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Bevezetés, célkitiizések

A Steinernematidae és a Heterorhabditidae csaladba tartozo fonalférgek a
Nematoda torzs fajokban viszonylag szegény csoportjat alkotjak. A két
csalddba Osszesen harom nemzetséget (Steinernema, Neosteinernema ill.
Heterorhabditis) sorolnak (Hunt, 2007), amelyek k6z0s jellemzdje, hogy
az idetartozo fajok a rovarok letalis patogénjei. Valamennyi faj egyedei
szoros szimbiotikus kapcsolatban élnek Xenorhabdus ill. Photorhabdus
baktériumokkal. A baktériumok toxintermelésiik révén szerepet jatszanak
a fertézott rovarlarvak elpusztitasaban, antibiotikum termelésiik
megakadalyozza, hogy a rovartetemet mds mikroorganizmusok is
megfertézzék, a rovar testanyagain felszaporodva pedig taplalékul
szolgéalnak a fonalférgek szamara. A fertdzott rovarbol kijutd infektiv
fonalféreglarvak a szimbionta baktériumot tovabbviszik ujabb rovar
gazdaszervezetet keresve. A Xenorhabdus és Photorhabdus baktériumok
kizarélag a fertézott rovarokban ill. a fonalférgek infektiv larvaiban
talalhatok meg, a talajban szabadon nem fordulnak el6 (Boemar, 2002).

Az elmult két évtizedben a rovarpatogén fonalférgekkel ¢és
szimbionta baktériumaikkal foglalkoz6 kutatdsi projektek szama
jelentésen emelkedett, ezzel egyidejileg a leirt fajok szama is jelentGsen
nétt. Ezt az érdeklddést egyértelmiien motivaltdk ezen fonalférgek
bioldgiai novényvédelmi céli alkalmazasanak lehetOségei. Ma vilagszerte
csaknem 20 cég gyart kereskedelmi léptékben rovarpatogén fonalféreg
tartalma terméket. Emellett szamos olyan kutatasi projekt is folyamatban
van, amelyek kozvetleniil mar nem kothetok a bioldgiai ndvényvédelmi
gyakorlathoz, hanem a fonalférgek ¢és szimbionta baktériumaik
kapcsolatanak genetikai, molekuléris szabalyozasi, evoluciobiologiai
vagy Okologiai vonatkozasaira fokuszalnak, ill. a szimbionta baktériumok
antibakteridlis hatéanyag termelését és entomotoxin produkciodjat
vizsgaljak.

A vegyszermentes ndvényvédelmi technologiaval eldallitott
termékek iranti igény névekedése, valamint szamos, a korabbi id6szakok
novényvédelmi gyakorlataban elterjedten hasznalt kémiai hatdéanyag
forgalmazasanak korlatozdsa miatt Magyarorszagon is jol érzékelhetden
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nd az érdeklddés a biologiai ndvényvédelmi megolddsok irdnt, kiillondsen
a talajlako rovarkartevok (pl. Melolontha melolontha) elleni védekezés
vonatkozasaban. Szisztematikus magyarorszagi kutatoi és fejlesztoi
munka hijan sokaig nem volt elképzelhetd, hogy a hazai faunabol izolalt
torzseken alapulo6 készitmények keriiljenek a piacra.

A rovarpatogén fondlférgeket hasznald bioldgiai névényvédelmi
modszerek  fejlesztéséhez  sziikséges hazai tudomanyos alapok
megteremtését céloztdk azok a 2002-t81 induld, az Ujfehértoi
Gyiimdlcstermesztési Kutatd és Szaktandcsadd Kht. altal kezdeményezett
kutatasi projektek, amelyek f6 célkitlizései: (i) a hazai rovarpatogén
fonalféreg fauna minél részletesebb megismerése, (ii) alkalmazott
kutatasi feladatokhoz alapot biztositd torzsgyljtemény kialakitdsa, (iii)
gyakorlati felhasznalasra alkalmas fonalféregtorzsek kivalasztasa, (iv) in
vitro tomegtenyé€sztési technikak kifejlesztése ¢és kultira specifikus
alkalmazasi technikdk kidolgozéasa. Ezen kutatési projektek biztositottak
szakmai és pénziigyi keretet a jelen értekezésben ismertetett
vizsgalatokhoz is.

Az értekezés célkitilizései az alabbiakban foglalhatdk 6ssze:

1., A Heterorhabditis rovarpatogén fonalféreg fajok magyarorszagi
el6fordulasi gyakorisaganak leirasa a rendelkezésre allo torzsgyiijteményi
tételek alapjan.

2., A Magyarorszagrol begyljtott Heterorhabditis  fonalférgek
Photorhabdus bakterialis szimbiontdinak jellemzése, az el6forduld
taxonok gyakorisdganak meghatarozasa.

3., Azonos mintavételi helyrdl begytijtott Heterorhabditis megidis és H.
downesi fonalférgek bakterialis szimbionta altal befolyasolt kompeticios
viszonyainak leirasa laboratoriumi kisérletek segitségével.



1. Heterorhabditis rovarpatogén fonalféregfajok magyarorszagi
eléfordulisa

1.1. A munka el6zményei és célja: A kiillonb6zé mezOgazdasagi és
erdészeti rovarkartevok elleni biologiai  védekezési  eljarasok
kidolgozasanak alapja a megfeleléen hatékony rovarpatogén szervezetek
kivalasztasa. Jelen vizsgalatok célja a rovarpatogén fonalférgekre (EPN)
ill. ezek szimbionta rovarpatogén baktériumaira (EPB) épiild
termékfejlesztési munkéhoz torzsgylijtemény, és a hazai EPN faundra
vonatkozd adatbazis biztositdsa volt. A hazai faunabol torténd 1)
izolacios vizsgalatok indoka, hogy a hazai kevéssé ismert EPN faunaban
feltételezhet6en talalhatunk a nalunk Gshonos kartevokre (pl. az igen
gyakori Melolontha melolontha pajorjaira) specializalt, vagy legalabbis
azokat gazdaallatként hasznositani képes EPN torzseket, amelyek jol
alkalmazkodtak a hazai oOkoldgiai viszonyokhoz. Az ilyen torzsek
bioldgiai védekezési célu felhaszndldsa feltételezhetden kelléen hatékony,
ugyanakkor a természetes életkdzosségekkel vald kapcsolatuk miatt nem
jelent komoly okoldgiai kockazatot. Mivel az elézetes laboratoriumi
tesztek és a szakirodalmi adatok alapjan a Melolontha melolontha 1arvait
sikeresen Heterorhabditis fonalférgekkel lehetett fertdzni, a munka soran
e nemzetségre koncentraltam.

1.2. Modszerek: A munkamat olyan projekt keretei kdzott végeztem,
amelynek elsddleges célja a cserebogar pajorjaival szemben hatékony
védekezési eljaras kidolgozasa volt, igy elsdsorban a cserebogarak
természetes €l6helyeirdl, az elegyes lomboserdokbol, erddszegélyekbdl
gyljtottiink mintadkat. A mintavételi pontokat az orszag azon részein
jeloltink ki, amelyek cserebogar pajorokkal kozismerten erdsen
fertézottek, igy Baranya, Bacs-Kiskun, Nograd, Pest, Somogy, Vas,
Veszprém és Zala megyében. A mintavételek soran egy-egy mintavételi
pontrol 5-5 talajmintat gytjtottiink be. A laboratériumi kapacitas egy-egy
alkalommal 50-100 minta feldolgozasara adott lehetOséget, Osszesen
1000 mintat szallitottunk a laborba. Ez az orszag kiilonb6z6 részeirdl
mintegy 200 mintavételi pontot jelentett. A mintdkbol az EPN torzsek
izolalasat tesztallat-csapda modszerrel végeztilkk, azaz a talajba a
fonalféreg fertézésre fogékony, a laboratériumban kénnyen tenyészthetd
nagy viaszmoly (Galleria mellonella) ill. lisztbogar (Tenebrio molitor)
larvait helyeztiik. Az elpusztuld larvakbol a fonalférgeket vizes csapdara
helyezve futtattuk ki, majd a mosott tenyészettel Ujra viaszmoly ill.
lisztbogar larvakat fertdztiink. Amennyiben az ismételt fert6zés sikeres
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volt, ugy a torzset valoban rovarpatogénnek tekintettiik €s a tovabbi
vizsgalatokhoz felhasznaltuk. A begy(ijtott izoldtumokat molekularis
biologiai modszerekkel hataroztam meg. A rovarpatogén fonalférgek
molekularis biologiai taxondémiaja elsdsorban a riboszoémalis RNS-t
kédold gének kozé ékelddott, nem kdodold un. ITS régid vizsgilatin
alapul. Ennek a régionak a DNS szekvencidja valamennyi eddig leirt EPN
fajra ismert (Nguyen és Hunt, 2007). Jelen munka soran az ITS régiot
PCR-RFLP modszerrel vizsgaltam. A DNS prepardldsdnak lépéseit, a
PCR koriilményeit, a restrikciés emésztés részleteit, a fragmentmintazat
értekelésének modszereit az értekezés megfeleld fejezeteiben részletesen
ismertetem.

1.3. Eredmények: A mintavételeket kovetéen a laboratériumba
beszallitott 1000 db talajmintaba helyezett 5000 db tesztallatbol (3000
viaszmoly ill. 2000 lisztbogar larva) 465 mintdban 0sszesen 981 db allat
pusztult el (716 viaszmoly ill. 265 lisztbogér larva). A 981 elpusztult
tesztallatbol vizes csapdan 329 esetben sikeriilt fonalférgeket kifuttatni,
ezek koziil 244 Dbizonyult az ellenérzé fert6zést kovetden
rovarpatogénnek. Az izolatumok azonositasat elvégezve, a 244 izolatum
kozil 83 a Steinernema nemzetségbe tartozott, mig 161 minta
Heterorhabditis volt. Ez utobbiak faji szintli azonositasa soran harom fajt
sikeriilt kimutatnom: 61 izolatum Heterorhabditis megidis volt, 83 H.
downesi és 17 pedig H. bacteriophora. A harom faj el6fordulési helyeit
az értekezésben kozolt térképeken mutatom be.

2., A Magyarorszagrél begyiijtott Heterorhabditis fonalférgek
Photorhabdus bakterialis szimbiontdinak jellemzése, az eléfordulo
taxonok gyakorisaganak meghatirozasa

2.1. A munka elézményei és célja: A rovarpatogén fonalférgekkel
szimbiozisban €16 baktériumok antibiotikum ill. entomotoxin termelésiik
révén a biologiai novényvédelmi celti kutatasok oOnallo alanyai is
lehetnek, ugyanakkor a rovarpatogén fonalférgek életciklusaban betoltott
kulcsfontossagti szerepiik miatt a baktérium szimbionta vizsgélata a
fonalférgek in vitro eldallitdsa szempontjabol sem nélkiilozhetd. Az uj
EPN izolatumok szimbionta baktériumaibdl szintén identifikalt
torzsgylijtemény kialakitasa volt a cél.

2.2. Moédszerek: Az EPN szimbionta baktériumokat a fonalférgek
infektiv juvenilis stddiumtl (modosult harmadik larvastadium) egyedeibdl
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izolaltuk (Gerritsen és mtsai., 1992). A feliiletileg sterilizalt (Clorox
oldattal mosott) larvakat LB taptalajra helyeztiik, az elpusztult larvakbol
kiszabaduld baktériumokbol kiilonallo telepeket ismét LB taptalajon
sz€lesztettiink, és a morfologiailag homogénnek tind telepeket
McConkey ¢és NBTA indikator téaptalajra oltottuk at. A festéket
akkumuldlé baktériumokbdl torzsanyagot helyeztink el folyékony
nitrogénben. A 136 Heterorhabditis fonalféregmintabol szarmazo
Photorhabdus izolatum koziil 67-et valasztottunk ki, amelyek a teljes
gyljteményt foldrajzi elterjedés, ill. gazdaszervezet szempontjabdl is
reprezentaljak. A baktériumokat a telep morfologiai sajatossagai és
tapanyag hasznositasuk alapjan jellemeztem. A hemolitikus aktivitast
defibrinalt birkavért tartalmazd taptalajon, a DNS-bontd aktivitast
toluidinkék indikatort tartalmazé DNAse agaron vizsgaltam. A fizioldgiai
paraméterek vizsgalatat API 20E (bioMérieux) tesztcsikok, ill. GN2
mikroplatek (Biolog) segitségével végeztem el. Az eldbbivel olyan, az
Enterobacteriaceae csaladba tartozd baktériumok hatarozasa soran fontos
paramétereket lehet vizsgdlni, mint az indolprodukcid, a triptofan-
deamindz aktivitds, vagy az uredz aktivitds. Ezen talmenden 10
kiilonb6z6 szénhidrat szénforraskénti hasznositdsat is vizsgaltuk. A
Biolog GN2 tesztrendszer segitségével 95 szerves vegyiiletrél hataroztuk
meg, hogy az adott baktérium képes-e dket hasznositani, mint kizarolagos
szénforrast. A biokémiai adatok klaszter-analizisét az R Console
programcsomag 2.4.1. verzidjaval (http://cran.r-project.org) végeztem el,
“agglomerative nesting”, ¢és “Ward’s clustering” modszerrel. A
tavolsagmatrixot a kiilonboz6 biokémiai tesztek sordn adott azonos
reakciok szamabol kalkuldltuk (a tavolsdg két izolatum kozoétt 0, ha
valamennyi vizsgalt paraméterre azonos reakciot adtak, és 1, ha
valamennyi paraméterben kiilonboztek).

A rovarpatogén baktériumok molekuléris biologiai azonositasa a
16S rDNS vizsgalatan alapul, ugyanakkor 0jabb adatok alapjan a giraz
enzim B alegységét kodoldo gén DNS szekvenciaja alapjan a faj alatti
kategoridk elkiilonitése pontosabban elvégezhetd (Daugat, 2002; Akhurst
és mtsai., 2004). Eppen ezért az altalunk izolalt, morfolégiailag jol
elkiilonithetdé Photorhabdus temperata tipusok esetén ez utobbi modszert
hasznaltuk. Nyilvanos adatbazisokban szamos tipustorzs megfeleld6 DNS
szekvencigja elérhetd, ezek alapjan akar PCR RFLP moddszerrel, akar a
teljes szekvencia vizsgalatival a torzsek nagy biztonsaggal



beazonosithatok. A modszer részletes ismertetését az értekezés
tartalmazza.

2.3. Eredmények: A vizsgalt baktérium izolatumok telepmorfologidjuk
alapjan elkiilonitett csoportjainak reprezentansait a gyrB és a 16S rDNS
szekvencia vizsgdlata alapjan a Photorhabdus Iluminescens subsp.
laumondii, a P. luminescens subsp. kayaii, a P. luminescens subsp.
thracensis és a P. temperata subsp. temperata alfajokként lehetett
azonositani. Ugyanakkor egy, a telepmorfologia ¢és fiziologiai
paraméterek alapjan jol elkiilonithetd csoport a DNS szekvencidk
vizsgalata segitségével egyetlen addig leirt taxonnal sem volt
azonosithatd. A jellegzetes pigmenttermelése miatt sziirke telepeket
alkotd baktériumot Photorhabdus temperata subsp. cinerea néven 6nalld
taxonként irtuk le. A munka soran a Photorhabdus nemzetség
valamennyi, palearktikus elterjedésti taxonjanak (két faj Osszesen Ot
alfaja) el6fordulasat sikeriilt igazolni a magyarorszagi Heterorhabditis
fonalféreg izolatumokbol. A részletesen vizsgalt 67
baktériumizolatumbol 8 szarmazott H. bacteriophora-bol, 27 H. downesi-
bol, és 32 H. megidis-bol. Mig a H. bacteriophora-hoz 3 kiilonbdz6
bakteridlis szimbionta (P. luminescens subsp. kayaii, P. luminescens
subsp. laumondii, P. luminescens subsp. thracensis) tartozott, addig a
masik két fonalféregbdl a P. temperata subsp. temperata, és a P.
temperata subsp. cinerea baktériumot izolaltuk (H. megidis esetén az
izolatumszam P. t. temperata 17 és P. t. cinerea 15, mig H. downesi-nal
19 és 8). A H. bacteriophora esetében két olyan mintavételi teriilet volt,
ahol az adott fondlféregfajt két kiillonboz6é bakteridlis szimbiontaval
lehetett megtalalni (P. /uminescens subsp. laumondii és kayaii Bugacrodl,
mig P. luminescens subsp. thracensis és kayaii Nyirlugosrol). A H.
megidis és a H. downesi tobb mintavételi ponton egyiittesen fordult eld, s
volt két olyan teriilet, ahol mindkét fonalféregfaj mindkét baktériummal
(P. temperata subsp. temperata ill. cinerea) egyiitt fordult el6. Az eddigi
ismeretek szerint egy adott Heterorhabditis faj ugyan tobb kiilonbozo
bakterialis szimbiontaval is ¢lhet egyiitt, azonban a kiilonb6z6
baktériummal egyiitt €16 fonalférgek foldrajzilag izolaltak (Adams és
mtsai., 2006). Sajat vizsgalataink ezzel szemben mindharom,
Magyarorszagon eléforduld Heterorhabditis faj esetén igazoltak, hogy
egy-egy ¢€léhelyen egy adott fonalféregfaj kiilonb6zé bakterialis
szimbiontaval is megtalalhato.



A munka soran Magyarorszagrdl eldkeriilt Photorhabdus taxonok
reprezentansait nyilvanos mikrobioldgiai térzsgyiijteményekben (DSMZ,
NCAIM) elhelyeztilk, az azonositast szolgaldé 16S rDNS és gyrB
szekvenciakat pedig a GenBank adatbazisba feltoltottiik. A nyilvantartasi
ill. azonositd szamokat az értekezés megfeleld fejezeteiben kozlom.

3., Azonos mintavételi helyrél begyiijtott Heterorhabditis megidis és
H. downesi fonalférgek bakteridlis szimbionta altal befolyasolt
kompeticios  viszonyainak leirasa  laboratoriumi  kisérletek
segitségével

3.1. A munka el6zményei és célja: A 2. pontban ismertetett vizsgalatok
egyik lényeges megallapitasa volt, hogy talalhatok olyan teriiletek, ahol
azonos ¢lohelyen a H. megidis és a H. downesi egylitt fordul eld, raadasul
mindkét faj két bakterialis szimbiontaval él egylitt, a P. temperata subsp.
cinerea és P. temperata subsp. temperata alfajokkal. Ez az eredmény
tobb szempontbol is tovabbi vizsgalatra érdemes. Egyrészt, korabbi
munkdkbol ismert volt, hogy a baktérium-fonalféreg szimbiotikus
kapcsolat izolatum szinten specifikus, azaz a fonalféreg fitnesze még az
azonos fajhoz tartozo, nem nativ baktériummal mesterségesen kialakitott
kapcsolatban is alacsonyabb, mint a sajat eredeti szimbiontajaval vald
egylittélés esetén (Gerritsen €s mtsai., 1998; Sicard és mtsai., 2004;
Sicard és mtsai., 2005). Méasrészt, a kiilonb6z6 rovarpatogén baktériumok
toxicitasa eltéré lehet a kiilonb6zo rovarokkal szemben. Ez felveti a
fonalféreg fajok kozotti kompeticié mellett a fajon beliili, a bakterialis
szimbionta altal befolydsolt kompeticio lehetdségét is. A témanak
gyakorlati alkalmazasi jelentdsége is van, hiszen ha igazolhat6 az a
feltételezés, amely szerint a bakterialis szimbionta befolyasolja az egyes
rovarcsoportokkal szembeni fert6zoképességet, akkor ez fontos szempont
lehet a kiilonb6zo rovarkartevokkel szembeni termékfejlesztéshez
kivalasztando fonalféreg-baktérium komplexekkel szemben is. A munka
soran igyekeztiink laboratoriumi vizsgélatok segitségével tisztazni a H.
megidis és a H. downesi kompeticids viszonyait két kiilonboz6é rovarfaj
larvaival (Galleria mellonella — Lepidoptera, Tenebrio molitor —
Coleoptera) szembeni patogenitasi folyamat soran. Ehhez olyan helyrél
szarmaz6 fonalféreg izolatumokat hasznaltunk, amelyr6l a korabbi
mintavételek soran igazolhatd volt, hogy mindkét fonalféreg mindkét
lehetséges bakterialis szimbiontaval el6fordul.
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3.2. Modszerek: 2008 augusztusdban Dany 11/C és 2/D (egymastol
néhany szdz méterre 1évo) erddtagbol 10-10 talajmintat gytijtottiink. A
laboratériumban ezekbe 24 oran belil 5-5 Galleria mellonella ill.
Tenebrio molitor larvat helyeztiink. A larvak mortalitasat 7 nap mulva
ellendriztiik, az elpusztult egyedeket kiilon-kiilon vizes csapdara tettiik. A
kifutdo fonalférgeket szamoltuk, és valamennyi mintabol izolaltuk a
bakterialis szimbiontat. A fonalférgeket PCR-RFLP modszerrel, mig a
baktériumokat morfologiai sajatossagaik alapjan identifikaltuk. A
hiitében vizes szuszpenzid formajaban 1 hdnapon 4t tarolt fonalférgekbdl
négy izolatumot valasztottunk ki: Heterorhabditis downesi Photorhabdus
temperata subsp. cinerea szimbiontaval, H. downesi P. t. temperata
baktériummal, H. megidis P. t. cinerea és H. megidis P. t. temperata
szimbiontaval. A kisérletekhez az azonos szimbiotikus komplexekbdl
azokat valasztottuk ki, amelyek éldegyedszama a tarolas alatt nem
csokkent jelent6sen (€16 egyedek aranya min. 90%), és amelyekbdl
elegendd allt rendelkezésre a kisérletek bedllitasahoz (min. 100 000
egyed). A kivalasztott izolatumokbol kiilonbozé elegyeket hoztunk 1étre
(zérojelben a fonalférgek egyedszama db/ml egységben):

I. H. megidis/P. t. temperata — H. downesi/P. t. cinerea (1000 — 0; 500 —
500; 0 — 1000)

1. H. megidis/P. t. cinerea — H. downesi/P. t. temperata (1000 — 0; 500 —
500; 0 — 1000)

1. H. megidis/P. t. temperata — H. megidis/P. t. cinerea (500 — 500)

IV. H. downesi/P. t. temperata — H. downesi/P. t. cinerea (500 — 500)

V. H. megidis/P. t. temperata — H. downesi/P. t. temperata (500 — 500)
VI. H. megidis/P. t. cinerea — H. downesi/P. t. cinerea (500 — 500)

A kiilonb6zo Osszetételli szuszpenziokbol 1 — 1 ml-rel (amely minden
esetben 1000 db fonalférget tartalmazott) nedvesitettiink 90 mm atméréji
petricsészékbe helyezett szlrépapirkorongokat, amelyekre Galleria
mellonella vagy Tenebrio molitor larvakbol 10 — 10 egyedet helyeztiink.
Az Osszes beallitast 5 ismétlésben végeztik el. A fert6zést kovetd 7 nap
alatt meghataroztuk a tesztallatok mortalitdsat. Valamennyi elpusztult
rovarlarvat sotétkamraban is megvizsgaltuk, és az értékelésnél csak
azokat vettik figyelembe, amelyeknél megfigyelhetd volt a
Photorhabdus baktériumokra jellemz6 biolumineszcencia. Az elpusztult
larvakat szétvalogattuk annak megfelelden, hogy melyik baktérium
okozta pusztulasukat. Erre az adott lehetdséget, hogy a kisérletekben
szerepld két baktérium jellemz6 szinli pigmentet termel (a P. t. temperata
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sargat, mig a P. t. cinerea sziirkét), igy a fertézott rovarlarvak szine is jol
elkiilonithetd volt. Az elpusztult rovarlarvakat vizes csapdara helyeztiik
(a kiilonboz6 baktérium altal fert6zott rovarlarvakat minden esetben
kiilon kezelve), és meghataroztuk a kifutd fonalférgek szamat.
Amennyiben a rovarlarvakat két kiilonboz6 fonalféregfaj elegyével
kezeltik (I., II., V. és VI bedllitas), ugy a kifut6 fonalférgeket
morfometriai bélyegek alapjan identifikaltuk, ill. ha ez alapjan a faji
hovatartozas kétes volt, igy PCR-RFLP vizsgalatot végeztiink.
3.3. Eredmények: A Dany kornyékérdl begytijtott 20 talajmintabol 17
volt pozitiv Heterorhabditis fonalférgekre, és Osszesen 47 tesztallat
pusztult el. Ezek koziil 44 rovarlarvabol sikertilt fonalférgeket kifuttatni.
A fonalférgek koziil 24 H. downesi volt, 20 pedig H. megidis. A
bakterialis szimbionta szerinti megoszlas a kovetkezd volt (szdzalékos
megoszlas az Osszes begyljtott izolatumra vonatkoztatva): H. downesi/P.
t. temperata 23%; H. downesi/P. t. cinerea 32%; H. megidis/P. t.
temperata 32%; H. megidis/P. t. cinerea 13%. A fonalférgek
reprodukcios sikere (kifutdo infektiv larvak/rovarlarva) mindkét fajnal
statisztikailag is igazolhatban nagyobb volt a P. t. cinerea bakterialis
szimbionta esetén (75 900 ill. 42 300 H. downesi-nal és 93 900 ill. 34 700
H. megidis-nél).

A laboratériumi kisérletek eredményei koziil a legfontosabbak a
kovetkezok voltak:
- A vizsgalt H. megidis és H. downesi izolatumok az alkalmazott kisérleti
rendszerben egy fertdézési ciklus alatt ,lecserélhetik” bakterialis
szimbiontaikat, azaz olyan rovartetembdl is kifuttathatok, amelyben nem
a sajat eredeti szimbiontajuk szaporodott fel. Galleria mellonella
tesztallatban ez a szimbiontacsere nagyobb valoszintiséggel kovetkezik
be, mint Tenebrio molitor larvaiban.
- Egy adott fonalféreg kiilonb6z¢é baktériummal alkotott komplexeivel
keverten végzett fertdzés esetén a P. ¢. temperata baktérium a rovarlarvak
jelentésen nagyobb részében tud felszaporodni, mint a P. ¢. cinerea, ha H.
megidis a szimbiotikus partner (III. kisérleti beallitas) fiiggetleniil attol,
hogy milyen tipusu a rovarlarva (Lepidoptera vagy Coleoptera). Ez a
megallapitas H. downesi szimbiotikus fonalféreg (IV. beallitas) esetében
csak a Galleria mellonella tesztallatra igaz, a Tenebrio molitor-nal a két
baktérium azonos mértékben sikeres.
- Két kiilonb6zo faju fonalféreg egy adott baktériummal alkotott
komplexeivel végzett kevert fert6zésnél a H. megidis patogenitasi sikere
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(a fertdzott rovarldrvak hany szdzalékdbol futnak ki infektiv larvai)
mindkét rovarral szemben jelentdsen nagyobb, mint a H. downesi-€, ha a
szimbiotikus partner a P. t. temperata (V. beallitas). Ezzel szemben P. ¢.
cinerea szimbiontaval (V1. beallitas) csak Galleria mellonella tesztallat
esetén sikeresebb a H. megidis, Tenebrio molitor-nal a helyzet éppen
forditott.

Osszegezve, a laboratoriumi fertdzési tesztek soran a H. megidis és
a H. downesi szimbiotikus kapcsolata a Photorhabdus baktériumokkal
nem bizonyult rogzitettnek. A kiillonb6zd rovarlarvak gazdaszervezetként
val6 hasznositasaban a fonalférgek eltéré kompeticios képességiiek, és
ezt a sajatossagukat a bakterialis szimbionta befolyasolja.
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Introduction, aims of the study

Steinernematidae and Heterorhabditidae are two species-poor families of
Nematoda. Only three genera belong to these two taxa (Steinernema,
Neosteinernema and Heterorhabditis) with species lethally pathogenic to
insects. All nematodes of Steinernematidae and Heterorhabditidae live in
a symbiotic relationship with entomopathogenic bacteria (EPB)
Xenorhabdus and Photorhabdus, respectively. In the pathogenic process
the symbiotic bacteria of nematodes play an exceptionally important role:
They produce wide range of toxins, hydrolytic exoenzymes and
antibacterial compounds that are responsible for the death and bioconversion
of the infected insect larvae and prevent other soil organisms from
degrading the insect cadavers. Infective juveniles of nematodes emerging
from insect cadaver transport the cells of symbiotic bacteria finding new
hosts. Xenorhabdus and Photorhabdus bacteria can be found exclusively
in the infected cadavers of insects or in the intestine of nematode
infective juveniles.

During the last two decades the number of research projects
regarding to the entomopathogenic nematodes (EPN) and their symbiotic
bacteria increased exponentially, at the same time the described species
of the two families grew quickly. This interest has been motivated by
biocontrol potential of these organisms. There are about 20 commercial
producers of EPNs worldwide. Moreover, there is lot of research projects
aimed to genetic, molecular biological, evolutionary and ecological
aspects of nematode-bacteria symbiosis.

With spreading of environmentally sound production systems and
restriction of some harmful insecticides, soil dwelling pests, first of all
grubs of Melolontha melolontha in Hungary, cause more and more
damage in horticulture. Novel control strategies like biological control
have gained much interest recently, and entomopathogenic nematodes are
the most important candidates as effective control agents against soil
dwelling grubs. In Hungary, the lack of detailed and reliable
biogeographic data and the lack of a usable strain collection seriously
restrict research on biological control techniques.

The research projects initiated by the Research and Extension Centre for
Fruit Growing in Ujfehértd intended to establish the scientific bases of
biocontrol work with entomopathogenic nematodes. The main goals of
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this work were: (i) detailed survey of Hungarian entomopathogenic
nematode fauna; (ii) founding a strain collection; (iii) screening the
Hungarian nematode strains for effective pathogens of key pests; (iv)
elaborating in vitro mass production techniques and application
technologies. These research projects provided scientific and financial
framework for my work.

The main goals of this present thesis are:

1. Describing the Hungarian Heterorhabditis fauna and establishment a
strain collection from newly isolated nematodes.

2. Characterizing the symbiotic Photorhabdus bacterial partners of
Heterorhabditis species isolated from Hungary.

3. Studying the competition potential of H. downesi and H. megidis
modified by their symbiotic partners.

1. Survey of the Hungarian Heterorhabditis entomopathogenic
nematode fauna

1.1. Aim of the study: Selecting an effective strain is the most important
basis of a work aimed to develop a biocontrol technique against different
insect pests. The primary goal of the present study was to establish a
strain collection from Hungarian Heterorhabditis nematode and
symbiotically associated Photorhabdus bacteria species. During this work
it was supposed, that can be found effective pathogens of indigenous
insect pests (first of all Melolontha melolontha) in the Hungarian fauna.
Using this type of strains in biocontrol practice would be reduced the
ecological risk of mass application of a pathogenic organism. In the
preliminary laboratory trials species of Heterorhabditis genus proved to
be highly effective against grubs of Melolontha melolontha, therefore 1
preferred this taxon during faunistic survey.

1.2. Methods: The sampling areas include all regions highly infected by
common cockchafer, as Baranya, Bacs-Kiskun, Nograd, Pest, Somogy
Vas, Veszprém and Zala counties. All sampling sites were habitats
typically preferred by Melolontha melolontha, including the peripheries
of oak and other deciduous forests and new plantations. Five random soil
samples were collected at each site and transported to the laboratory in
plastic bags. In 2005, totally 1000 soil samples were collected. In 2005,
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three larvae of G. mellonella and two larvae of Tenebrio molitor
(Coleoptera, Tenebrionidae) were put into each sample. After seven days,
larval mortality was recorded. Dead larvae were cultured in a water trap
to obtain infective juvenile (IJ) of nematodes. After washing the
emerging IJs, and a successful reinfection as a check of pathogenecity,
the nematode material was stored in water suspension at 5 to 7°C.
Identification was carried out by molecular biological approach, using
PCR-RFLP analysis of ITSI-ITS2 region of the genome. The ITS1-ITS2
DNA sequence of all described EPN species is known (Nguyen and Hunt,
2007).

1.3. Results: Mortality among the 3000 Galleria and 2000 Tenebrio
larvae placed into the 1000 soil samples was 716 and 265, respectively.
From the totally 981 insect cadavers 329 nematode strains run out, and
after reinfection 244 proved to be entomopathogenic (the remaining 85
were saprophytic). After identification, 83 nematode isolates proved to be
Steinernema  sp., while 161 nematodes belonged to genus
Heterorhabditis. 61 isolates were identical with Heterorhabditis megidis,
83 isolates were H. downesi, while the remaining 17 were H.
bacteriophora.

2., Characterization of the Photorhabdus bacterial symbionts of the
Hungarian Heterorhabditis isolates

2.1. Aim of the study: Because of the exceptional role of symbiotic
bacteria in the life cycle of entomopathogenic nematodes, studying of
Photorhabdus bacteria is essential from the point of view of in vitro mass
production of the Heterorhabditid nematodes. Furthermore, entomotoxin
and antibiotics production of the symbiotic bacteria contribute to
effectiveness of nematode-bacteria complex against different kind of
insects. The goal of this study was to establish a culture collection from
the newly isolated Photorhabdus bacteria.

2.2. Methods: Bacteria were isolated directly from infective-stage
nematodes (Gerritsen et al., 1992). The nematodes were surface sterilized
in 0.25 % sodium-hypochlorite, and macerated with a glass rod. Samples
of a macerated material were spread on NBTA agar (nutrient agar with
0.025% bromothymol blue and 0.04% triphenyltetrazolium-chloride) and
incubated at 20 °C. After 48 hours dye adsorbing colonies were selected
and subcultured every 3 or 4 days on nutrient agar, and all isolated strains
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were maintained as cryopreserved material, as well. Among the 136 items
of Hungarian entomopathogenic bacteria collection 67 Photorhabdus
isolates were selected, which represented the whole collection from the
point of view of sampling site and symbiotic partner distribution. First
stage colony form of the Photorhabdus isolates were selected on NBTA
indicator plates and used to all tests. Morphological characterization was
carried out on nutrient agar plates, while physiological and biochemical
tests were performed at 28 °C using GN2 microplates (Biolog) and
API20E strips (Biomérieux). Cluster analysis of biochemical data (7 and
40 variable parameters from API20E and Biolog GN2 tests, respectively)
was carried out by R Console (http://cran.r-project.org) version 2.4.1
using Cluster package, agglomerative nesting, Ward’s clustering method.
Calculation of dissimilarity matrix based on number of the same reaction
(the distance between two isolates is 0, when all studied reaction give
same results, and it is 1, when all studied reaction give different results).
The systematics of entomopathogenic bacteria based on the
analysis of 16S rDNA, however, the gyrB gene provides more useful data
for investigating intrageneric phylogenies of Enterobacteriaceae (Daugat,
2002) and Photorhabdus (Akhurst et al., 2004). The DNA isolation and
PCR amplification of the gyrB gene was carried out as described by
Akhurst et al. (2004). DNA sequence of the PCR products was
determined in the laboratory of Biological Centre of Szeged. The gyrB
gene sequences were aligned against homologous sequences by using the
program Clustal X version 1.81 (Thompson et al., 1997). Evolutionary
analyses were carried out with the MEGA 4.0 package (Tamura et al.,
2007).
2.3. Results: Representatives of bacterial groups separated by
morphological and physiological data could be identified based on gyrB
sequences as Photorhabdus [luminescens subsp. laumondii, P.
luminescens subsp. kayaii, a P. luminescens subsp. thracensis and P.
temperata subsp. temperata. However, a clearly separated group
characterized by grey pigment production was not identical with any
described taxa of Photorhabdus. This group was described as a new
subspecies, called Photorhabdus temperata subsp. cinerea. During the
work, all of the palearctic taxa (two species with five subspecies) of
Photorhabdus genus could be identified from Hungarian Heterorhabditis
strains. From the detailed studied 67 bacterial isolates 8 were originated
from infective juveniles of H. bacteriophora, 27 from H. downesi and 32
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from H. megidis. While H. bacteriophora was symbiotically associated
with three different bacterial taxa (P. [luminescens subsp. kayaii, P.
luminescens subsp. laumondii, P. luminescens subsp. thracensis), both of
the other two nematodes were related to P. temperata subsp. temperata,
and P. temperata subsp. cinerea (H. megidis:17 P. t. temperata and 15 P.
t. cinerea, H. downesi: 19 and 8, respectively). There were two sampling
sites, where the H. bacteriophora could be isolated with two different
bacteria (P. luminescens subsp. laumondii and kayaii from Bugac, while
P. luminescens subsp. thracensis and kayaii from Nyirlugos). The H.
megidis and H. downesi lived together in several sampling sites, and there
were two areas, where both nematodes associated with both symbiotic
bacteria (P. temperata subsp. temperata and cinerea). According to the
earlier data about Heterorhabditis-Photorhabdus relations, a given
Heterorhabditis species can be associated with several different
Photorhabdus bacterial taxa, however, the Heterorhabditis strains related
to different bacterial symbionts are isolated geographically (Adams et al.,
2006). In spite of this, our own results demonstrated that all of three
recorded Heterorhabditis species can live together with two different
symbionts in a given area.

Representatives of Photorhabdus taxa isolated from Hungary were
placed in international culture collections (DSMZ, NCAIM); the gyrB
and 16S rDNA sequences were submitted to public database (Genbank).

3. Laboratory competition experiments between Heterorhabditis
megidis and H. downesi associated with different bacterial symbionts

3.1. Aims of the study: One of the most interesting results of previous
part of this study was, that in several area H. megidis and H. downesi can
be found together, furthermore, both nematodes are associated with two
different bacterial symbionts, P. temperata subsp. cinerea and P.
temperata subsp. temperata. Results of earlier studies suggested, that the
nematode-bacteria mutualistic association is specific at strain level, i.e.
the fitness of the nematodes associated with non native symbiont bacteria
(which belong to the same species, as the native symbiotic partner) is
lower, than the fitness of native symbiotic pair (Gerritsen et al., 1998;
Sicard et al., 2004; Sicard et al., 2005). On the other hand, the toxicity of
the different entomopathogenic bacteria is variable against different
insects. Possibility of symbiotic bacteria mediated intraspecific
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competition is presumable based on these facts. The aim of this present
study was to describe the competitive ability of H. megidis and H.
downesi during pathogenic process against two different insect larvae
(Galleria mellonella — Lepidoptera, Tenebrio molitor — Coleoptera).

3.2. Methods: 20 soil samples (each about 3 litres) were collected near to
the village Dany (Central part of Hungary) from an 85-years old oak
forest (Quercus robur — Quercus cerris). Within 24 hours 5-5 last instar
larvae of Galleria mellonella and Tenebrio molitor in holed Eppendorf
tubes were placed into the soil samples. The mortality was recorded in 7
days. The dead insect larvae were checked for bioluminescence in
darkroom, and the ,lighting” cadavers were used for the further studies
only. The cadavers were placed on white traps separately, and the
emerging infective juveniles were counted. The nematodes were
identified by PCR-RFLP analysis of the ITS1-ITS2 part of the DNA. The
symbiotic bacteria were isolated from the infective juveniles (Gerritsen et
al., 1992). Bacterial isolates were identified by morphological characters.
Four nematode isolates were selected from the newly isolated material:
Heterorhabditis downesi with Photorhabdus temperata subsp. cinerea
symbiotic bacteria, H. downesi with P. t. temperata, H. megidis with P. t.
cinerea and H. megidis with P. t. temperata. Among the similar isolates
were chosen that ones, which have higher number of living individuals
(at least 100 000 1J). Different mixtures were made from the selected
isolates (in the parentheses is the number of nematodes, 1Js/ml):

I. H. megidis/P. t. temperata — H. downesi/P. t. cinerea (1000 — 0; 500 —
500; 0 — 1000)

II. H. megidis/P. t. cinerea — H. downesi/P. t. temperata (1000 — 0; 500 —
500; 0 — 1000)

11, H. megidis/P. t. temperata — H. megidis/P. t. cinerea (500 — 500)

IV. H. downesi/P. t. temperata — H. downesi/P. t. cinerea (500 — 500)

V. H. megidis/P. t. temperata — H. downesi/P. t. temperata (500 — 500)
V1. H. megidis/P. t. cinerea — H. downesi/P. t. cinerea (500 — 500)

In Petri dishes 10-10 Tenebrio molitor or Galleria mellonella larvae were
placed on filter paper disks wetted by different nematode mixtures (1-1
ml containing 1000 1Js). All treatments (nematode mixtures vs. insect
larvae) were carried out with 5 replications. The insect mortality was
checked in every 24 hours until 168 hours after the infections. All
cadavers were checked for biolumienscency, and only the ,lighting”
cadavers were used for the further analyses. The dead insects were
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separated by their colours, because both bacteria intensively produce
pigments (P. t. temperata yellow, while P. t. cinerea grey pigments),
therefore colour of cadavers referred to the infective bacteria. Dead insect
larvae were placed on white traps, and number of emerging nematodes
was determined. In the cases of infection with two different nematode
species (L., II.,, V. and VI. treatments), the emerging nematodes were
identified by morphometrical or PCR-RFLP method.
3.3. Results: The 20 soil samples collected near to village Dany were 17
positive for Heterorhabditis nematodes, and 47 test insect larvae (from
200) died. Nematodes emerged from 44 cadavers. Among them 24 were
H. downesi, and 20 H. megidis. The distribution of isolates depending on
the bacterial symbionts was the following (in the percentage of the totally
44 isolates): H. downesi/P. t. temperata 23%; H. downesi/P. t. cinerea
32%; H. megidis/P. t. temperata 32%; H. megidis/P. t. cinerea 13%. The
reproductive success of nematodes (emerging IJs/insect cadaver) was
higher with P. t. cinerea bacteria, than with P. t. temperata symbiont (H.
downesi: 75 900 or 42 300; H. megidis: 93 900 or 34 700, respectively).

The most important results of the laboratory experiments:
- The studied H. megidis and H. downesi isolates can change their
bacterial symbionts during one pathogenic step, i.e. both nematodes
could emerge from a cadaver, in which grew up the non-native bacteria of
the given nematode isolate. The symbiont change is more probable in
Galleria mellonella larvae than in Tenebrio molitor cadavers.
- The P. t. temperata can grow up in the greatest part of insect cadavers,
if the nematode host was H. megidis, independently of the insect species
(III. treatment). Associated with H. downesi, P. t. temperata was more
successful in Galleria mellonella larvae, while the two types of bacteria
were equally frequent in Tenebrio molitor cadavers.
- Pathogenic success of H. megidis is higher against both insects, than the
pathogenic success of H. downesi if the bacterial symbiont was P. t.
temperata (V. treatment). If the bacterial symbiont is P. t. cinerea, the
pathogenic success of H. megidis is higher, than the pathogenic success
of H. downesi against Galleria mellonella, while H. downesi is more
successful against Tenebrio molitor (V1. treatment).

Summarizing, the symbiotic relation between H. megidis or H.
downesi and their associated Photorhabdus bacteria was not highly
specific during laboratory experiments. The outcome of interspecific
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competition between the two nematode species differed in the pathogenic
process against different insects, and modified by the bacterial symbionts.
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