amylovora bakteriofagok
izoldlasat, jellemzését és azok E. amylovora-ra kifejtett hatdsdnak a vizsgdlatit magdba

foglal6 E. amylovora elleni bakteriofdg-alapu bioldgiai védekezés megalapozasa.



2. CELKITUZESEK

Munkank soran a kovetkezo célokat tiztiik ki:

E. amylovora-specifikus bakteriofdgok magyarorszagi gylijtése és izoldldsa a tlizelhalds

elleni bioldgiai védekezésben vald felhasznaldsuk vizsgalata céljabol

e Az izoldlt hazai figok jellemzése és az Amerikai Egyesiilt Allamokban gytijtott néhdny E.

amylovora-specifikus fagtorzzsel torténd dsszehasonlitdsa

e A leghatékonyabb féagizoldtumok kivalasztisa, a fagok E. amylovora baktérium
szaporodasdra gyakorolt hatdsdnak in vitro vizsgdlata kiilonbozé tesztnovényeken és
novényi mintdkon

e Az E. amylovora fagok névénybe jutdsdnak, és novényen beliili szallitddasanak tisztizasa,

valamint a tlizelhalés tiineteire gyakorolt hatdsdnak vizsgélata



3. ANYAG ES MODSZER

Fagizolatumok, fagtorzsek és tesztbaktériumok

Fagizoldtumainkat Magyarorszdg kiilonboz0 foldrajzi teriileteirdl, tlizelhalds tiineteit
mutato kiillonbozd gazdanovényekrdl (alma, korte és birs) izoléltuk.

Plakkmorfoldgiai €s molekuldris Osszehasonlitd vizsgalatainkhoz referenciatorzsként 4
fagtorzset (PEalh, ®Eal00, ®Eal04, ®Eal16) hasznéltunk, amelyeket az Amerikai Egyesiilt
Allamokban izoléltak (Ritchie és Klos 1975, Schnabel és Jones 2001).

Vizsgalatainkba 27 magyarorszagi E. amylovora izolatumot, 9 egyéb E. amylovora torzset
€s 4 mas Erwinia fajt (E. billingiae Eb661, E. persicina, E. rhapontici CFBP 3618T, E.
tasmaniensis Et1/99), tovdbba 6 Pantoea agglomerans izolatumot és torzset, 3 Pantoea faijt,
valamint 8 egyéb baktériumfajt, illetve torzset (Agrobacterium tumefaciens CS58,
Agrobacterium vitis F2/5, Escherichia coli DHS50, Xanthomonas campestris pv. zinniae,
Pseudomonas cichorii, Pseudomonas syringae pv. syringae H9, Pectobacterium carotovorum

subsp. carotovorum 19111, Pectobacterium carotovorum subsp. atroseptica D2) vontunk be.

Fagizolalas és tisztitas

Az izolalast Crosse és Hingorani (1958) modositott médszerével végeztiik, a fagok
felszaporitdsdhoz hazai E. amylovora izolatumokat (Eal2, Eal8, Ea26) haszndlva. A fagok
kimutatdsa, az izoldtumok tisztitdsa és titerének meghatdrozdsa az Adams-féle dupla agar

réteg és az Adams-féle cseppteszt mdodositott médszereivel tortént (Adams, 1959).
A fagizolatumok jellemzése

Plakkmorfologia

Az izoldlas sordn nyert 22 bakteriofdg izoldtumot a moddositott Adams-féle dupla agar
réteg modszerrel a tesztbaktériumot (EaCFBP1430 E. amylovora torzs) tartalmazo, 1%
szacharézzal kiegészitett, LBA fedd lemezre szélesztettilk. Végiil az egy napos, 28°C-on
torténd inkubdciot kovetden kialakult plakkok mérete és a plakkokat koriilvevd sav szélessége

alapjan jellemeztiik az izolatumokat.

Fdagpartikulum morfologia
A fagok rendszertani besoroldsdnak egyik alapja a virus partikulumok morfolégiai

jellemzése, vagyis a fagok feji és farki része alakjanak és méretének elektronmikroszképpal



torténd vizsgdlata. A megtisztitott friss faglizaitumokat (19 izoldtumot) tartalmazé mintdkat
negativ festési eljarassal, Gill és mtsai. (2003) modszere alapjan, Morgagni 268D tipusu

transzmisszids elektronmikroszképpal (TEM) vizsgéltuk.

PCR vizsgdlat

Huszonegy fagizolatumunk PCR vizsgalataiban az EPS depolimerdz, a holin, a lizozim, a
termindz, a peptiddz és a Mu-szert profag proteinekre, a ®Ealh, ®Eal00 és ®Eal04 amerikai
fagtorzsek meghatarozott genomi szakaszaira, valamint a ®Ealh, illetve a ®EaH2 ismert
genomu hazai fagtorzs kapszid génjeire, az Ea7/74 fagtorzs amsF génjére és a ®EaH2 amsF
gén-szerl régidjara specifikus indité-szekvencidkat hasznaltunk. A polimeraz lancreakciéhoz
az egyes megtisztitott fagszuszpenzidokbdl natrium-azidos (NaNj) feltardassal nyert DNS

szolgalt templatként.

Szekvencia-analizis

Eddigi vizsgalataink hét hazai fagizolatumunk genomjanak depolimerdzt kodold
szakaszaira és két hazai fagizolatum (H2A, HS5SK) genomjdnak részleges nukleotid
sorrendjének meghatarozasara terjedtek ki. A H2A fagizolatum esetén a peptiddz, a Mu-szer(i
profag protein €s a termindz, a HSK fagnal a Mu-szerii profag protein és a termindz génekre
specifikus indit6-szekvencidkkal PCR soran felszaporitott DNS szakaszokat vizsgéltuk. Az
elOkészitett mintdk szekvencidit meghataroztattuk, a kapott nukleotid sorrendeket
kiértékeltiik, majd Osszevetettik a nemzetkozi adatbazisban taldlhat6 homoldg

szekvenciakkal.

Gazdakorvizsgdlat

Tizenhat hazai fagizolatumunkat vizsgaltuk. Adams-féle moddositott csepptesztet
alkalmazva allapitottuk meg az adott tesztbaktériumok (10* CFU ml™) faggal (10° PFU ml™")
szembeni fogékonysdgat. A tesztbaktériumok fogékonysdga az indikator baktériumot
tartalmaz6 fels@ agar rétegen kialakult plakkok tisztasdga alapjan feléllitott hdromfokozata
skalaval keriilt jellemzésre, ahol a ’++  a tiszta plakkot; a ’+’ a homadlyos vagy zavaros

plakkot és a ’- a plakk hidnyat jelolte.



Fagok és fag kombinaciok Erwinia amylovora baktériumra gyakorolt hatasanak in vitro
vizsgalata

Fag hatasvizsgalat folyadékkultirdban

Uvegcsovekbe kimért LB tdpoldatba 1 ml fagszuszpenziét (10" PFU ml™), illetve az adott
fagszuszpenziok kombinacidjdnak 1:1 ardnyd keverékét és 1 ml tesztbaktériumot
(sztreptomicin-rezisztens E. amylovora Eal/79Sm torzs, 10° CFU ml") mértiink be, majd
28°C-on 22 6rén at razattuk. A folyékony kultdrdk fénytorését 600 nanométeren mértiik, majd

a kapott OD (optical density) értékek (ODgoo) alapjan értékeltiik a kisérletet.

Fdg hatdsvizsgdlat alma-és birsvirdgon

A folyadékkultirds vizsgdlatban leghatékonyabbnak bizonyult fagizoldtumokat (H2A,
HS5K és H7B) és azok harmas kombinaciéjanak (H2ZA+HS5K+H7B) baktériumszam-csokkentd
hatdsét teszteltiik kiillonbozo tlizelhalds-fogékonysdgi almafajtak ('Idared’, 'Golden delicious
Reinders', 'Gala Schniga', Pinova') és egy fogékony birsfajta (‘Berecki') virdgain. A ballon
fenofdzisban gytijtott, egyenként 1%-os szachar6z oldattal feltoltott kis csovekbe helyezett,
majd kb. 12 ¢6ra alatt kinyilt virdgok bibéjére egy iddben pipettaval juttattuk ki a fagos
kezelések sordn a faglizatum (10" PFU ml") és baktérium-szuszpenzié (E. amylovora
Eal/79Sm torzs, 5 x 10° CFU ml™) 1:1 ardnyd keverékét 20 ul végtérfogatban és 4 napig,
80%-o0s paratartalom mellett, novényneveld kamraban inkubdltuk Oket. A kezelésenkénti
mintaszam 15 (pozitiv kontrollndl 20) volt.

Az inkubdécioét kdvetden a virdgokrol eltavolitottuk a szirmokat €s a virdgszarat és bibékkel
lefelé, egyenként steril Eppendorf csovekbe helyeztiik azokat. Egy ml steril bidesztilldlt vizet
pipettaztunk rdjuk, majd 10 perc 22-23°C-on val6 inkubdciot kovetden centrifugaltuk. A
baktérium-visszaizoldldsi folyamat végén nyert vizes szuszpenzidt Osszekevertik és
higitottuk, majd 50 pl 10000-szeres higitdsi vizes baktérium-szuszpenziét S500ppm
sztreptomicin tartalmid LBA (LBAsosm) tdptalaj felszinére pipettdztunk, majd tivegbottal
szélesztettiik. Két nap, 28°C-on, sététben val6 inkubdciét kovetden a kialakult telepek szama
alapjan értékeltiik az adott kisérletet.

Az 'ldared' fajta 2012-es mintdiban az E. amylovora titerét valés idejii PCR alkalmazdsaval
is vizsgaltuk. A viszonyitasi alapul szolgalo E. amylovora kontroll higitasokat és a kezelt
virdgokrdl a visszaizoldldsi procedira végén nyert mintikat Na-aziddal feltirva jutottunk
DNS templdthoz. A PCR reakcidhoz az E. amylovora-ra jellemzd pEA29 plazmidra
specifikus P29TF (5 CACTGATGGTGCCGTTG 3" és P29TR (5'



CGCCAGGATAGTCGCATA 3') primereket (Salm és Geider 2004) hasznaltuk. A kapott

eredményeket Osszevetettiik a baktériumtelep-szamlalasi adatokkal.

Fag hatasvizsgadlat éretlen korteszeleten

A viragkisérletek sordn is tesztelt fagizolatumok és kombindcidjuk baktérium-visszaszorito
hatdsét teszteltiik harom kortefajta ("Conference’, *Dr. Guyot Gyula’, ’Erdei vajkorte’) zold
gylimolcsszeletein. A 0,5 cm vastagsagura vagott korteszeleteket (6 darab/kezelés), iiveg Petri
csészékben elhelyezve az adott kezelésnek megfelelé 10 ml fagszuszpenzidban (10'? PFU ml
Y, vizben, illetve sztreptomicin oldatban (100 ppm) éztattuk, oldalanként 5-5 percig, majd
mesterségesen inokuldltuk a kérokoz6 baktérium (Eal/79 vad tipust E. amylovora torzs) 10
ul-ét (5 x 10° CFU ml™) a szeletek kdzepére pipettizva. A szeleteket 4 napig inkubaltuk a
lefedett Petri csészékben, novényneveld kamraban.

Az inkubécidt kovetden a fertdz€és eredményeként megjelent tiinetek silyossiagét egy eldre
felallitott bonitalasi skéla alapjan értékeltiik, ahol az egyes értékek a kovetkezOknek feleltek
meg: (0) tiinetmentes; (1) az inokuldcié helye koriil a szelet kozepe barna, nyalkacseppes;
majd fokozod6 nyélkakivalds 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.

Fag hatasvizsgadlat disznovényeken

A vizsgilatban a H2A, H4A és HS5A féagizolatumok, valamint azok harmas
kombindacidjanak (H2A+H4A+HSA) baktérium-visszaszorité hatasét teszteltiik E. amylovora-
ra fogékony tliztovis, kerti madérbirs, hdzi berkenye, és egybibés galagonya teljes virdgzdsban
lemetszett vesszdin. A vizbe helyezett lemetszett vesszoket az egyes fagizolatumokkal kiilon-
kiilon, illetve ezek kombindciGjénak vizes szuszpenziéjaval (10* PFU ml™"), majd 20 perc
elteltével baktérium-szuszpenziéval (E. amylovora Eal/79Sm, 10° CFU ml™) permeteztiik és
4 napig, novényneveld kamraban inkubdltuk.

A fagkezelések hatdsa a szerint keriilt értékelésre, hogy 100 véletlenszerlien kivélasztott

virdgbdl hany darabndl volt megfigyelhetd vacokbarnulas (fert6zés %).



A fagkezelés hatékonysaganak potenciilis fokozasara iranyulé vizsgalatok: fagok
novénybe jutasa, transzlokacioja és az E. amylovora okozta tiinetekre gyakorolt hatasa

A fdagok transzlokdcios képességének alma csiranovényekben torténd vizsgdlata —
elokisérlet

A HS5K féagizolatum gyokéren keresztiil valo felvételét teszteltiik steril koriilmények kozott
nevelt 6t hdénapos almamagoncokon. A steril bidesztillalt vizbe helyezett (hidroponikus
kultira), illetve a novényneveld perlites kozegben maradt tesztnovényekhez (5
ndvény/kezelés) a figos kezeléseknél vizes fagszuszpenziét (10" PFU ml') adtunk. Az
egyszeri kezelést kovetden két idopontban vettiink mintat, a novények felsd szarrészét és
leveleit egyiittesen feltarva. Szamolva azzal, hogy a kijuttatott fagszuszpenzio titere esetleg a
kozvetlen visszaizoldldssal kimutathaté szint ald siillyed, a kétnapos inkubécié utdn vett
mintdk 200-200 pl-ét tovdbbi négy napig, baktériumkultdraval (E. amylovora Eal/79Sm)
LBsgosm tdpoldatban egyiitt razattuk.

A fagok kimutatdsara az Adams-féle cseppteszt modositott véltozatit hasznaltuk.

Fagok szdllitéddsa alma csiranévényekben

A fagszuszpenzidkat (®Eal04 és H5K, 10" PFU ml"') kétféle médon juttattuk ki a
tesztnovényekhez (17-18 hetes almamagoncok): a perlit felszinére pipettazva (10 ml/ndvény),
illetve a novény fold feletti részére permetezve (500 ul/novény). A kezelésenkénti 15
novénybdl 3-3 szolgdlt mintdul, 1, 2, 3, 5 és 7 nappal a kezelést kovetéen. A gyokérzéna
kezelése esetén mintavételkor kiilon a novények also, sziklevél alatti, illetve a felsd, leveles
szarrésze, mig a fold feletti részekre vald kipermetezést kovetden a novények gyokérzete lett
feltirva SM pufferben (100 mmol 1" NaCl, 8 mmol 1" MgSO, - 7H,0, 50 mmol 1" Tris-Cl (1
mol 1'1, pH 7.,5), 0,002% (w/v) zselatin) steril mozsarban elhomogenizilva az egyes mintdkat.

A fagok kimutatdsa az Adams-féle cseppteszt modositott véltozatdval tortént kdzvetleniil a
mintavétel utdn, illetve tovabbi két napon at tarté fag-felszaporitdsi eljarast kovetden.
Tovabba a szélesztéssel plakkot add pozitiv mintdkban a fagok jelenlétét PCR mddszerrel is
vizsgaltuk. A HS5K fagizolatum kimutatdsdra egy, a termindz génre specifikus indit6-
szekvenciapart, mig a ®Eal04 fagtorzs esetében egy specifikus, dltalunk tervezett primerpart

hasznaltunk.



A fagok hatisa az E. amylovora okozta tiinetekre - alma csirandvények
gyokérzondjdhoz, illetve fold feletti részeire juttatva ki a fagokat

A transzlokécids kisérlethez hasonld kétféle modon juttattuk ki a fagokat hisz hetes,
perlitben nevelt almanovényekhez. Médsnap a negativ kontrollok kivételével mesterségesen
megfertdztilk a magoncokat: a 2-3. legfiatalabb levél hoénaljdba baktérium-szuszpenziét
(Eal/79Sm E. amylovora torzs, 10 pl, 5 x 10° CFU ml™) pipettaztunk, majd steril injekcids
tivel a baktériumcseppen keresztiill megszirtuk a novény szovetét. Fagizolatumonként
(PEal04 és H5K,) hdrom ndvény vett részt egy-egy kezelésben mindkét (10°, illetve 10"
PFU ml"' ) alkalmazott fagszuszpenzié-koncentricié esetén. A kialakult betegségtiinetek
mértékét a fertdzést kovetd 5. €s 13. napon, 0-5-ig terjedd bonitélési skéla alapjan értékeltiik,
ahol az egyes értékek a kovetkezoket jelentették: (0) nincs tiinet; (1) a fertdzés helye barnés
fekete; (1,5) a fert6zés helye koriil a levélnyél 1/3 része barnds fekete; (2) a fert6zés helye
koriil a levélnyél 1/2 része barnds fekete és hervadt a novény; (2,5) a teljes levélnyél barnds
fekete €s hervadas jellemzd; (3) a fert6zés helye koriil a szdr is barnds fekete; (3,5) a novény
1/4 részére kiterjedt nekrozis; (4) a novény 1/3 részére kiterjedt nekrdzis; (4,5) a novény 1/2

részére kiterjedt nekrézis; (5) széles korli nekrdzis.

A fagok hatdsa az E. amylovora okozta tiinetekre - a fagokat alma csirandvények
sziklevelébe injektdlva

A fagok vizes szuszpenzi6jat (PEal04 és HSK, 10" PFU ml') nyolc hetes alma
csirandvények egyik sziklevelébe injektaltuk. Kozvetleniil ez utidn (a negativ kontrollok
kivételével) megfertoztik a novényeket 10 pl baktérium szuszpenziét (Eal/79Sm E.
amylovora torzs, 10° CFU ml™) cseppentve a figok oldatdval teljesen atitatott sziklevelek
szinére, majd a cseppen keresztiil ismét megszirtuk a novény szovetét. Egy Ot napos
inkubdcié utdn a szikleveleken kialakult tlizelhalds tiinetek mértékét megfigyeltiik és 0-5-ig
terjedd bonitélési skéla alapjan értékeltiik: (0) ép, zold sziklevél; (0,5) aprd, 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.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Fagizolalas
Osszesen 22 figizoldtummal rendelkeziink, melyek koziil eddig 16 izoldtum lett

széleskorlien is megvizsgalva.

A fagizolatumok jellemzése

Plakkmorfologia

A fagizolatumok 4ltal tesztbaktériumon képzett tarfoltok morfologidja a fagok egyik
jellemzdje, melyet - tobbek kozott - Gill és mtsai. (2003) is részletesen vizsgaltak.
Izolatumaink eltéré méretli, 0,5 — 7,1 mm atmérdjii plakkokat formaltak a tesztbaktériumot
tartalmazé lagyagar rétegen és a tarfoltokat ovezd sav - megléte esetén - 0,1-5,0 mm kozotti
atméroji volt a kiilonb6zo fagizoldtumokndl. A legkisebb plakkokat a H10A (0,5 — 0,6 mm)
képzi, mig a tarfoltokat ovezd savval egyiitt a H5K plakkjai a legkisebbek, s e tekintetben
kevéssel maradnak el a ®Eall6-os amerikai fagtél. Az egyik legnagyobb tarfoltja a H7B
jelzésti fagnak van, melynek plakkja koriil szélesebb sdv hizédik, mint a vizsgilatunkban
szerepld legnagyobb plakkot adé amerikai ®Eal00 torzs esetében, ami a H7B nagyobb litikus

enzimaktivitasat jelzi.

Fdagpartikulum morfologia

Az altalunk Magyarorszagrdl izolalt E. amylovora fagokat a Caudiovirales renden beliil a
Cl1, illetve Al morfotipusoknak megfeleléen a Podoviridae, illetdleg a Myoviridae
csalddokba soroltuk (Ackermann 2007). A magyar fagok koziil a legkisebb a H11-es jelzésii
fag, ami kisebb a szakirodalombdl ismert német és az amerikai figokndl. A legnagyobb a
H4A, amely méreteit tekintve meghaladja az elobb emlitett kiilfoldi torzseket. A hazai
izolatumok fejatméréje megfelel az irodalmi adatoknak (Richie és Klos 1979, Miiller és
mtsai. 2011a); a Podoviridae csaladba sorolt izoldtumok 60 nm, mig a Mpyoviridae
izolatumok 70 nm koriili fejatmérdvel jellemezhetok. Hazai izoldtumaink eltérnek a
Siphoviridae csalddba tartozd, irodalombdl ismert két magyar fagtorzstdl [OEaH1 (Meczker
és mtsai. 2014), ®DEaH2 (Domotor és mtsai. 2012)].
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PCR vizsgdlat

A PCR reakcidk eredményei alapjdn a vizsgdlt magyar fagokat 4 nagy csoportra osztottuk
€s megallapitottuk, hogy azok nem azonosak a vizsgalatokba bevont 4 amerikai E. amylovora
faggal. Az ismert genomud ®EaH2 magyar fagtorzs amsF-szerli szakaszéara tervezett, illetve
kapszid proteint kodol6 génjére specifikus primerparokkal nem kaptunk PCR terméket a sajat

izolatumainknal.

Szekvencia-analizis

A fagizolatumok (H4A, H4B, H5A, H5B, H6A, H7A, H9B) depolimerdz génjének bazis
sorrendje 98-99%-ban egyezést mutat a ®Ealh (Miiller és mtsai. 2011b) depolimeraz
génjének meghatarozott részének a bazis sorrendjével. A részleges szekvencia-analizis fényt
deritett arra, hogy a H2A és a HS5K genomjdban egyardnt fellelhetd az Ggynevezett nagy
termindz alegységet, valamint a Mu-szerli profdg proteint kddold génszakasz, melyek
nagyfoki 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-M7 fagra is tervezziik kiterjeszteni.

Gazdakorvizsgdlat

Tesztelt fagizolatumaink a vizsgalatban szerepld amerikai fagtorzsekhez képest szélesebb
gazdakorrel rendelkeznek. Izoldtumaink koziil a H1B, H2A, H2B, H4A, H7A és H7B
jelzéstiek lizaltdk a legtobb tesztelt baktérium-izoldtumot, illetve torzset, mig az amerikai
fagok koziil a ®Eall6-os volt a leghatékonyabb. Ugyanakkor a hazai E. amylovora
izolatumok mindegyike fogékony volt a fagizoldtumokkal szemben fiiggetleniil azok
szarmazasatol. A kisérletben szerepld, novénykarosité hatdssal nem rendelkezd baktériumok
koziil a Pantoea agglomerans MB96 volt a legfogékonyabb a vizsgélt figokkal szemben: a

H4B kivételével valamennyi fag tiszta plakkokat képzett ezen a baktériumtorzson.

Fagok és fag kombinaciok Erwinia amylovora baktériumra gyakorolt hatasanak in vitro
vizsgalata

Fag hatasvizsgalat folyadékkultirdban

A fag és a koérokozd szuszpenzidjat tartalmazéd tdpoldatban az inkubécids id0 végére
lecsokkent optikai striiség értékeket mértiink, hasonléan Schnabel és Jones (2001)
kisérletéhez. A tesztelt magyar féagizolitumok a HIA, H4A és a H6B kivételével

szignifikdnsan lecsokkentették a baktérium-koncentraciot a fagmentes, pozitiv kontrollhoz
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képest. Az amerikai torzsek koziil csak a ®Eal(00 hatdsa tért el szignifikdnsan az ervinids
kontrollétdl. Ismerve azt, hogy a fidgok kombinacioban alkalmazva hatékonyabbak lehetnek,
mint ©nédlléan (Schnabel és mtsai. 1999), a hirom legeredményesebb fagizolatumot
kiilonbozé kombindcidkban is tesztelve a H2ZA+HSK+H7B fagkoktél bizonyult a legjobbnak,
ez esetben kaptuk a legalacsonyabb ODggy értéket a kezeletlen kontrollhoz képest,

mindazonaltal az egyes kezelések kozott csak két esetben volt szignifikédns a kiilonbség.

Fag hatasvizsgadlat alma-és birsviragon

Az E. amylovora szaporoddsat folyadékkultiuraban legjobban gétl6 izoldtumokat és harmas
kombinacidjukat alma- és birsvirdgokon in vitro tesztelve azt tapasztaltuk, hogy mindegyik
vizsgalt 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' fajtan a
fogékonynak szamité 'Idared' fajtdhoz képest. A telepszamldlassal nyert eredményeink

('Idared’ fajta, 2012) kvantitativ PCR technikdval is megerdsitést nyertek.

Fdg hatasvizsgdlat éretlen korteszeleten

Korte fajtdk éretlen gylimolcsszeletein vizsgdlva a virdgkisérletek sordn is tesztelt
fagizolatumok és harmas kombindcidjuk baktérium-visszaszorité hatdsat megéllapithattuk,
hogy a fagkezelések mérsékelték a tiineteket a pozitiv kontrollhoz képest. A fagok baktérium-
elimindl6 hatdsa ellenben messze elmaradt a sztreptomicin-szulfatétél valamennyi kisérletben.
Az eredmények alapjan az adott fagkezelések hatékonyabbnak bizonyultak az 'Erdei vajkorte'
€s a 'Dr. Guyot Gyula' fajtdn a 'Conference' fajtdhoz képest. Azonban a korteszeletekre
alkalmazott kezelések kevésbé voltak hatdsosak, mint a virdgokon; hasonléan Miiller és

mtsai. (2011a) megfigyeléseihez.

Fdg hatdsvizsgdlat disznovényeken

Tilizelhaldsra fogékony négy disznovényfaj virdgain tesztelve a H2A, a H4A és a HS5A
fagizolaitum és kombindciéjuk hatdsit a fagkoktél alkalmazdsa bizonyult a
legeredményesebbnek. Az E. amylovora inokuldcié kovetkezményeként kialakuld
szimptomdk mérséklésében a leghatékonyabb kezelést a tliztovis virdgokra Kkijuttatott
fagkombindacio jelentette, mig a berkenyén és a galagonyan a fagkoktél nem csokkentette le

jelentds mértékben a virdgnekrdzis mértékét.
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A fagkezelés hatékonysaganak potencialis fokozasara iranyulé in vifro vizsgalatok:
fagok novénybe jutasa, transzlokacidja és az E. amylovora okozta tiinetekre gyakorolt
hatasa

A fagok transzlokdcios képességének alma csirandvényekben torténd vizsgdlata —
elokisérlet

A gyokérzénahoz kijuttatott vizes fagszuszpenzidval (HS5K) torténd egyszeri kezelés utan
mar két nappal fagokat detektaltunk a novények felsé szarrészében és leveleiben. A kétnapos
inkubdciét kovetden direkt mintavétellel az egyik perlites kozegbdl szdrmazé nodvényi
mintdbol sikeriilt fagokat kimutatni. Az ugynevezett felszaporitisos mddszerrel viszont
detektdlni tudtuk a fagokat valamennyi perlitben elhelyezett novénybdl és az egyik
hidroponikus kozegben kezelt novény mintdjabdl is. A perlites kezelés esetén attetszo
Osszefiiggd tar foltokat figyeltiink meg, ami magas fagkoncentridcidra utal. A hatnapos
inkubdci6é utdn mindegyik vizes kozegben tartott novénybdl és az egyik perlites kezelésbol
szarmaz6 novényi mintdbdl ki tudtuk mutatni a fagok jelenlétét. Valamennyi vizes kontroll

fagmentesnek bizonyult.

Fdgok szdllitéddsa alma csiranovényekben

A fagszuszpenziok (H5K, illetve ®Eal04) almamagoncokhoz torténd egyszeri kijuttatasa
utdn ki tudtuk mutatni a fagok jelenlétét mind a novény fold feletti részeibdl (a gyokérzona
kezelését kovetden), mind pedig a gyokérzetbdl (a ndvények also-, ill. felsd szarrészének
permetezését kovetden). Az, hogy mindkét altalunk tesztelt E. amylovora-specifikus fag az
adott koriillmények kozott képes volt penetrdlédni és a tesztnovény tdvolabbi részeibe
elszallitédni, mas bakteriofag-novény kapcsolat esetében mar kordbban igazoldst nyert (Rao
és Srivastava 1973, Ward és Mahler 1982, Iriarte és mtsai. 2012). Mindkét fagizolatum
haszndlatakor a kezelés utdni els6 napon sikeriilt a legtobb ndvényi mintdbdl fagot
visszaizoldlni. A kijuttatott fagszuszpenzi6 stirtisége azonban jelentds mértékben lecsokkent a
kozvetlen mintavétellel feltart, életképes fagot tartamazd mintdk esetében. A felszaporitdsos
mddszerrel vizsgalt, szélesztéskor plakkot adé pozitiv mintdkban a fagok in planta jelenlétét
PCR moddszerrel is sikeriilt igazolnunk: a HS5K fag esetében 11 mintdbél 7 mintaban, a

®Eal04 fagnal 13 mintabol 10 mintdban.
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A fagok hatisa az E. amylovora okozta tiinetekre - alma csiranévények
gyokérzondjdhoz, illetve fold feletti részeire juttatva ki a fagokat

A fagkezelés hatdsara mindkét kijuttatdsi mod esetén szignifikdnsan lecsokkent az E.
amylovora baktérium szuszpenzidjaval végzett inokuldcié kovetkezményeként kialakuld
tlizelhalds tiinetek mértéke a kezeletlen kontrollhoz képest. A két koncentrdacid hatdsat
osszevetve a mdasodik kisérletben a ®Eal04 fig, 10" PFU ml' koncentriciéban
szignifikdnsan mérsékelte a tiineteket a csirandvényeknek mind a gyokérzondja felé, mind
pedig a lombozatdra torténd alkalmazasa esetén. A masodik kisérletben az a kezelés, melynek
sordn a HS5K figok vizes szuszpenzijat 10" PFU ml"' koncentrdciéban juttattuk a
tesztnovények szdrdra és leveleire szignifikdnsan hatékonyabbnak bizonyult az E. amylovora
okozta tiinetek mérséklésében ahhoz képes, amikor az alacsonyabb koncentracibban
permeteztiik a fagokat a novényre. Azonban a masodik kisérlet soran mindkét fagtorzs
kijuttatasi modjai kozott egyik alkalmazott koncentracidban sem volt kimutathato szignifikéns
kiilsnbség, noha a H5K fag 10" PFU ml” koncentriciéban hatékonyabb volt a lombozatra
valé kijuttatdskor, mint a gyokérzet felé torténd alkalmazas esetén. Az ismétlések (I. és II.
kisérlet) nem kiilonboztek egymastdl szignifikdnsan. A kijuttatott fagok hatasat a kezeléseket
kovetd 13. napon mar nem lehetett értékelni, mivel addigra a csirandvények tobbségén

kiterjedt nekrézis volt megfigyelhetd.

A fagok hatdsa az E. amylovora okozta tiinetekre - a fagokat alma csiranovények
sziklevelébe injektdlva

A fagkezeléseket kovetden a mesterséges fertozés altal eldidézett tiinetek mértékében,
melyet egy eldre feléllitott bonitalasi skéla alapjan értékeltiink, szignifikans csokkenés volt
megfigyelhetd a kezeletlen, pozitiv kontrollhoz viszonyitva. Az 6t napos inkubécidés idészak
alatt kialakult tiinetek mértéke a HSK fagkezelés hatdsara az egymastdl szignifikdnsan nem
kiilonbozé harom ismétlés dtlagdban 45%-kal, mig a ®Eal04 alkalmazdsa esetén 67%-kal

mérséklddott. A két fag hatdsa kdzott nem volt szignifikdns kiillonbség.
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Els6ként izolaltunk és jellemeztiink Magyarorszagon Myoviridae, illetve Podoviridae

csaladba tartozé E. amyovora-specifikus bakteriofagokat.

Els6ként irtuk le Myoviridae, illetve Podoviridae csalddba tartozé hét magyar E.
amylovora fagizolatum dpo génjének, tovabba egy izoldtum peptidazt és két fag Mu-
szerli profag proteint, illetve termindzt kodold régidjanak szekvencidjat. E DNS
szakaszok nagyfokd homolégiat mutattak méas E. amylovora fagok ugyanezen DNS

szakaszaival, génbanki adatok alapjan.

Uj adatokat szolgdltattunk dltalunk izoldlt és szelektdlt bakteriofdgok és azok
kombindcidinak E. amylovora baktérium szaporoddsit gatld hatdsardl, in vitro
koriilmények kozott alma- és  birsvirdgon, éretlen korteszeleten, valamint

disznovényeken.

Perlites kozeg alkalmazasaval és a bakteriofagok sziklevélbe injektdlasdval 4j modszert
dolgoztunk ki annak vizsgdlatara, hogy a novények képesek-e gyokéren vagy levélen
keresztiil felvenni a bakteriofagokat, 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 csirandvények

gyokerén keresztiil felszivodni.
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