SZAKMAI ZAROJELENTES

Az Erwinia amylovora (Burill) Winslov ef al. bakteriofagjainak jellemzése és
biologiai védekezésben valo felhasznalasuk vizsgalata
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Célunk; bakteriofagra épiild bioldgiai védekezés megalapozdsa az almatermésiiek tlizelhaldsat
okoz6é Erwinia amylovora ellen. Vizsgdlataink az E. amylovora bakteriofagjainak gytijtésére,
izolalasara, a bakteriofdgok jellemzésére, a bakteriofdgok E. amylovordra kifejtett hatasanak
vizsgalatdra és a magyar fag izolatumok mads, a szakirodalomban kordbban mar leirt fag torzsekkel
val6 6sszehasonlitdsara terjedtek ki.

EREDMENYEK
Bakteriofagok gyiijtése és izolalasa

2006 6ta végziink bakteriofdg izoldlast Magyarorszag kiillonbozo teriileteirdl gyiijtott alma, korte és
birs fak erwinids tiineteket mutaté novényi részeibdl. Jelenleg 25 fag izolatummal rendelkeziink,
amelybdl 16 izolatumot vizsgaltunk teljes kortien. A fagok izoldldsdhoz egyszerre tobb kiilonb6zo -
Dr. Németh Jozsef és Dr. Siile Sandor altal Magyarorszagrdl izolédlt - E. amylovora torzset
haszndltunk. Az 6sszehasonlité vizsgdlatokhoz az Amerikai Egyesiilt Allamokbdl szdrmazé fig
torzseket haszndltunk (OEalh, ®Eal00, ®Eal04, ®Eal16), amelyeket Klaus Geider professzor ur
(Julius Kiihn Insitute, Dossenheim, Németorszag) bocsatott rendelkezésiinkre.

Plakkmorfolégia

Az izolélt bakteriofag lizaitumokat a részletes munkatervben leirt médon tisztitottuk. Ezt kovetden
megfigyeltiik, hogy a felsd, indikétor baktériumot tartalmaz6 lagyagar rétegen milyen morfolégidji
tarfoltokat (plakkokat) képeznek. A vizsgédlathoz az EaCFBP1430 szamu francia torzset hasznéltuk,
amelynek profdg tartalmat e vizsgalatokat megeldzéen Mitomycines moddszerrel ellendriztiik. Az
izolalt bakteriofagokat, a baktériumot tartalmazé agarlemezen kialakult plakk alakja, tisztasaga és
mérete alapjan jellemeztiik (1. tdblazat). A kiilonbozd bakteriofdg izoldtumok eltéré méretdi, 0,5-
7.5mm nagysagu plakkokat képeztek a tesztbaktériumot tartalmazé agarlemezen. A magyar
bakteriofdg izolatumok koziil a legkisebb plakkokat a HS5K fdg torzs képzi, bar plakkjai alig
kisebbek a ®Eall6-os amerikai fagétdl (1-2. dbra). Izolatumaink koziil a legnagyobb plakkot a
H7B és a H6/1 képez, mig az amerikai bakteriofagok koziil a legnagyobb plakkjai a ®Eal00-as
torzsnek vannak, azonban a H7B fag plakkja koriili sdv szélesebb, mint az amerikai fagé, ami
nagyobb litikus enzimaktivitasra utal.



1. tablazat A plakkok jellemzoi.

Phage strain|Diameter of plaque (mm)|Width of halo (mm)
H1A 3,0-5,0 1,0-2,0
H1B 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
HS5A 3,0-4,0 0,8-2,0
HS5B 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
H6 2,0-4,0 0-1,0
H6/1 7,0-7,1 1,5-2,0
H8 2,0-4,0 0,8-1,0
HSN 6,0-6,1 1,8-2,0
HOK 1,5-5,0 1,0-2,0
HON 5,0-7,0 1-2
H10K 0,5-0,6 1,0-1,2
H10 2,0-5,0 1,0-2,0
H11 1,0-5,0 1,0-1,5
H12N 1,0-1,2 0

H12 3,0-5,0 1,0-2,0
®Ealh 2,0-3,0 0,5
®Eal100 3,0-7,0 0,5-3,0
®Eal04 2,0-3,0 0
dEall6 1,0-2,0 0

1. abra A H7B (balra) és a ®Eal00 (jobbra) plakkjai LB taptalajon.



2. abra A H5K és a ®Eal16 plakkjai LB taptalajon.

Gazdakor vizsgalat

A fagok gazdakorének vizsgdlata tobb aspektusbdl is fontos. Egyrészt a fagok gazdakore az adott
fag torzs meghatdrozé jellemzdje. Masrészt ez az elsd olyan vizsgélat, amely sordn a bioldgiai
védekezés cél organizmusa, jelen esetben az E. amylovora-ra specifikus fagok elsddleges
szelekcigja torténik. E teszt sordn kivalaszthatjuk a vizsgalt fagok koziil azt, amely a legtobb E.
amylovora torzset képes volt lizdlni, tehat az adott baktériumgyepen tiszta plakkot képzett, mig més
nem cél baktériumon nem képzett plakkokat. Az ilyen, litikus fag perspektivikus lehet bioldgiai
védekezés szempontjabol. A baktériumrétegen homalyos, vagy zavaros plakkot képezo fag, az un.
lizogén fag, ezek haszndlata a biolégiai védekez€s sordn nem ajdnlatos, sot keriilendd.
Tesztorganizmusként 27 magyar és 8 kiilfoldi E. amylovora torzset, 4 mas Erwinia fajt, 6 Pantoea
agglomerans torzset és 10 mas novényi korokozé baktérium fajt haszndltunk. A tesztbaktériumok
fogékonysagat az indikéator baktériumot tartalmazoé felsé agar rétegen kialakult plakkok nagysaga és
tisztasdga alapjan hdromfokozatu skalaval jellemeztiik (2-4 tablazat).

A vizsgalat eredményeként elmondhatd, hogy a magyar fagok szélesebb gazdakorrel rendelkeznek,
mint az amerikai figok. A vizsgdlt fagok koziil 5 magyar és 1 amerikai fig bizonyult erwinia
specifikusnak, mivel ezek - az Erwinia tasmaniensis kivételével - lizaltak az 6sszes vizsgélt erwinia
torzset, mig mds, az Erwiniaval nem kozeli rokon patogén baktériumokkal szemben nem
bizonyultak patogénnek. A gazdakor vizsgalatokat kiterjesztettiik az E. amylovoraval kozeli rokon,
de nem patogén baktériumokra is, azzal a céllal, hogy a bakteriofagok felszaporitisdhoz és a
védendd novény feliiletére vald kijuttatdishoz megtaldljuk a legmegfelelobb organizmust. A
kisérletben szerepld baktériumok koziil a novényekre kdrosité hatassal nem rendelkez6 Erwinia
billingiae és a Pantoea agglomerans MB96 volt a legfogékonyabb a vizsgélt fagokkal szemben.
Gazdakor vizsgdlatuk alapjdan a hazai fagok koziil az 1B, 2A, 2B, 4A, 7A, 7B volt a
leghatékonyabb, mig az amerikai fagok koziil a ®Eal 16-os lizdlta a legtobb tesztelt torzset.



2. tablazat Kiilonb6zé Erwinia amylovora torzsek és Erwinia fajok fagokkal szembeni
fogékonysaga
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A magyar Erwinia amylovora torzsek mindegyike fogékony volt a fig izoldtumokkal szemben
fliggetleniil a fagok szdrmazasatdl. A kiilfoldi E. amylovora torzsek koziil a legfogékonyabbnak az
Ea DoD505 jelzésti német torzs bizonyult. Az egyéb erwinia fajok koziil az Erwinia billingae volt a
legfogékonyabb. Csak az amerikai ®Ealh lizdlta az Erwinia tasmaniensist. A Pantoea fajok szintén
fogékonyak voltak a fagok tobbségére, kivéve a Pantoea agglomerans C9-1, amit a H4B, ®Ealh,
d100 és a @116 nem volt képes lizdlni. A vizsgalt egyéb korokozé baktériumok koziil a Pantoea
citriae-n és a két Pantoea stewartii ssp stewarti torzson kivill a Pseudomonas syringae H9-es torzs
volt fogékony a fagokra. Koziiliikk a legfogékonyabbnak a Pantoea stewartii ssp stewartii DC283

torzs bizonyult.

/Schwarczinger I; Miiler I; Siile S; Geider K: Bacteriopages of Erwinia amylovora: host range and
biological control, COST 864: Combining traditional and advanced strategies for plant protection
in pome fruit growing, 3-5 June, 2009, Valencia, Spain, p. 50., 2009/




3. tablazat Kiilonb6z6 Pantoea agglomerans torzsek és mas Pantoea fajok fagokkal szembeni
fogékonysaga
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4. tablazat Kérokozé baktériumok fagokkal szembeni fogékonysaga
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Fagtipizalas

Nemcsak a fagok jellemezhetok gazdakoriik alapjan, hanem az egyes baktérium torzsek is
jellemezhetOk fagokkal szembeni fogékonysdguk alapjan. Az orvostudomdnyban a fagok ezen
tulajdonsagat régota haszndljadk jarvanytani megfigyelésekre, egyes baktérium torzsek
azonositasara, szelektalasdra, ezt nevezik fagtipizalasnak, fagtipus-meghatarozasnak. E vizsgalathoz
hasznalt fagok, az un. tipusfagok. A tipusfigokkal kapott plakkok morfoldgiai jellemzdi alapjan
allapithat6 meg egy baktérium fag profilja, melyet tobbnyire szam vagy betiijellel tortént kodolassal
adnak meg. Az 5. tdbldzatban 31 kiilonb6z6 E. amylovora torzs négy altalunk kivalasztott
tipusfaggal feldllitott fag profiljat lathatjuk. Megeldzd vizsgdlatink eredményei alapjan négy fag
(H1A, H5A, H4B és a H8 jelzésii) izolatumot valasztottunk ki tipusfagként. A fag érzékenység
meghatarozasdra itt is a dupla agarlemez mddszert hasznédltuk. Az izoldtumok bakteriofag
érzékenységére a plakk morfoldgiabol kovetkeztettiink, attdl fiiggéen, hogy tiszta, vagy zavaros
plakkot képeztek, vagy egyaltalan nem képeztek plakkot. A Corvinus Egyetem Gyiimolcstermd
Novények Tanszékének kutatdival egyiittmikodve vizsgélatunk célja az volt, hogy kiilonb6z6
foldrajzi helyekrol, eltéré gazdanovényekrdl szdrmazd E. amylovora tdrzseket jellemezziik
bakteriofdgokkal szembeni érzékenységiik alapjan. A vizsgdlt baktérium izoldtumokat a rajtuk
képzett plakk tipusok alapjdn 12 csoportba kiilonitettiik el. A legérzékenyebbnek a fagokkal
szemben az Ea96-o0s torzs bizonyult, melyen mind a négy tesztelt fag tiszta plakkot képzett. Hirom
faggal szemben volt teljesen fogékony az Eal5-6s és az Ea70-es torzs. Kozottik csak az volt a
kiilonbség, hogy mig az Eal5-0s torzs a H8-as fag képzett homalyos plakkokat, addig az Ea70-es
torzs a H5A faggal szemben nem volt annyira érzékeny. Ezek a baktérium torzsek a két faggal
szembeni kiilonbozo érzékenysége alkalmassd teheti e két baktérium torzs egymadstdl vald gyors
elkiilonitését. A legkevésbé fogékony vizsgalt E. amylovora torzs az Ea 67-es, amelyen csak a HIA
és a H5A fag tudott tiszta plakkot képezni, mig a masik két faggal szemben rezisztensnek bizonyult.
A vizsgilt torzsek kozott kiillon csoportot képvisel az Ukrajndban izolalt Ea 96-os torzs, amely a
vizsgalt baktériumok koziil egyediildlléan az Osszes faggal szemben fogékonynak bizonyult. Az
USA-b6l szarmazd Ea 47, a sdarga csoport magyar tagjadhoz hasonléan, csak a HS5A-ra volt
fogékony. A maésik 3 fag csak homalyos plakkot képzett e baktérium rétegen. A vizsgalatba bevont
ausztriai, romaniai és szerb (Eam9) torzsek mindannyian a vildgoszold csoportba tartoznak, mivel
mind a négy fag zavaros plakkot képzett rajtuk. Az Eam10 szintén szerb torzs a H1A és a H5A
fagokra volt fogékony, mig a masik két faggal homélyos plakkot képzett. A hazai izoldtumok a
kiilonbozo fagokkal eltéréen viselkedtek. A vizsgalt négy fag koziil a leghatékonyabbnak a H5A fag
bizonyult, amely a legtobb Ea torzset képes volt teljesen lizdlni, és legtobbjiikkon — még a
legellendllobb Ea 67-es torzson is sz€p, tiszta plakkot képzett. A vizsgdlatnal haszndlt fagok
alkalmasak a csillaggal jelzett négy Ea torzs féagtipizdlassal val6 elkiilonitésére. Ugyancsak
alkalmasak e fagok a kiilonb6z6 szinekkel jelzett Ea csoportok differencidldséra.

/Végh A; Palkovics L; Téth M; Schwarczinger I; Hevesi M: Characterization of Erwinia
amylovora isolates by colony type and bacteriophage sensitivity, 12th International Workshop on
Fire Blight. Warsaw, Poland, August 16-20, Acta Horticulturae, 2010

Végh A; Horvath B; Hevesi M; Schwarzinger I[; Palkovics L.: Bakteriofdgok hatdsdnak vizsgdlata
Erwinia amylovora izoldatumokra, Novényvédelem 48 (12): 559-567, 2012

Végh A; Horvath B; Schwarzinger [; Hevesi M; Palkovics L: A bakteriofdgok jelentosége az
Erwinia amylovora elleni biologiai védekezésben, Novényvédelmi Tudoményos Napok, p.99,
2013/



5. tablazat Kiilonb6zo E. amyovora torzsek fag érzékenysége (a- tiszta plakk, b- homalyos
plakk, c- nincs plakk)- (A szinek ugyanazon tipusba tartozo torzseket jelez).
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Erwinia amylovora bakteriofagok morfolégiai vizsgalata transzmisszios
elektronmikroszképpal

A bakteriofagok morfoldgiai jellemzdit transzmisszids elektronmikroszkoppal, az MTA Kémiai
Kutatékozpontjdban Dr. Szab6 Laszlo vezetésével vizsgaltuk (6. tablazat, 3. dbra). A vizsgalt 19
izolatum koziil 14 a Myoviridae csalad tagjaira jellemz6 ikozaéder alakd fejjel és hosszu,
0sszehizodo farki résszel rendelkezett. A mdésik 5 izoldtumra, kisebb, izometrikus fej és rovid,
széles farki része volt jellemz0, ezért ezeket a Podoviridae csaladba soroltuk. A magyar fagok koziil
a legkisebb a Hll-es jelzésli fag, ami kisebb a szakirodalombdl ismert német és az amerikai
fagoknadl (a német és amerikai fagok adatait a 7. tdblazat tartalmazza). A legnagyobb a H4A, amely
viszont meghaladja méreteit tekintve az el6bb emlitett kiilfoldi torzseket. Eddig Magyarorszagrol



egy E. amylovora fagot irtak le (®PEaH2), ami a Syphoviridae csalddba tartozik (DOmotor et al.,
2012)

6. Tablazat Magyar Erwinia amylovora fagok morfolégiai jellemzoi (Kerekitett adatok)

Morphology | Phage Head diameter, | Tail length, Tail width,
mean = SD (nm) mean = SD (nm) |mean + SD (nm)
- H1l 55+2 132 8+ 1
Podoviridae Iy 564 91 11+2
gcosahedr’id HON 6l =7 9+3 12+3
ead with

short tail) H8N 63 +8 8+4 10+4
HIB 735 94 + 17 173
H2B 57+7 60 + 39 18+5
H6 64 +3 90+8 10+0.2
H10K 677 103 +18 14+3
H9K 69 +5 96+ 14 173
H2A 69 +7 107 £ 11 13,7+1,0

Myoviridae  I'4g 70+ 9 98 = 18 15+4

(Isometric Py 70 + 3 117 4 1522

head with

contractile H7A 71 +£8 99 +7 173

long tail)  |HI2 72+ 4 103 + 4 1541
H5A 72+3 1105 131
H5B T4+5 104 +9 14+3
HS8 75+3 113+4 18+£2
H7B T1+5 108 £ 6 171
H4A 78 +5 108 =10 17+2

7. tablazat Német és amerikai Erwinia amylovora fagok morfologiai jellemzo6i (Miiller et al.,
2011) (Kerekitett adatok).

Morphology | Phage Head diameter, | Tail length, Tail width, mean
mean = SD, (nm) mean = SD, (nm) |+ SD, (nm)
®Ealh 60 + 2
Podoviridae PEal0o 61+2
®EaJOST 60 + 1
®EaKO08T 60 +3
®Eal04 72+2 114+3 18 +2
Myoviridae | ®Eall6 73+2 115+2 20+ 1
®EaJO8C 73+3 116 £5 22+2
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3. abra Fagok transzmisszids elektronmikroszkoépi képe.

Bal oldalon a H4A, jobb oldalon a H4B fag lathat6. Ez utébbindl jol megfigyelhetd a Myoviridae
csalddra jellemzd 0sszehtizodé farok. Az alsé képen a Podoviridae csalddba tartozd, rovid farokkal
rendelkez6 H11-es fag lathato.

Molekularis biologiai (PCR, RFLP) vizsgalatok

A magyar fag izoldtumok molekuléris bioldgiai vizsgédlatdhoz nemzetkozi gén adatbazisokbol
ismert E. amylovora fagok bazissorendje alapjdn, e fagok bizonyos DNS szakaszaira specifikus
indit6 szekvencidkat terveztiink és PCR vizsgdlattal valdsziniisitettik e gének meglétét, vagy
hidnyat a magyar fadgokban. Munkénk sordn 12 kiilonbozé DNS szakaszra specifikus primer part
haszndltunk (8. tablazat). A 9. tdblazatban szerepl6 els6 harom primer par az amerikai ®Ealh
fagban jelenlévod 3 kiilonbozd enzimet kddold génre specifikus: ezek az enzimek a holin, a lizozim
és a EPS-depolimerdz (dpo). A depolimerdzra specifikus primerek a szakirodalmi adatoknak
megfelelden 622bp nagysdgu fragmentet amplifikdltak 9 magyar fig izoldtumban, amelyek
szekvencidit Osszehasonlitottuk a génbankban 1évé ®Ealh fig dpo génjének szekvencigjaval. A
magyar szarmazdsu fagok depolimerazt kédol6 génjének bazisorrendje 98-99%-ban egyezett meg a
®Ealh depolimerdz génjének bazissorendjével. A masik hdrom primer par az ®Eall6 fag 3
kiilonb6z6 génszakaszdra specifikus, amelyek egy peptiddz, egy termindz és egy Mu-szerli profag
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protein gént kédolnak. A tdblazatban szerepld elsé hat primert Geider professzor tervezte az adott
szakaszokra. A PEal-A/B primerpar Gill és et al. (2003) tervezték a ®Ealh-ra. A PhiEal04-F/R
primer part a ®EalO4-re terveztik. A PhiEalh cap-F/R a ®Ealh, mig a H2 cap-F/R a ®Ea2H
kapszid proteint kdédold génjére specifikus.

8. tablazat. A PCR vizsgalatok és a hasznalt primerek adatai

Varhatoé PCR
Vizsgalt DNS szakasz Primer Primer szekvencia termék
hossz (bp) program
EPS depolimerdz DPO-F 5" CTCTGGACATACCGTGGAAGT 3’ 622
DPO-R 5" TCATCAGCGGTGGTTGTGTC 3’
Holin Hol-F 5" GCTAACGGTGTCGTCTCATA 3' 361
Hol-R 5" CAGTTGCCGCGTTCTTGTTT 3"
. Liz-F 5" GCTGGACTTCTGGTAGACTT 3
Lizozim . 537
Liz-R 5" GCTTGCTGGTAACTCCTGTA 3'
.. Term-F 5" GAAGCTGTGTAAGCCTCTGT 3'
Termindz Term-R 5" GTG AGGCTGGTTCGTCAACT 3" 1000 MM2
Peptiddz Pept-F 5" CAACTGTCCAAGACGGTGTA 3' 500
Pept-R 5" CAGAGATACCGCGAGAACTT 3'
Mu-szerii profiig protein Mu-F 5" CCGAGGTAGTGAATGGCTAA 3' 750
Mu-R 5" CTCTGTCCAGAAGCCATGT 3'
DEalh-ra tervezett PEal-A 5" AATGGGCACCGTAAGCAGT 3’ 304
PEal-B 5" TAATGGGTATGATAGAAGGCAGAC 3’
DEaH?2 ams-F-szerti H2Ams-F 5" AGCTGTCAAACTTCAACGTGC 3 609
régiora tervezett H2Ams-R 5" TGACGTTCTTCACCGGACAG 3'
E. amylovora CFBP1430 |EaAms-F-F 5> CAGAAGATGACGGCGGCTAT 3’ 677
ams-F génjére tervezett EaAms-F-R '5° GCAGCGCGGTAAATTAAGCA 3
Tl S GOTAGOCACCAATAGC 3
DEalh kapszidjdra tervezett PhiEalh 474 MM3
5" CAGTTGAACGCAGTCC 3'
cap-R
DEa?H kapszidjdra H2 cap-F 5 GTATTCTGAACGCGCTGCTG 3’ 508
tervezett H2 cap-R 5> CAGTCCAGAGACTTGGCGTT 3’
BEal04 —re tervezett PhiEal04-F 5° GGCTGCTGGCGCTCCTTACC 3’ 665
PhiEal04-R '5° ATCAGGCCGTGCGCCAAGTC 3’
Program MM2 Program: MM3
95°C 1 min 95°C 1 min
94°C 30 sec 94°C 30 sec
50°C 30 sec 57°C 30 sec
72°C 1 min 72°C 30 min
Go to 2 35 times Go to 2 34 times
72°C 5 min 72°C 7 min
4°C hold 4°C hold
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9. tablazat: A PCR vizsgalatok eredménye. Az azonos szinek a PCR vizsgdlat eredménye alapjan
egy csoportba sorolt fagokat jelolik. A feketével jelzett figok nem tartoznak egy csoportba, de nagy
hasonlésagot mutatnak a ®Eal16-tal. (nv: nem vizsgalt)

Primer 2 g = 3
4 p— M Z — po— po—
Mtag S<m < Mo S ~aMAG s@Am << Z <zZM 3«
Me—=— N | N = = == ~|— A wn < | O 0|~ o o H aa]
(S Jj=nljaniipasilNeasiias]asRiasijanifas]aoiiasliN " RlasipaslfeniaslianjaniBaslBaniBaniiasi B C NN
DPO e e e e e e e e A S S R I I S
Hol S e e e e I R e e S A S e e N I S
Liz I e e e e e e N B R S S A S S N I
Pept + + - + | ||| -] - -
Term + ++ +  + + + + + + 4+ + o+ 4+ + A+ - - -
Mu +l++H] + |+ +++ o B B I B S I S A A N B
n
PEal vt - - - -]/-/-- -+ n + + + +|/++ -+ - - + nv
n
EaAms-Fv+++ + + + +++ + +nv + + 4+ + ++ + + + 4+ + nv
H2Ams-F - - - - - = - - - o - o oo o
j n
PhiEalh . S U [ U U P I O N N AN (P
cap %
n
H2 ca - - - I e e e B e e R I D R e e A e AR P A b § )%
P \%
PhiEalO4 - | - | - - - - - === =+ - - -] - -]-]-]-]-1-]|nv |nV

A PCR vizsgdlatok eredményeként a magyar fagokat 4 nagy csoportra osztottuk. Az elsd zolddel
jelolt csoport tagjai az amerikai ®Eall6-hoz hasonléan termindz, peptiddz, és Mu-szerli profag
proteint kédol6 gén pozitivak. Ettdl a kovetkezd harom fag a H5K, a H7B és a H12 csak egy-egy
DNS szakasszal tér el. A kék és arnyalatival jelzett figok nagyon hasonlitanak a ®Eal04-re, de még
a legnagyobb azonossdgot mutat6 HSB sem lehet azonos a ®Eal04-gyel, mivel az erre a fagra
tervezett specifikus primerrel nem kaptunk jelet. A negyedik (piros) csoport tagjai az E. amylovora
ams-F génjén kivlil mindenre negativ eredményt adtak.

A mult év végén az NCBI génbankban hozzaférhetové valt egy magyar E. amylovora fag teljes
genomjanak szekvencia adata is (PEaH2 NC 019929.1). Ez a torzs jelentOsen eltér az eddig ismert
Erwinia amylovora tagokétol, ezért fontosnak taldltuk a sajat fag izoldtumaink e torzzsel vald
molekuldris genetikai Osszevetését is. Kiilonosen izgalmas kérdés, hogy a mi izolatumaink
tartalmazzédk-e azt a DNS szakaszt, ami a Domo6tor és munkatérsai dltal izolalt fagban benne van, és
ami nagyfoki homoldgidt mutat az E. amylovora ams-F génjével. Ez a gén egy olyan fehérjét
kédol, ami sziikséges az Erwinia amylovora baktérium virulencdjdban jelentds szerepet jatszo
amilovoran bioszintéziséhez. A szerzok e gén jelenléte miatt megfontolandénak tartjak az altaluk
izolalt torzs biologiai védekezésben val6 alkalmazasat. Vizsgalatunkhoz el6szor a ®EaH?2 fag erre a
DNS szakaszdra terveztiink primer part (H2Ams-F/R). A PCR vizsgdlat azt mutatta, hogy a kérdéses
szakasz egyik daltalunk izoldlt fagban sincs jelen. Ezt kovetden a baktérium ams-F génjére is
terveztiink primer part (EaAms-F/R), amelyre azonban mindegyik fag pozitiv lett. Ugyanakkor a
negativ kontrollként haszndlt minta, a PheEalh is gyengén pozitiv lett, ezért felmeriilt a
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kontamindci6 lehetdsége. A baktérium szennyezddés kizarasa érdekében tervezziik, hogy az eredeti
vad fag torzseket amilovorant nem termeld baktérium térzsben szaporitjuk fel, majd ezt kovetden
ellendrizziik e DNS szakasz jelenlétét €s szekvencidjat.

A magyarorszagi fagok DNS mintdzata az EcoRI enzimes hasitds utdn megegyezett egymadssal, de
nem hasonlitott egyik amerikai fdg EcoRI enzimes hasitdsi mintdzatdhoz sem. Ugyanakkor e
magyar fag izolatumok BglII restrikcios enzimmel valo hasitds utan eltérd DNS mintazatot adtak. A
magyar fagok egyikét sem hasitotta a mas, ismert E. amylovora bakteriofagok hasitdsdéhoz korabban
sikeresen haszndlt BamHI enzim. Eddigi vizsgalataink eredményeibdl arra lehet kovetkeztetni, hogy
az altalunk izoldlt fagok nem azonosak az eddig ismert négy amerikai és a hazankban leirt E.
amylovora fagokkal.

Bakteriofagok hatasanak vizsgalata

A fagok E. amylovora baktériumra kifejtett hatdsat in vitro koriilmények kozott folyadékkultiraban,
e korokozora fogékony novények virdgain, éretlen korte szeleteken és alma magoncokon
vizsgaltuk.

A H5B és a H6 fag hatasanak vizsgalata
- folyadékkultiraban

A fagok (H4A, H5B, H6 és a H11) hatasat a tesztbaktériummal (Eal/79 Sm) egyiitt LB folyékony
taptalajban, 24 6rds razatds utdn mért optikai stirtiség (OD) alapjan értékeltiik. Mind a négy vizsgalt
bakteriofdg szignifikdnsan, legaldbb 46%-al csOkkentette a tesztbaktérium mennyiségét a
kontrollhoz képest. A leghatékonyabbnak a H5B és a H6 fdg izoldtum bizonyult, amelyek 97%-al,
ill. 83%-al csokkentették a tesztbaktérium optikai stirliségét a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

- Kkiilonb6z6 almafajtak viragain

E kisérlet eredményei alapjdn azzal a két fag izolatummal (H5B, H6), amelyek leghatékonyabban
lizaltdk a tesztbaktériumot, tovabbi vizsgdlatokat végeztiink olyan alma virdgokon, amelyek
kiilonb6z6 fogékonysagu alma fajtakrdl szarmaztak (Jonathan Watson, Reglindis, Freedom). A
vizsgalat célja annak tisztdzdsa, hogy a bakteriofdgok hatdsa fiigg e a kezelt novény E.
amylovoraval szembeni fogékonysagitol. A levagott virdgokat eldbb a fag lizdtumokkal kezeltiik
(10"*PFU/ml, majd mesterségesen inokuldltuk egy sztreptomicin rezisztens természetes mutdns E.
amylovora torzs (Eal/79 Sm) egyéjszakds razatott kultirdjaval (5x10°CFU/ml). Négy nap elteltével
sztreptomicin tartamu taptalajra szélesztve visszaizolaltuk a virdgokrol az életben maradt kérokozo
baktériumokat. A fagok hatdsat a visszaizolélt kolonidk szama alapjan értékeltiik. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a figokkal tortént kezelések mindkét fag esetében és mindhdrom almafajtin
szignifikdnsan csokkentették a baktériumszamot (4. dbra.). A legjobb hatdst a harom fajta koziil a
mérsékelten rezisztens Freedom fajtdn tapasztaltuk, ahol a fagok jelentdsen, 85-90%-al
csokkentették a visszaizoldlt baktériumok szdmat. Tehiat e fagok haszndlata kiillonosen
perspektivikus lehet a mérsékelten rezisztens alma fajtakon.

/Schwarczinger I; Kiss M; Téth M; Hevesi M; Siile S: Control of Fire Blight by Bacteriophages on
Apple Flowers., Proceedings of the 12th International Workshop on Fire Blight. Warsaw, Poland,
August 16-20, 2010. (Eds.): P. Sobiczewski et al. Acta Hort. 896, ISHS 2011. 457-462, 2011/
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4. abra A H5B és a H6 fag hatasa az Erwinia amylovorara Kkiilonb6zé fogékonysaga alma
fajtakon

PV

- Kiilonb6z6 alma fajtak viragain

A vizsgalat célja, egy-egy bakteriofig és ezek kombindcidéjanak baktériumszdm csokkentd
hatdsdnak Osszehasonlitdsa. 16 magyar és 4 amerikai fag hatdsat teszteltiik folyadékkultiraban, 36
oras razatast kovetden és a folyékony kultira fénytorése (OD) alapjan értékeltiik a kisérletet (5-6.
abra). Ezt kovetden a legjobb hatast nytijt6 bakteriofag kombinaciét (H2A + H5K +H7B) teszteltiik
kiilonboz6 alma fajtdk és egy birsalma ("Royal Gala’, *Golden’, ’Idared’, ’Pinova’, Berecki birs)
virdgain (7. dbra). A kezelés moddszere annyiban tért el az el6z6tdl, hogy a faglizitumot és a
baktériumszuszpenzidt egyszerre juttattuk ki a virdgok bibéire. Mindegyik almafajtan 20-20 virdgot
haszndltunk kezelésenként, ahol a bakteriofdgokkal vagy kiilon-kiilon, vagy mindhdrom faggal
egyszerre kezeltik a virdgokat. A fertdzést kovetd négy nap elteltével, antibiotikum tartalmu
taptalajon szélesztve izolaltuk vissza a kérokozd6t, majd a kialakult telepek szdma alapjan értékeltiik
a kisérletet. Mind az 5 almafajta esetén a fagos kezelés csokkentette a visszaizoldlt baktérium
szdmét. Az Idaredet kivéve minden fajtdin a figkombindcié eredményezte a legjobb hatdst. A
fagkombinacié a legeredményesebb az E. amylovordval szemben a kiillonosen fogékony ’Royal
Gala’ fajtdn volt, ahol a kezelés 95%-al, szignifikdnsan csokkentette a virdgokrdl visszaizoldlt
baktérium szamét, a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva.

/Schwarczinger I; Kolozsvéariné Nagy J; Siille S; Geider K. Isolation and characterization of
bacteriophages infecting Erwinia amylovora and their potential as biological control agents in
Hungary. El6késziiletben 1év6 kozlemény/
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Effect of different phages on multiplication of Ewinia amylovora in liquid culture
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5. abra Fagok hatasa az Erwinia amylovora szaporodasara folyadékkultaraban. (Az abrakon
harom ismétlés atlaga és szdrdsa lathato).

Effect of different phages and phage combinations on multiplication
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6. abra Fagok és fagkombinaciok hatasanak dsszehasonlitasa
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Inhibition effect of phage and "phage cocktail” treatments to
Erwinia amylovora in different apple cultivars and quince tree
flowers
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7. abra Fagok és kombinacidjuk hatasa az E. amylovorara Kkiilonb6zo fogékonysaga alma és
birs fak viragain

- Z0ld korteszeleten

Két fogékony (’Conference’, ’Dr. Gulyot Gyula’) és egy rezisztens korte fajta ("Erdei Vajkorte’=
"Flemish beauty’) éretlen korteszeletein vizsgaltuk az elobb emlitett fag izoldtumok (H2A + H5K
+H7B) baktérium visszaszorit6 hatdsat. A virdgos kisérlethez hasonléan ebben az esetben is kiilon-
kiilon és kombindcidban is alkalmaztuk a fagokat. A fert6zéshez parhuzamosan az Eal/79 vad
tipust erwinia torzset és ennek sztreptomicin rezisztens spontdn mutédns torzsét az Ea 1/79 Sm-et
hasznaltuk azért, hogy az E. amylovora elleni védekezési kisérletekben ,,gold standard”-ként
haszndlt sztreptomicin szulfat hatdsaval is 0ssze tudjuk hasonlitani a fagok hatdsat. A kisérletben a
korte szeleteket faglizitum szuszpenzidjaba aztattuk, majd fertdztilk a kérokozé baktériummal. A
kezelés hatdsat az okozott tiinetek silyossdga alapjan feldllitott bonitdldsi skdla alapjan értékeltiik
(8. dbra). A két erwinia torzs altal okozott tiinetek stlyossidga nem kiilonbozott szignifikdnsan
egymastol. A legsilyosabb tiineteket a vartnak megfelelden a fogékony ’Conference’ fajtén,
legenyhébbeket a rezisztens ’Erdei Vajkortén’ idéztek eld. A kezelések sokkal kevésbé voltak
hatdsosak a korte szeleteken, mint a virdgokon. A kombindciok csak 18-49%-al csokkentették a
tilneteket. A fagok szignifikdnsan csokkentették a tiineteket az erwinids kontrollhoz viszonyitva, de
a kezelések nem kiilonboztek szignifikdnsan egymadstdl és a fiagkombindciok hatdsa sem
kiilonbozott szignifikdnsan az egyéb kezelésektdl. A fagok baktériumelimindlé hatdsa messze
elmaradt a sztreptomicin szulfatétdl, mert a sztreptomicinnel kezelt korteszeletek mindegyike
tilnetmentes maradt. A figkombindci6é a leghatdsosabb a rezisztens’Erdei Vajkortén’ volt (33% az
Ea 1/79, 49% az Ea 1/79 Sm). A fagok hatékonysdga nemcsak a novény fogékonysdgatol, hanem a
koérokozé faggal szembeni érzékenyégétdl is fiigg. Ezt az is bizonyitja, hogy e fagokra fogékonyabb
erwinia torzs (az Ea 1/79 Sm) hatdsat e fagkombinacié sokkal jobban (24-49%-al) vissza tudta
szoritani, mint a kevésbé fogékony vad torzsét (18-33%).
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Inhibition effect of phage and "phage cocktail" treatments to
Erwinia amylovora in different pear cultivars
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8. abra Fagok és kombinaciojuk hatasa az E. amylovorara kiilonb6z6 korte fajtakon

A csillaggal jelolt fajta streptomycin rezisztens Eal/79Sm torzzsel lett fertézve, mig a tobbi esetben

az Eal/79 vad torzset hasznaltuk.

- Disznovényeken

A kisérletben négy tiizelhaldsra szintén fogékony disznovényfajon vizsgéltuk a kiilonb6z6
fagkombindciék baktériumeliminalé hatdsat. A névények viragait kezeltiik (10°CFU/ml Eal/79
SM) és a fagok (10°PFU/ml) hatésat aszerint értékeltiik, hogy 100 viragbdl hany darabnal volt
megfigyelhetd kocsanybarnulés. A fagkombinéaciok koziil a H2A+H4A+HSA bizonyult a
leghatdsosabbnak és szignifikdnsan jobb eredmény volt elérhetd a kombinacié hasznélataval
Osszevetve egy-egy fag kiilon kifejtett hatdsdval (9. dbra).

/Kolozsvari Nagy J; Kirdly L; Schwarczinger I: Phage therapy for plant disease control with a
focus on fire blight, Cent. Eur. J. Biol. 7(1): 1-12, 2012 IF: 0.818/

Disease control by phages on flowers of some ornamental plants
infected with Erwinia mylovora

Diseased flower %

Crataegus monogyna
Sorbus domestica

Cotoneaster horizontalis

Control o
Pyracantha angustifolia

Phage
coctail

9. abra Fagok és kombinaciojuk hatasa az E. amylovorara kiilonb6z6 disznovényeken.
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16 magyar bakteriofagok E. amylovorara kifejtett hatasanak vizsgalata korte szeleten

A vizsgélat sordn 16 magyar fag izoldtum E. amylovordra kifejtett hatdsat hasonlitottuk ossze
egymassal, ill. 4 amerikai faggal. A vizsgalatokhoz az éretlen, zold kortéket 0,5cm vastag szeletekre
vagtunk, amelyeket faglizdtumban dztattunk. Ezt kdvetden a szeletek kozepére csoppentéssel
juttattuk a tesztbaktériumot (Ea 1/79SM). Négy nap elteltével a kialakult tiinetek alapjan felallitott
bonitélési skdla alapjin értékeltiik a fagok hatdsét. A kisérlet sordn a vizsgélt izolatumok koziil a
legjobb hatast a H11-es izolatummal értiik el, amellyel tortént kezelés hatasara a kezelt korte
szeleteknek csak 12%-an jelentek meg a baktérium cseppek és alakult ki enyhe nekrdzis, mig az
erwinds kontroll 64%-an sulyos nekrdzis volt megfigyelhetd (10. dbra).

/Schwarczinger [; Miiler I; Siile S; Geider K: Bacteriopages of Erwinia amylovora: host range and
biological control, COST 864: Combining traditional and advanced strategies for plant protection
in pome fruit growing, 3-5 June, 2009, Valencia, Spain, p. 50., 2009/

10. dbra A H1l-es bakteriofag Erwinia amylovorara Kifejtett hatasa korte szeléen. Bal oldalon
az erwinids kontroll, jobb oldalon a faggal eldkezelt, majd baktériummal inokulalt korteszeletek
lathatok.

HFag-szallitd” mikroorganizmus vizsgilat

Vizsgalataink sordn felmertilt, az az otlet, hogy az adott fagra fogékony E. amylovora antagonista
baktériumot hasznéljunk fel a figok ndvényre valé kijuttatdsdhoz. Kisérletiinkhéz Hevesi Laszloné
altal szelektdlt bioldgiai védekezésre perspektivikus HIP32 nevii Pantoea agglomerans antagonista
torzset vélasztottuk. Sajnos e torzsrdl kideriilt, hogy egyik altalunk izolalt fagra sem fogékony, és a
fag-baktérium adaptdcids kisérletiink se jart eredménnyel, ezért e baktérium ,,fag-sz4llitd
mikroorganizmusként” biztosan nem hasznalhat6 fel. Ezen kiviil (folyékony kultdrdban) vizsgéltuk,
hogy a fagot és a HIP32-6t egyiitt alkalmazva az erwinidval szemben, kimutathaté-e szinergista,
vagy additiv hatds, ahhoz képest, ha az antagonista baktériumot, vagy a fagot Onmagédban
haszndljuk. Azt tapasztaltuk, hogy a legjobb hatds, akkor érhetd el, ha a HIP32-6t 6nmagédban
hasznéltuk a kezelésre. A jovOben tervezziilk mds antagonista, vagy szaprofita baktérium hasonl6
céli vizsgdlatat.
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,,Host-range mutans’ fag izolalasa

Vizsgdlataink sordn tobb esetben is kialakult E. amylovora telep a bakteriofag plakkjan, de ezekbdl
nem sikeriilt fagot visszaizoldlnunk. A fig plakkjan kialakult telepbdl felszaporitott baktérium
minden esetben ellendllé volt azzal a faggal szemben, amelyen a telepe kialakult. Ugyanakkor
Mitomycines kezeléssel profag sem volt kimutathat6 e baktérium torzsekbdl.

Fagok hatasanak vizsgalata mikroszaporitott alma novényeken

A mikroszaporitott novényeket faggal permetezve, majd baktérium szuszpenzidba mdrtott olloval a
leveleket megvagva, vagy levélhonaljba valé szirdssal mesterségesen inokuldlva a novényeket nem
volt kimutathaté a kezelések pozitiv hatdsa. Emiatt is dontottiink amellett, hogy inkdbb steril

koriilmények kozott, perlitben felnevelt magoncokon kisérleteziink ehelyett.

LFag-transzport” vizsgalata novényben

Irodalmi adatok és sajat tapasztalatok alapjan is elmondhatd, hogy a fag alapu biologiai védekezés
egyik ,,Achilles sarka” a fagok fényérzékenysége. A fagok UV-fénytol valo védelmének egyik
lehet0sége, ha a fagokat kozvetleniill a védenddé novénybe tudnank juttatni. Ennek tisztazdsara
megeldzd vizsgalatokat végeztiink. Bakteriofag lizaitummal Ontoztiink "Freedom’ és ’Jonathan
Watson’ alma magoncokat, majd kiilonb6z6 idépontokban a kezelt novények leveleib6l mintat
vettiink és kisérletet tettiink a fagok visszaizoldldsdra. Mindkét alma fajtdbol a negyedik naptol
kezdédden sikeriilt visszaizoldlnunk a kezelésre haszndlt bakteriofaggal megegyezd morfologiai
bélyegli bakteriofagot. Mas novényi korokozé baktérium fagjair6l mar ismert, hogy képesek a
novénybe bejutni, de az E. amylovora fagokrdl ez eddig tudomdsunk szerint 1) adat.

/Kolozsvariné Nagy J; Schwarczinger L.,: Egy Erwinia amylovora-ra specifikus hazai bakteriofag
izoldtum gyokéren keresztiili felvételének és transzlokdciojanak vizsgdlata a tiizelhalds elleni
biologiai védekezés tiikrében, Jovonk Konferencia, Keszthely, 2013. mdjus 15. p. 40. 2013/

.Fag transzport” vizsgalat tiiztovis viragokon

A vizsgélat célja annak tisztdzdsa, hogy a fas szarba is képesek-e a fagok bejutni, ill. szallitédni és,
hogy a novénybe jutott fagoknak milyen hatdsa van az E. amylovora fert6zésre. Ezen kiviil e teszt
soran egy magyar (H5K) és egy amerikai fag (DEal04) hatdsdnak Osszehasonlitdsara is mod nyilt.
Vizsgalatunkhoz modellnovényeként 20cm-es, virdagzo tliztovis vesszoket haszndltunk, amelyeket
egyenként 70ml faglizitumba (10" PFU/m) éllitottunk. A mesterséges inokuléciét a fagos kezelést
kovetd 5. napon permetezéssel végeztik (1.8ml/vessz8, 5x10°CFU/ml). A tiineteket egy 0-5-ig
terjedd bonitdlasi skéla alapjan értékeltiik a fert6zést kovetd 6. napon.

Bonitalasi skala

0 a vacok ép, zold

1 a csészelevelek alapjandl barna szegély
2 a vacok 1/3-a barna

3 a vacok 1/2-e barna

4 a vacok egésze barna

5

a virdgszar is barna
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H5K fag hatasa az Erwinia amylovorara tiiztovisen
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®Ea104 fag hatasa az Erwinia amylovorara tliztévisen
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11-12. abra Fagok hatasa az Erwinia amylovora okozta tiinetekre tiiztovisen

A H5K szignifikdnsan csokkentette a legsilyosabb tiineteket mutatd virdgok szdmat a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva és nagyobb szdmban fordultak el6 a tiinetmentes €s a legenyhébb tiineteket
mutaté virdgok a faggal kezelteknél, mint a kontrollndl, bér itt a hatds nem volt szignifikans (11-12.
abra). Ezzel szemben a ®Eal0O4-es faggal tortént kisérletben nem volt szignifikdns kiillonbség a
kezelt és a kezeletlen virdgok kozott. A két ismétlés kozott nem volt szignifikans kiillonbség.

Sziklevélbe injektalt fagok hatasa az Erwinia amylovora baktérium okozta tiinetekre

4-6 leveles Pinova alma magoncok sziklevelét injektaltuk a H5K és a ®Eal04 faggal (10"*PFU/ml),
majd a sziirds helyére 10ul baktérium szuszpenziét cseppentettiink (Eal/79Sm, 10 ¢ CFU/ml). Hat
nap elteltével a kialakult tiinetek alapjan felallitott bonitdldsi skala alapjin értékeltiik a kisérletet. A
két fag koziil a ®Eal04 nyujtotta a kedvezObb hatdst, dtlagosan harmadéra csokkentette a tiinetek
sulyossdgat az alma magoncokon (13. dbra). Az ismétlések kozott nem volt szignifikdns kiillonbség.
/Schwarczinger I; Kolozsvariné Nagy J; Penetration and translocation of bacteriophages into the
plant and its role in control of fire blight. El6késziiletben 1év6 kdzlemény

Bonitalasi skala

0 Ep, zold sziklevél

0,5 Apr6 nekrotikus foltok az injektdlds helyénél
1 A sziklevél 1/5-e barna

2 A sziklevél 1/3-a barna

3 A sziklevél 1/2-e barna

4 Az egész sziklevél barna

4,5 A barnulés atterjed a mésik sziklevélre is

5 A misik sziklevél is barna
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Sziklevélbe injektalt fagok hatasa az Erwinia amylovora (Ea) baktérium okozta
tinetekre
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13. abra Sziklevélbe injektalt fagok hatasa az Erwinia amylovora okozta tiinetekre
Az eredmények rovid osszefoglalasa:

Elsékén izoldltunk Magyarorszagon Myoviridae, illetve Podoviridae csaladba tartoz6 E. amyovora
bakteriofdgokat. Tizenhat magyar E. amylovora fag izoldtumot jellemeztiink plakk morfoldgia,
partikulum morfolédgia, gazdakor és folyadékkultirdban kifejtett hatdsuk alapjan. PCR vizsgalataink
alapjan megallapitottuk, hogy a magyar fagok nem azonosak a kontrollként haszndlt 4 amerikai E.
amylovora faggal. A PCR vizsgéalatok alapjan a vizsgdlt izoldtumainkat négy csoportba soroltuk.
Kiilonbozd fagkombinédcidkat hatdsat vizsgaltuk (eltéré fogékonysagid) termesztett, ill.
disznovényeken. Virdgon elvégzett in vitro kisérleteinben a legjobb hatdst a HSB+H6 és a H2A +
H5K+H7B fagkombinacidkkal értiikk el. Négy kivélasztott faggal meghatdroztuk kiillonbozd E.
amylovora torzsek fagprofiljat. Kimutattuk, hogy az E. amylovora fagok képesek a novények
gyokerén és vesszdjén keresztiil felszivodni és a novényben szétterjedt fagok képesek az E.
amylovora baktérium okozta tiineteket mérsékelni.
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