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Erwinia amylovora-specifikus bakteriofagok novényen beliili szallitédasa

Kolozsvariné Nagy Judit — Schwarczinger Ildiko
MTA ATK Novényvédelmi Intézet, 1022 Budapest
nagy.judit@agrar.mta.hu

OSSZEFOGLALAS

Az almatermésiiek tiizelhaldsdt okozo Erwinia amylovora novénypatogén baktérium elleni bakteriofdg-alapii biologiai védekezési mod
hatékonysdgdnak fokozdsa céljabol E. amylovora-specifikus fagok novénybe jutdsdt és a novényen beliili szdllitoddsdt vizsgdltuk. Egy
amerikai (PEal04) és egy dltalunk izoldlt magyar (H5K) fdg torzset haszndltunk perlites kozegben nevelt alma magoncokon, kétféle modon.
A gyokérzondhoz torténd kijuttatdsuk utdn a novény fold feletti részeit tdrtuk fel, a szdrra és a levélzetre valo kipermetezésiiket kovetoen
pedig a gyokérzetet vizsgdltuk, t6bb idépontban. Mindkét fdag esetében a novény fold feletti részeibdl és a gyokérzetbol egyardnt sikeriilt
detektdlni a fagokat, legtobbszor a kezelést kovets elsé mintavételi napon. Ugyanakkor a kijutatott fagszuszpenzio titere jelentés mértékben
lecsokkent és hét nappal a kezelés utdn egyik mintdbol sem volt fdg kimutathato. Az dltalunk vizsgdlt fagok transzlokdcios képességének
igazoldsa teret nyit azoknak a tovdbbi vizsgdlatoknak, amelyek eldsegithetik a bakteriofdgok hatékonyabb felhaszndldsdt az E. amylovora
elleni védekezés sordn.

Delivery of Erwinia amylovora — specific bacteriophages in the plant tissue
SUMMARY

Uptake and delivery of Erwinia amylovora-specific bacteriophages in plant tissues were studied in order to improve the efficacy of a
phage-besed biocontrol method against the bacterial phytopathogen E. amylovora, which causes fire blight of pome fruits. An American
(DPEal04) and one of our own Hungarian phage isolates (H5K) were applied by two different methods on apple seedlings grown in perlite
medium. Following phage application to the root zone, plant parts above ground level were assayed for phage titers. In case of spraying
phages onto the surface of the stem and leaves the roots were examined for the presence of phages at various times. Both phage isolates were
detectable in plant parts above ground level as well as in the roots, in most cases on the first sampling day after treatment. However, the titer
of introduced phage suspensions measurably decreased, and after seven days of treatment we could not detect phages in any of the samples.
Nevertheless, demonstration of the translocation ability of these phages could serve as a basis for further investigations that may promote
the more efficient application of bacteriophages for the control of fire blight.

Kulesszavak: bakteriofdg, széllitédas, transzlokdcid, Erwinia amylovora
Keywords: bacteriophage, delivery, translocation, Erwinia amylovora

BEVEZETES

Az Erwinia amylovora az almatermésiiek egyik sulyos betegségét, a tlizelhaldst okozé baktérium, mely ellen
a virdgzaskori sztreptomicinnel végzett kezelés betiltdsa 6ta nincs igazdn hatdsos védekezési méd. A szamos
potencidlis alternativ novényvédelmi mddszer egyike lehet a bakteriofdgok hasznélata. A bakteriofagok, vagy
mds néven fagok a baktériumok virusai, melyek mar szdmos vizsgalatban bizonyultak hatékonynak kiilonb6z6
bakteridlis eredeti novényi betegségek ellen (Jones és mtsai, 2007). Hasznalatuk szdmos eldnye mellett azonban
figyelembe kell venni azokat a jellemvondsaikat is, melyek igazi kihivast jelentenek biopeszticidként vald
alkalmazasuk terén. Ezek koziil kiemelkedik a kiils6 kornyezeti koriilményekre valé rendkiviili érzékenységiik és
az, hogy szaporoddsukhoz gazdabaktérium-sejtek jelenléte sziikséges. Ez jelentdsen csokkentheti
hatékonysdgukat szabadfoldi alkalmazdsuk sordn. E problémdk megoldasara irdnyuld vizsgélatok azt igazoltak,
hogy a fagok novényi zoldfeliileten valé életben maraddsa nagyban eldsegithetd azzal, ha kijuttatdsuk megfeleld
napszakban — pirkadat elStt és napnyugta utdn -, fényvédd anyagokkal formuldzva (Balogh és mtsai, 2003), vagy
a szaporoddsukat biztosité szaprofita baktériumokkal egyiitt (Lehman, 2007) torténik. A gyokérzéna kedvezdbb
kornyezet szdmukra, ugyanakkor a talaj e kevéssé sz€éls6séges kornyezetében viszont szdmolni kell példaul a
fagok talajrészecskékhez torténd adszorpcidjaval, vagy a szabadon hozzaférhetd viz kis mennyiségének, illetve
hidnyédnak a fagpopulacidt csokkentd hatdsaval (Williams és mtsai, 1987).

Egyes novényi kérokozd baktériumok esetén madr ismert, hogy bakteriofagaik képesek a gyokéren at a
novénybe jutni, ill a novényben szétterjedni, mikozben életképességiiket napokig meg tudtdk Orizni a
gazdabaktérium-sejtek hidnyédban is (Ward és Mahler, 1982; Iriarte és mtsai, 2012). Igazoldst nyert tovabba,
hogy bizonyos novénypatogén baktériumokra specifikus fagok talajba, a ndvény gyodkérzonijihoz torténd
kijuttatdsat kovetden az adott baktérium okozta betegség (agrobaktériumos gyokérgolyva, paradicsom
baktériumos hervaddsa) mértéke a fagok hatdsanak koszonhetden lecsokkent (Boyd és mtsai, 1971; Fujiwara és
mtsai, 2011; Iriarte és mtsai, 2012). Ugyanakkor az E. amylovora bakteriofdgok gyokéren keresztiili felvételét
tudomdsunk szerint eddig még nem vizsgaltik.

Kisérletiinkkel els6 1épésként azt kivantuk tisztdzni, hogy alma magoncok levélzetére, vagy gyokérzondjanak
kozelébe juttatott E. amylovora-ra fagok bejutnak-e az alma novényekbe és képesek-e a novényekben
transzlokalédni.



ANYAG ES MODSZER

Kisérleteinkben egy amerikai (PEal04) és egy magyar (H5K) fag torzset hasznéltunk. Az amerikai torzset
2000-ben almérdl (Malus x domestica) izolaltdk (Schnabel és Jones, 2001), mig a magyar torzset egy hazai birsfa
(Cydonia oblonga) erwinids tiineteket mutatd, fertdzott hajtdsairél és virdgairdl izoldltuk 2006-ban,
Békéscsabdn. A fagok felszaporitdsa folyékony LB tdptalajban, egy éjszakdn at, 28°C-on, egy sztreptomicin
rezisztens E. amylovora baktériumtorzzsel (Eal/79Sm) egyiitt, rdzatva tortént. Az igy kapott szuszpenziét
tisztitottuk, megéllapitottuk titerét, majd a sziikséges koncentrcidra higitottuk.

Tesztnovényként steril koriilmények kozott, perlites kozegben nevelt 17-18 hetes alma (Malus x domestica
'Pinova') magoncokat haszndltunk. A figszuszpenzidk (10" PFU/ml) kétféle médon lettek kijuttatva: a perlit
felszinére pipettdzva (10 ml/novény), illetve a novény fold feletti részére permetezve (500 ul/névény), egy
alkalommal. Ez utébbi kezelést megel6z0en az edény szdja alufdlidval és parafilmmel le lett zarva. A kontroll
novények steril desztillalt vizet kaptak. A kezelésenkénti 15 novénybdl 3-3 szolgdlt mintdul, 1, 2, 3, 5 és 7 nappal
a kezelést kovetden. A kontroll esetében csak az elsd napon tortént mintavétel. A gyokérzona kezelése esetén
mintavételkor kiilon a novények also, sziklevél alatti, illetve a felsd, leveles szarrésze, mig a fold feletti részekre
valé kipermetezést kovetden a novények gyodkérzete lett feltdirva SM pufferben, steril mozsdrban
elhomogenizalva, majd 2% kloroformmal és centrifugdldssal megtisztitva az egyes mintdkat. A fagok kimutatdsa
az Adams-féle cseppteszt (Adams 1959) moédositott véltozatdval tortént kozvetleniil a mintavétel utdn, illetve
tovabbi két napon it tartd fag-felszaporitdsi eljdrast kovetden a kovetkezdk szerint. 100 pl tesztbaktériumot
(Eal/79Sm ODgy=0.6) tartalmazé LB fedbagar-rétegre 100 pl feltdrt szuszpenzié lett cseppentve. 28°C-on,
termosztdtban valé egynapos inkubdciét kovetden keriilt sor a fagok meglétének, illetve hidnydnak a
megallapitasara, a fagok jelenlétére utald, a baktériumrétegen megjelend plakkok alapjan. A kisérletet két
ismétlésben végeztiik.

EREDMENYEK

Mind a ndvény fold feletti részeibdl, mind pedig a gyokérzetbdl ki tudtuk mutatni a fagok jelenlétét. Mindkét
fagizoldtum haszndlatakor a kezelés utdni els6 napon sikeriilt a legtobb esetben a novényi szovetekbdl
visszaizolalni fagot. A kijutatott fagszuszpenzié striisége jelentds mértékben lecsokkent; kdzvetlen mintavétellel
a kimutathat6 szint kozelébe siillyedt.

A H5K fagizoldtum szuszpenzidjaval torténd kezelést kovetden a legtobb mintdbdl egy nap elteltével sikeriilt
fagot kimutatnunk. Kozvetlen mintavétellel a novények alsé szarrészébol két esetben, mig a gyokérzetbdl egy
esetben voltak fagok kimutathaték a kezelés utdni els6 napon. A gyokérzetbdl még a kezelést kovetden 6t nappal
is sikeriilt fagot visszaizoldlni. Az tgynevezett felszaporitdsos mddszerrel tobb mintdbdl, koztiik a felsd leveles
szarrészbdl is tudtunk fagot detektdlni az elsd, a mdsodik és az 6t6dik mintavételi napokon. Az igy felszaporitott
mintdkbdl szélesztve sok esetben dttetszd, Osszefiiggd tar foltok jelentek meg a baktériumrétegen. A gydkérbdl
felszaporitds nélkiil is kimutathaté volt fig még az 6t6dik napon, mig a bedntozéses kezelés esetén csak a fagok
felszaporitdsa utdn kaptunk pozitiv eredményt. A fadgok kijuttatdsat kovetd hetedik napon mdr nem volt
kimutathat6 a fagok jelenléte egyik kezelés esetén sem. A vizes kontrollok figmentesnek bizonyultak (/.
tdbldzat).

1. tdbldzat
A H5K fagizolatum novényi szovetbe valo bejutasa és transzlokalodasa
Mintavétel (2) A fagok kimutatdsa (5)
Kezelés | Inkub.
(1) id6 Mintavételi méd
(nap) 4) Alsé szarrész (6) Fels6 szarrész és levelek (7) Gyokérzet (8)
3)
L. kisérlet (9) |IL kisérlet (10) | I kisérlet (9) |IL kisérlet (10) | L kisérlet (9) | IL kisérlet (10)
Vizes B
Kontroll Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - -
(11) 1 Felszaporitdsos | nv [ nv [nv |nv |{nv [nv |nv |nv (nv |nv |{nv [nv |nv|nv|nv|nv|nv| nv
(13) (14
)
H5K Kozvetlen (12) - + - - + - - - - - - - - + - - - -
! Felszaporitdsos | + | + | + - + - - - + - - - - + | + - - -
13)
5 Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Felszaporitdsos - - + - - - - - - - - - - - - - - -




13)

Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Felszaporitdsos - - - - - - - - - - - - - - - - - -
13)

Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - +

Felszaporitdsos - - - - - - - - - - + - - - - - - +
13)

Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Felszaporitdsos - - - - - - - - - - - - - - - - - -
13)

nv: nem vizsgélt

Table 1: Penetration and translocation of phage isolate H5K in plant tissue

Treatment (1), Sampling (2), Time of incubation (day) (3), Sampling method (4), Detection of phages (5), Lower stem part (6), Upper stem
part and leaves (7), Root (8), First experiment (9), Second experiment (10), Water control (11), Direct (12), Multiplicated (13), nd: not
determined (14)

A ©Eal04 fagszuszpenzidnak a gyokérzonahoz, illetve a szar és levelek feliiletére valé kijuttatdsat kovetden
kozvetlen mintavétellel az alsé szarrészbdl, a leveles felsd szarrészbol és a gyokérzetbdl egyardnt kimutathato
volt a fagok jelenléte egy nappal a kezelés utdn. Az alsé szdrrészbdl a harmadik mintavételi napon is sikeriilt
kozvetleniil fagot visszaizoldlni. A felszaporitisos modszerrel a novények alsé, valamint a leveles felsd
szarrészébdl tudtunk fagot kimutatni az els§ hdrom mintavételi iddpontban. A gyokérzetbdl csak egy nappal a
permetezést kovetden sikeriilt fagot detektdlnunk. Fagok a kezelést kovetd 6tddik és hetedik napon nem voltak

mar kimutathatéak (2. tdbldzat).
2. tdbldzat
A ®Eal04 fagizolatum novényi szovetbe valo bejutisa és transzlokalédasa

Mintavétel (2) A fagok kimutatdsa (5)
Kezelés | Inkub.
(1) id6 Mintavételi méd
(nap) “4) Alsé szarrész (6) Fels6 szarrész és levelek (7) Gyokérzet (8)
(3)
L. kisérlet (9) |II. kisérlet (10) | 1. kisérlet (9) |II. kisérlet (10) | I kisérlet (9) | II. kisérlet (10)

Kozvetlen(12) | - | - | + | - | - | - | - |+ |+ |- |+ |- |+ |+ +]|-|-]+
! Felszaporitdsos B + |+ B ~ _ _ + |+ _ + - + |+ | + - - +

13)
Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2 Felszaporitdsos B + B B B ~ _ + |+ _ _ _ - - - - - -

(13)
Kozvetlen (12) - - - + - - - - - - - - - - - - - -

D®Eal04
3 . A oQ

Felszaporitdsos R R R i _ _ _ _ _ _ _ - - - - - - -

(13)
Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - -
5 Felszaporitdsos R R R R _ _ _ _ _ _ _ - - _ - - - -

(13)
Kozvetlen (12) - - - - - - - - - - - - - - - - - -

7

Felszaporitdsos R R R R _ _ _ _ _ _ _ - - _ - - - -

13)

Table 2: Penetration and translocation of phage isolate ®Eal04 in plant tissue
Treatment (1), Sampling (2), Time of incubation (day) (3), Sampling method (4), Detection of phages (5), Lower stem part (6), Upper stem
part and leaves (7), Root (8), First experiment (9), Second experiment (10), Direct (12), Multiplicated (13)

KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink igazoltdk az E. amylovora baktériumra specifikus fagok transzlokacids képességét. Mindkét
altalunk hasznalt fag képes volt rovid idon belill egyrészt a gyokérzeten at az alma novények felso, leveles
részébe szallitédni, masrészt a novények fold feletti részére torténd kipermetezésiiket kovetéen a szar és a

levelek feliiletér6l a gyokérzethez eljutni. E. amylovora fagok gyokéren keresztiil torténd felvétele és a
novényben vald szallitédasa eddig nem volt ismert. A legtobb esetben a kezelést kovetd elsd napon detektaltunk



fagokat az adott novényi mintdkbo6l. Ugyanakkor a transzlokalédott fagok titere jelentdsen lecsokkent. Ez,
valamint, hogy viszonylag kevés mintabdl sikeriilt fagot detektdlnunk feltehetéen annak koszonhetd, hogy a
fagok novény altali felvétele majd szallitéddsa nagymértékben fiigg tobbek kozott a fag és a novény tipusatol, a
novény koratdl, kondicigjatol, és a termesztd kozeg fajtajatdl (Ward és Mahler, 1982; Iriarte és mtsai, 2012).
Osszehasonlitva a kisérletben haszndlt két figot megallapithaté, hogy az amerikai szdrmazisi ®Eal04
gyorsabban és biztosabban szallitédik a novényben, mint a kisérletben szerepld magyar fag torzs, de azt is
megfigyeltiik, hogy a H5K figok a gazdabaktérium jelenléte nélkiil akdr 6t napig is meg tudtik OJrizni
életképességiiket a ndvényi szovetekben. Ugyanakkor a két kezelési mod hatékonysdganak dsszehasonlitdsdra e
kisérlet nem adott vélaszt, mivel a kiillonboz fagok esetén eltérd eredményt kaptunk.

A jovo feladata a bakteriofdgok novényen beliili transzlokdciés mechanizmusdnak a feltérképezése. A
kérokoz6 jelentdsége €s az ellene vald hatékony védekezési médok kidolgozdsdnak sziikségessége indokolttd
teszik az E. amylovora-specifikus bakteriofdgok ndvénybe valé behatoldsdnak és transzlokacidjanak tovéabbi
vizsgalatat. Az, hogy a kérokozé baktérium fagjai a gyokérzeten keresztiil az alma ndvénybe jutva, vagy a
novény fold feletti feliiletének kezelésekor fejtik-e ki jobban a hatdsukat még tisztazasra var.
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