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1. Bevezetés

A Steinernematidae és a Heterorhabditidae csaladba tartozo fonalférgek a
Nematoda torzs fajokban viszonylag szegény csoportjat alkotjak. A két
csaladba 0sszesen harom nemzetséget (Steinernema, Neosteinernema, ill.
Heterorhabditis) sorolnak (Hunt, 2007), amelyek k6zos jellemzdje, hogy
az idetartozd fajok a rovarok letdlis patogénjei. Valamennyi faj egyedei
szoros szimbiotikus kapcsolatban élnek Xenorhabdus ill. Photorhabdus
baktériumokkal. A baktériumok toxintermelésiik révén szerepet jatszanak
a fertézott rovarlarvak elpusztitisaban, antibiotikum termelésiik
megakadalyozza, hogy a rovartetemet mdas mikroorganizmusok is
megfertdzz¢k, a rovar testanyagain felszaporodva pedig taplalékul
szolgalnak a fonalférgek szamara. A fert6zott rovarbdl kijutd infektiv
fonalféreglarvdk a szimbionta baktériumot tovabbviszik ujabb rovar
gazdaszervezetet keresve. A Xenorhabdus €s Photorhabdus baktériumok
kizarolag a fert6zott rovarokban, ill. a fonalférgek infektiv larvéiban
talalhatok meg, a talajban szabadon nem fordulnak el6 (Boemare, 2002).

Az elmult két évtizedben a rovarpatogén fonalférgekkel és
szimbionta baktériumaikkal foglalkoz6 kutatdsi projektek szadma
jelentdsen emelkedett, ezzel egyidejlileg a leirt fajok szama is jelentdsen
nétt. Ezt az érdeklddést egyértelmiilen ezen fondlférgek biologiai
novényvédelmi célu alkalmazdsanak lehetdségei motivaltdk. Ma
vildgszerte csaknem 20 cég gyart kereskedelmi 1éptékben rovarpatogén
fonalféreg tartalmu terméket. Emellett szamos olyan kutatasi projekt is
folyamatban van, amelyek kozvetleniil mar nem kotheték a bioldgiai
novényvédelmi gyakorlathoz, hanem a fonalférgek ¢s szimbionta
baktériumaik kapcsolatanak  genetikai, molekularis szabalyozasi,
evolucidbiologiai vagy oOkoldgiai vonatkozdsaira fokuszalnak, ill. a
szimbionta baktériumok antibakteridlis hatdanyag termelését ¢és
entomotoxin produkcidjat vizsgaljak.

A vegyszermentes novényvédelmi technologiaval eldallitott
termékek iranti igény novekedése, valamint szamos, a korabbi idészakok
novényvédelmi gyakorlataban elterjedten hasznalt kémiai hatoanyag
forgalmazéasanak korlatozasa miatt Magyarorszagon is jol érzékelhetéen
no az érdeklddés a bioldgiai ndvényvédelmi megoldasok irant, kiilonosen
a talajlako rovarkartevok (pl. Melolontha melolontha) elleni védekezés
vonatkozéasaban.



Szisztematikus magyarorszagi kutatdi €s fejlesztdi munka hijan
sokdig nem volt elképzelhetd, hogy a hazai faunabol izolalt tdrzseken
alapulo készitmények keriiljenek a piacra. A rovarpatogén fonalférgeket
hasznal6 biologiai novényvédelmi modszerek fejlesztéséhez sziikséges
hazai tudomanyos alapok megteremtését céloztak azok a 2002-t61 indulo,
az Ujfehértoi Gyiimolcestermesztési Kutatd és Szaktanacsadd Kht. éltal
kezdeményezett kutatasi projektek, amelyek f6 célkitiizései: (i) a hazai
rovarpatogén fonalféreg fauna minél részletesebb megismerése, (ii)
alkalmazott kutatasi feladatokhoz alapot biztositdé térzsgyljtemény
kialakitasa, (iii) gyakorlati felhaszndldsra alkalmas fonalféregtorzsek
kivalasztasa, (iv) in vitro tOmegtenyésztési technikak kifejlesztése ¢és
kultara specifikus alkalmazasi technikédk kidolgozasa. Ezen kutatasi
projektek biztositottak szakmai és pénziigyi keretet a jelen értekezésben
ismertetett vizsgalatokhoz is.



2. Célkituzések

Az értekezésben ismertetett vizsgalatok kivétel nélkiil olyan kutatasi
projektek keretében valosultak meg, amelyek a rovarpatogén fonalférgek
bioldgiai ndovényvédelmi célu gyakorlati alkalmazasédnak eldsegitését
céloztak meg konkrét termékfejlesztési feladatok megvalositasaval, vagy
pedig ezek szakmai alapjainak biztositasaval.

Magyarorszagon elsdsorban a kertészeti kulturdkban okoz jelentds
kart a majusi cserebogar (Melolontha melolontha) talajlako larvaja, de
mas novénytermesztési adgazatokban is kiemelt jelentdségli kartevonek
tekintik, és az erdégazdalkodéasnak is csaknem felbecsiilhetetlen kérokat
okoz. Az ellene valo védekezés szintetikus inszekticidekkel
megoldhatatlan a korabban rendelkezésre all6 hatéanyagok hasznalatanak
korlatozasa miatt, ill. az egyre elterjedtebb kornyezetkiméld termesztési
rendszerek (integralt termesztés, biologiai vagy organikus szemléletii
termesztési rendszerek) korldtozo eldirdsainak megfelelden. Egyetlen
valés alternativaként az Un. biologiai ndvényvédelmi modszerek
alkalmazasa maradt. A majusi cserebogar larvaival szemben leginkabb
perspektivikus lehetdségnek a Heterorhabditis génuszba tartozo
fonalférgek alkalmazasa tlinik (Foldes és Lakatos, 2004). Ezek hazai
elterjedése azonban gyakorlatilag ismeretlen volt, igy a faunisztikai célia
vizsgalatoknak kozvetlen gyakorlati jelentdsége is van.

A Heterorhabditis fonalférgek életciklusaban kiemelkedd szerepet
betdltd Photorhabdus baktériumok (lasd 3.1.2. fejezet) ismerete nélkiil a
fonalférgek ipari Iéptékli in vitro tomegtenyésztése megoldhatatlan.
Réaadasul a baktériumok egyes tulajdonsagai a vele egyiittéld fonalféreg
gyakorlati alkalmazasi lehetdségeit is behatarolhatjak.

A Heterorhabditis-Photorhabdus szimbiotikus kapcsolat
taxonomiai Osszetétel szempontjabol meglepd valtozékonysagot mutatott
a munka keretében begylijtott izolatumok esetében. A taxondmiailag
eltéré és nyilvanvaléan szdmos egyéb tulajdonsagaban is kiillonbozo
bakterialis  szimbiontaval valé  egyiittélés  fonalféreg  szamara
megnyilvanuld elényeinek tisztdzasa hozzasegithet a kiilonbozo,
mezdgazdasagi kartevonek tekintett rovarokkal szemben hatékony
fonalféreg izolatumok kivalasztasdhoz.



Az értekezés konkrét célkitlizései az elmondottaknak megfeleléen
az alabbiakban foglalhatok Gssze:
1. A Heterorhabditis rovarpatogén fonalféreg fajok magyarorszagi
eléfordulasi gyakorisaganak leirdsa a rendelkezésre allo torzsgylijteményi
tételek alapjan.
2. A Magyarorszagrol begyljtott Heterorhabditis  fonalférgek
Photorhabdus bakteridlis szimbiontdinak jellemzése, az eléfordulod
taxonok gyakorisaganak meghatarozasa.
3. Azonos mintavételi helyrél begyljtott Heterorhabditis megidis és H.
downesi fonalférgek bakteridlis szimbionta 4ltal befolyasolt kompeticios
viszonyainak leirasa laboratoriumi kisérletek segitségével.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A rovarpatogén fondlférgekkel ¢és szimbionta
baktériumaikkal kapcsolatos altalanos ismeretek

3.1.1. Rovarpatogén fonalférgek

A rovarpatogén fonalférgek a Steinernematidae és a Heterorhabditidae
csalad tagjai. Harom génusz tartozik ide: a Steinernema, a
Neosteinernema, illetve a Heterorhabditis. A harom génuszba mintegy 70
leirt, valid faj tartozik.

Bar a két csalad egymassal nem all kozeli rokonsagban (Blaxter és
mtsai, 1998), ennek ellenére szamos ko6zOs sajatsaggal birnak. Ezen
sajatsagok — melyek koziill a rovarpatogén baktériummal képzett
szimbiotikus kapcsolat a legfontosabb — alapjan feltételezhetd, hogy a két
csalad konvergens evolucio eredménye (Poinar, 1993). A Steinernemakra
¢s a Heterorhabditisekre egyarant jellemzd, hogy egyetlen szabadon ¢él6
formajuk egy modosult harmadik stddiumu larva, az infektiv juvenilis
larva (1J), mely bélcsatornajaban hordozza a vele szimbiotikus komplexet
képezd Xenorhabdus ill. Photorhabdus génuszba tartozd baktériumat
(Boemare €és mtsai, 1993).

Az 1J nem téaplalkozd, viszont helyvaltoztatd mozgasra képes
larvatipus, amely képes a talajban felkutatni a gazdaszervezetet, és annak
szajan, anuszan vagy 1égzOényildsan bejutni a rovar testiiregébe (Dowds és
Peters, 2002). Ott kiengedi bélcsatornajabol a magaval hozott bakterialis
szimbiontdjat. A baktériumok elszaporodnak a tdpanyagban gazdag
hemolimfaban toxintermelésiikkel a rovarlarva pusztuldsat okozva,
altaldban 24-48 oOran beliil. A fonalférgek a baktériumok altal termelt,
eddig pontosan nem definidlt kémiai anyagok hatasara (Ehlers és Shapiro-
Ilan, 2005) a nem téplalkozé modosult harmadik stadiumu larvaallapotbol
negyedik, taplalkozé larvastadiumava alakulnak, és a felszaporodott
baktériumtomeget fogyasztva felnétt egyedekké valnak, majd
szaporodnak. A tapanyagforras fiiggvényében egy, vagy tobb generaciot a
gazdaszervezetben toltenek, majd a rovartetem jelentette tapanyagforras
kimeriilése utdn modosult harmadik stadium( egyedekként jutnak a
talajba 01j gazdaszervezet utan kutatva.



A Steinememdk és a  Heterorhabditisek  reprodukcios
tulajdonsagaikban erdsen eltérnek egymastol. A Heterorhabditisek
jellemzdje, hogy az infektiv larvakbol kialakuld elsd generacid csak
ontermékeny hermafroditakbdl 4ll, és valtivara egyedek csak késObbi
generaciokban keletkeznek (Dix ¢és mtsai, 1992). A Steinernemdk
esetében minden generacié amfimixissel szaporodik (Poinar, 1990). Tehat
mig a Heterorhabditisek esetén elég egyetlen 1J-nek a gazdaszervezetbe
bejutni, képes lesz ott elszaporodni, Steinernemak esetén minimum egy
him és egy ndstény egyednek be kell jutni a rovarba, és ott talalkozniuk is
kell a szaporodéshoz.

A szaporodas utols6 fazisa, hogy a petéket lerakjdk a
gazdaszervezetbe. Néhany idOs ndstény, vagy hermafrodita a petéket nem
rakja le, hanem uteruszaban tartja azokat, az Ll-es larvdk az anya
szovetein fejlddnek, majd végil szétrepesztik és kijutnak az anyabol. A
folyamat ,,endotokia matricida” néven ismert (Johnigk és Ehlers, 1999).

3.1.2. Szimbionta baktériumok

A fonalféreg-baktérium szimbidzis ismerete elengedhetetlen a
patogenitasi folyamatok megértéséhez, illetve a sikeres tomegtermelés
kivitelezéséhez. Mindkét partner hasznot hiz a kapcsolatbol: a baktérium
okozza a rovar gyors pusztuldsidt toxintermelése révén, ellatja a
fonalférget a szaporodasahoz és ndvekedéséhez sziikséges tapanyaggal, és
antibiotikumtermelésével megakadalyozza egyéb mikroorganizmusok
elszaporodésat a rovartetemen. A fonalféreg cserébe védi a baktériumot a
kiils6 kornyezeti hatdsoktol, bejuttatja a rovar testiiregébe, és egyes
kapcsolatokban a rovar immunrendszerének szupresszalasaval segiti a
baktériumot.

A baktérium szimbionta két fazisvariansa ismert. ,,Vad”
fonalférgekbdl kizardlag az I. fazisvarians izolalhato. Ezeket kifejezett
antibiotikumtermelés ¢€s festék-adszorpcio jellemzi (Akhurst, 1980). In
vitro tenyésztések soran valtozé szdmu klon jelenhet meg, amelyek nem
rendelkeznek ezzel a két tulajdonsaggal, és fenotipusos eltérést is
mutathatnak az eredeti mintdhoz képest. Ezek a II. fazisvaridnst sejtek,
melyek kolonia-, és sejtmorfologiaban, mozgékonysagban, endo-, és
exoenzim-aktivitdsban és szekunder metabolit termelésben is eltérhetnek
az I-t6l (Boemare és Akhurst, 1988; Smigielski és mtsai, 1994; Givaudan
¢s mtsai, 1995). A II. fazisvarians 6kologiai szerepe maig sem tisztazott.
Bar képes elpusztitani a rovarlarvat, és képes szimbiotikus komplexet
képezni, de természetes koriilmények kozott €16 fonalféreggel sosem
fordul el (Akhurst és Boemare, 1990). Ezen feliil néhany Photorhabdus
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torzs II. fazisvariansa artalmas is lehet az eredetileg vele komplexet képzo
Heterorhabditis fonalférgek szadmara (Ehlers és mtsai, 1990). Tehat nincs
meggy6z0 0kologiai magyarazat a II. fazisvarians szerepére, habar egyes
feltételezések szerint lehet akar egy t0léld forma is (Smigielski és mtsai,
1994).

3.1.2.1. A szimbionta baktériumok altal termelt aktiv molekulak

Az elsO feltételezések a Steinernemak bakteridlis szimbiontdinak
antimikrobidlis aktivitdsarél 1959-bdél szarmaznak (Webster és mitsai,
2002). Aztan hosszu csend dvezte a témat, egészen 1981-ig, amikor Paul
¢s munkatdrsai Xenorhabdus fajok altal termelt antibakterialis hatéssal
bird vegyiiletet izolaltak €s identifikaltak, amelyek a hidroxistilbének, ill.
az indolok csoportjdba tartoztak (Paul ¢és mtsai, 1981). 1982-ben
kisérletekkel igazoltak Xenorhabdus kulturak aktivitasat a kovetkezd
mikroorganizmusok ellen: Micrococcus, Staphylococcus, Bacillus,
Ascherichia, Shigella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Erwinia,
Flavobacterium, Pseudomonas, illetve Candida és Saccharomyces.
Mindezt gy, hogy az antimikrobialis hatdéanyag nem volt ismert
(Akhurst, 1982).

Ezt kovetden leirtdk a xenorhabdinokat (Mclnerney ¢és mtsai,
1991a), a xenocoumacinokat (Mclnerney €és mtsai, 1991b), a xenorxideket
(L1 és mtsai, 1998), és a nematophinokat (Li és mtsai, 1997).

Ezutan publikdciok sora jelent meg mind Xenorhabdus, mind
(Forst és Nelson, 1996; Webster ¢s mtsai, 1998). A kovetkezd nagy
attorést Photorhabdus kulturak altal termelt dridsmolekuldju rovartoxinok
felfedezése jelentette (Ensign ¢és mtsai, 1990). A felfedezés ujabb
kisérletek sorat inditotta meg, in vitro kulturdk vizsgélata sordn szamos
szekunder metabolitot talaltak, melyek széles spektrumu antibakterialis és
antifungélis hatdst mutattak, esetenként akar a gyogyszerkutatdsok
szempontjabodl fontos humanpatogén gombakkal és €lesztokkel szemben
is (Mclnemey ¢és mtsai, 1991a; Li ¢és mtsai, 1997). Igazolt
antineoplasztikus hatdsuk (Webster és mtsai, 2000) teszi ezeket az
anyagokat fontossa a gyogyszerkutatasok, gombadld és nematicid hatdsa
pedig a mezdgazdasag és erdészet szamara.

Tobb mint 30 biologiailag aktiv, Xenorhabdus ill. Photorhabdus
tenyészetekbdl szarmazo, kémiailag kiilonboz8 csoportba tartozo
szekunder metabolitot irtak le eddig. Ezek koziil a puromycint és a
madumycin II-t mar izolaltdk kordbban Streptomycesekbdl (Suhadolkin,
1970; Tavares és mtsai, 1996). Altalanosan elmondhaté, hogy a legtobb
faj nemcsak egyféle szekunder metabolitot termel, és hogy ezek a
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metabolitok sokkal diverzebbek Xenorhabdusoknal, mint
Photorhabdusoknal. A xenorhabdinokat a Xenorhabdus bovienii, a
xenocoumacinokat a Xenorhabdus nematophyla mig az anthraquinonokat
Photorhabdus fajok termelik. Ezek a metabolitok nemcsak kémiailag
nagyon eltérék, hanem nagyon széles spektrumu bioaktivitas is jellemzi
Oket, tgymint antibiotikus, antimycotikus, antivirdlis, inszekticid és
nematicid hatas, antiulcerikus és antineoplasztikus hatds (Webster és
mtsai, 2002).

1994-ben jelent meg egy széles fungicid spektrumot bemutatd
tanulmény, ahol szimbionta baktériumok erds antimycotikus aktivitasat
irtak le Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Mucor
piriformis, Pythium coloratum, Pythium ultimum, Penicillium spp.,
Rhizoctonia solani, Trichoderma pseudokingii és Verticillium dahliae
ellen (Chen és mtsai, 1994).

Miutan a fondlféreg bejuttatta szimbionta Photorhabdus vagy
Xenorhabdus partnerét a rovarlarva testiiregébe a baktérium szaporodni
kezd a rovar testanyagain, kiilonféle toxinokat termel és juttat ki a gazda
szervezetébe, melyek hatdsara az elpusztul (ffrench-Constant és mtsai,
2003). A kiilonféle toxinok preciz biologiai szerepe a fert6zési
folyamatban még nem teljesen tisztazott. A vizsgalatok soran kideriilt,
hogy egyes toxinok rovarlarvaba injektalva és oralisan, a larvéaval
»feletetve” s kifejtik hatdsukat, mig mdasok csak injektdlva voltak
toxikusak.

A Tc toxinok nagy molekulatomegli, tobb alegységbdl allo
inszekticid hatasti toxinok, amelyek Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumokndl is kimutathatok (Waterfield és mtsai, 2001a). Ezen
toxinokat kodold géneket, azaz a tc géneket eldszor rovarpatogén
fonalférgekkel egytitt €16 Photorhabdus és Xenorhabdus fajokbol irtak le.
Ezt kovetden tc-szerli lokuszokat mas baktériumfajokbol is leirtak, ezek
kozt van olyan, ami rovarokkal kapcsoltan €l (pl. a Serratia entomophila),
¢s olyan, amely rovarokkal egyaltalan nem all kapcsolatban (Waterfield
¢s mtsai, 2001b). Az elsé Tc toxinokat a Photorhabdus luminescens W14
jelzésti  torzseébdl irtdk le, mint a feliiliszOban megjelend, nagy
molekulatomegii, inszekticid hatasti komplex molekuldkat (Bowen és
mtsai, 1998; Bowen ¢s Ensign, 1998). Szamos tisztitdsi 1épés utan a
komplexet négy alegységre lehetett bontani, a Tca, a Tcb, a Tcc és a Ted
alegységre (Bowen ¢s mtsai, 1998). Ezek koziil a Tca az, amelyik
roncsolja a rovar kozépbelének epitéliumat, hasonléan egyes Bt
toxinokhoz. A komplex tobbi része az oralis aktivitdshoz sziikséges.

Az els6 nem Photorhabdushoz vagy Xenorhabdushoz kapcsolodo
Tc toxinokat Serratia entomophila-ban irtak le (Hurst és mtsai, 2000). Ez
a baktérium okozza Uj-Zélandon a Costelytra zealandica pajorok
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borostyan-megbetegedését. Tc-szerti 10kuszt kimutattak Yersinia fajokban
is. Egyes kutatasok szerint a Yersinia pestis, amit a relative artalmatlan
Yersinia pseudotuberculosis-bdl eredeztetnek, ugy tudott vilagméretii
jarvanyok okozdjava valni, hogy elvesztette tc génjeit, inszekticid hatasu
toxinok nélkiil pedig a bolhak hordoz6 vektorukkd vélhattak (ffrench-
Constant és mtsai, 2007). Olyan géneket, amelyek a tc génekkel nagyfoki
hasonldsagot mutatnak talaltak mar rovarokkal nem asszocialt
baktériumokban is, ilyen pl. a Pseudomonas syringae pv tomato, a
Pseudomonas  fluorescens ¢és a Fibrobacter succinogenes. Ezen
baktériumoknal a tc-szerli gének termékeinek szerepe még nem tisztazott.
A Tc toxinok egyik csoportjdba a ,,Photorhabdus insect related” gének
altal kodolt, PirAB kétkomponensii toxin tartozik. FEredetileg
Photorhabdus luminescens TTO1 torzsében irtak le 2 16kuszt, 1-1 par
génnel, melyeket E. coli-ban szupresszaltatva igazoltak, hogy toxinokat
kodolnak (Duchaud és mtsai, 2003). Mindkét 16kuszrol termelddott toxin
oralis aktivitast mutatott kaposztamoly (Plutella xylostella) ellen, illetve
kiilonb6z6 moszkitd fajok ellen. A génpar egyikére nézve knock-out
mutans génterméke elvesztette aktivitdsat. Hasonld génparokat talaltak
Photorhabdus asymbiotica-ban, illetve PirB homologot Yersinia
intermedia-ban is. A PirB nagyfoku hasonldsagot mutat két, mikodését
tekintve jol korilirhatd toxinnal, a leptinotarsinnal és a Bt Cry toxinnal.
(Crosland és mtsai, 1984, 2005; Madeddu ¢és mtsai, 1985; Miljanich és
mtsai, 1988). A hasonlosdgbol kovetkeztethetd, hogy a PirB is
valosziniileg neurotoxinként mitkddik, az idegducok Ca** csatornaira valo
hatasa révén (Waterfield és mtsai, 2005).

A ,,Photorhabdus virulence cassettes”, azaz a PVC toxinok leirasa
mas baktériumok toxinjadhoz vald feltételezett homoldgian alapul. Az
elézéekben emlitett Serratia entomophila tc génjein kiviil rendelkezik egy
profag-szerii 16kusszal, melynek terméke okozza a larvan az ,anti-
feeding” hatast, azaz a larva besziinteti a taplalkozast (Hurst és mtsai,
2004). A Photorhabdus luminescens TTO1 tipustorzs és a Photorhabdus
asymbiotica ATCC43949 is tartalmaz 1ilyen lokuszokat, nagy
kopiaszamban. Ezeket a termékeket E. coli-ban expresszaltatva, majd
viaszmoly larvdkba injektdlva erds inszekticid hatdst mutattak.
Elektronmikroszkopos vizsgéalatok viszont azt mutattdk, hogy ezek a
PVC-k hasonl6 szerkezetiiek, mint az antibakteridlis R-tipust pyocinek.
A strukturélis hasonlésdgon kiviil viszont mas egyezés nem volt, azaz a
PVC-k nem rendelkeztek antibakteridlis hatissal. Ezért vetddott fel az a
hipotézis, hogy a bakteriocin-szerli PVC-k elvesztették antimikrobidlis
hatasukat, mikozben az eukariota gazdaszervezet sejtjeinek elpusztitdsara
modosultak (ffrench-Constant és mtsai, 2007).



Az Mcf-ek (Makes caterpillars floppy) csoportjaba tartozo6 toxinok a
rovarokba jutva azok kozépbelét roncsoljak, minek hatasara a lepkék
teljes testiilkben elvesztik turgorukat, ,floppy”-va (petyhiidt, l6ttyedt)
valnak (Daborn és mtsai, 2002). Az els6 Mfc toxint, az Mfcl-et E. coli-
ban termeltették és larvakba injektdlva vizsgaltdk hatasat. A rovarok
petyhiidtté valasan til megfigyelhetd volt, hogy a toxin tonkretette a rovar
fagocitait (hemocitait), elinditva azok apoptdzisat. Az apoptozist indukalo
hatds emlds sejtvonalakon (African green monkey kidney cells, Swiss
mouse fibroblast) is kimutathatd volt (ffrench-Constant és mtsai, 2007).
Mitokondrium-roncsold hatdsat a mitokondridlis membranpotencial és a
citokrom c aktivitdsanak megvaltoztatasaval fejti ki.

A szimbionta baktériumok altal termelt toxinok ndvényvédelmi céla
alkalmazasanak lehetoségét évek ota vizsgaljak. A Bt toxinok széles kor
alkalmazasa maga utan vonta a rezisztencia kialakulasat, ezért fordul
egyre nagyobb figyelem a Photorhabdus és Xenorhabdus toxinok felé.
Transzgénikus Arabidopsis-ban, Tca toxinalegységet expresszaltatva mar
sikeriilt a novényt védetté tenni Manduca herny6 ellen (Liu és mtsai,
2003), ¢és kutatasok folynak a gazdaszervezet-spektrum bovitésére is.

3.2. A rovarpatogén fondalférgek és szimbionta baktériumaik
taxonomidja

3.2.1. A Steinernema ¢és Heterorhabditis génusz taxonOmiaja,
identifikalasa

A rovarpatogén fonalférgek és szimbionta baktériumaik taxondmidjat a
Nguyen és Hunt (2007) altal szerkesztett ,,Entomopathogenic Nematodes:
Systematics, Phylogeny and Bacterial Symbionts™ alapjan mutatom be.

A Steinernematidae csalad elsd faja az 1923-ban Steiner altal leirt
Aplectana kraussei, amit 1917-ben 1zolalt Dr. Krausse Németorszagban.
A rendszertani bélyegek korrekt leirdsat és a pontos rendszertani
besorolast 6vezd hosszas vita utdn mint Steinernema kraussei lett a csalad
tipusfaja. A Steinernema génusz fajleirasait mindig nagy bizonytalansag
jellemezte. A besorolas olyan mikroszkopikus bélyegek alapjan tortént,
amelyek esetenként a specialistak szamara is félreérthetdok voltak, igy a
klasszikus morfologiai modszerek hasznalata nehézkessé, néhol
lehetetlenné valt. Tovabba, egyes morfologiai bélyegek csak a felndtt
egyedeken figyelheték meg, amelyeket viszont csak a fertdzott
rovarlarvakbol lehet kipreparalni. gy sok fajleiras csak hidnyos anyagra
alapult. A Steinernemdk kutatdsanak utols6 dekddjaban a fajleirasok
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szama megugrott, amelynek tobb oka is van: egyrészt a rovarpatogén
fonalférgek a kutatdsok el6terébe keriiltek, mint a bioldgiai
novényvédelem potencialis szervezetei, masrészt megindultak a
vizsgalatok a fonalférgek elterjedésének szempontjabol ez idaig
feltérképezetlen afrikai €s azsiai teriileteken is. A legfontosabb azonban,
hogy a molekuldris biologiai technikdk oly mértékben fejlédtek, hogy
segitségiikkel tisztazhatok voltak a bizonytalan és nehézkes morfoldgiai
alapokon nyugvo taxonémia munkak ellentmonddasai. Napjainkig mintegy
55 wvalid fajleiras létezik. A fajleirds fejlodését jol példazzék a
kovetkezok: valid fajokbol 46-ot 1990-6ta irtak le, ezekbdl 31-et pedig
csak 2000 utan. Ezzel szemben a ’20-as és a *30-as években csupéan 2-2,
az ’50-es és "60-es években 1-1, a ’80-as években pedig 4 valid fajleiras
tortént.

A Steinernema kraussei, mint a Steinernamatidae csalad tipusfaja
mellett az iparilag fontos fajok a kovetkezdk (zarojelben az adott faj
leirasdhoz hasznalt tipusanyag izolalasanak helye és idopontja):

S. feltiae (Dénia, 1934), S. carpocapsae (Csehszlovékia, 1955), S.
riobrave (USA, 1994), S. scapterisci (Uruguay, 1990), S. glaseri (USA,
1929). Ezek a Steinernemék azok, amelyek tomegtermelésével bioldgiai
novényvédelmi célu készitményeket allit eld mintegy 20 gyarto, szerte a
vilagban (Kaya és mtsai, 2000).

A Neosteinernema génusz bevezetése 1994-ben Nguyen és Smart
nevéhez fiizédik. A Steinernemaktdl klasszikus morfologiai modszerekkel
alig elkiilonithetd nemzetségbe egyetlen faj, egyben tipusfaj tartozik: a
Neosteinernema longicurvicaudata (Nguyen €és Smart, 1994).

A Heterorhabditidae csalad elsd tagja talan az 1937-ben Pereira
altal izolalt Rhabditis hambletoni (Nguyen és Hunt, 2007), mostanra ez a
faj species inquirenda. Az elsé végleges leiras a rovarpatogén fonalférgek
kutatasanak csak relative kései szakaszaban tortént, a Heterorhabditis
bacteriophora leirasa 1976-ban Poinar nevéhez fliz6dik. Bar ugyanebben
az ¢évben Khan és munkatarsai javasoltak egy 0j nemzetséget ¢és leirtak
egy Uj fajt Chromonema heliothidis néven (Khan és mtsai, 1976), kés6bb
ezek azonosnak bizonyultak, ¢és Poinar néhany honappal korabbi
elnevezése élvezett prioritast. O a faj leirasaval javaslatot tett a
Heterorhabditidae csalad elnevezésre is, melynek a leirt H. bacteriophora
a tipusfaja.

A leirt Heterorhabditisek szama joval kevesebb, mint a
Steinernemaké: mai napig 15 fajat irtak le, szemben az 55 Steinernema
fajjal. Ennek legvaloszinlibb oka, hogy é¢letciklusuk jelentdsen eltér a
Steinernemakétol, mig azok elsd, a fert6zott rovarban kialakuld
generacioja amfimiktikus, a Heterorhabditisek elsé generacidja kizarolag
hermafrodita (lasd 3.1.1.) egyedekbdl 4all. Ennek megfeleléen a
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Steinernemakat nagyobb genetikai €¢s morfoldgiai variabilitas jellemzi. Az
viszont a Heterorhabditisekrdl is elmondhatd, hogy napjainkban a
molekularis biologiai moddszerek fejlddése kulcsfontossagli szerepet
jatszik diagnosztikajukban, a fajleirasok szama emelkedik.

A Heterorhabditidae csaldd tipus- (és egyben az egyetlen)
nemzetsége a  Heterorhabditis  génusz, melynek tipusfaja a
Heterorhabditis bacteriophora. Ezen kiviil iparilag fontos fajok még a
Heterorhabditis megidis (USA, 1987), a Heterorhabditis indica (India,
1992) és a Heterorhabditis marelatus (USA, 1996).

A Heterorhabditis génusz fajai koziil Eurdpaban is eléfordul a H.
bacteriophora, a H. megidis és a H. downesi (Hominick, 2002).

Identifikalas klasszikus morfologiai modszerekkel:

A fonalféreg-kutatds korai szakaszanak modszere, ami nagy
felkésziiltséget ¢és szaktudast igényel, mikroszkdépos morfometriai
méréseken alapul. A vizsgalatok soran a kovetkezd paramétereket mérik,
illetve szamoljak (Nguyen ¢s Hunt, 2007):

L: testhossz, MBD: test legnagyobb atmérdje, EP: az anterior vég és
a kivalaszté porus tavolsaga, NR: az anterior vég és az ideggyliri
tavolsaga, ES: garat hossza, T: farok hossza, ABD: analis testatmérd, SL:
spiculum hossza, GL: gubernaculum hossza, a = L/MBD, b = L/ES, ¢ =
L/T, D% = EP/ES x 100, E% = EP/T x 100, SW% = SL/ABD x 100,
GS% = GL/SL x 100

Az identifikédldshoz him egyedekre illetve a moddosult 3.
larvastaddiumu un. dauer larvékra (infektiv juvenilis larva, 1J) van sziikség.
Ez annyiban bonyolitja meg a vizsgalatokat, hogy mig 1J larva létezik
szabadon, sOt elég jol tarolhato is, addig him egyedet kozvetleniil az
elhullott rovartetembdl lehet csak prepardlni a fertézés utdn, ha a
fonalféreg életciklusa elérte a megfeleld stadiumot. Tovabba, a felndtt
egyedek hosszabb tdvon nem életképesek a tetemen kiviil, kizarolag
tartositott anyagként tarolhatok. Az egyedeket fixaljak, a nemi szerveket
preparaljak, majd mérik a fenti paramétereket. A méréseket természetesen
nem egy, hanem 20-25 egyeden végzik. Mindezek tiikrében nem tulzés a
modszert nehéznek ¢és iddigényesnek nevezni.

Molekularis biologiai vizsgalatok:

A rovarpatogén fonalférgek filogenetikai kapcsolatainak meghatarozasara
napjainkban az ITS régidt hasznaljak (Adams ¢és mtsai, 1998). Az ITS
régid (Internal transcribed spacer) a riboszoma alegységeit kodolod gének
kozé ¢kelodd, nem funkcionald szakasz. Az ITS1 a 18S rDNS és az 5,8S
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rDNS kozott, az ITS2 az 5,8S rDNS ¢és a 28S rDNS kozott helyezkedik el.
Hasznalata széles korben elterjedt, ennek oka, hogy konnyi
felszaporitani, ¢s magas foku variabilitas jellemzi mar kézeli rokonsagban
allo fajok esetén is. A PCR-rel felszaporitott ITS régio kétféleképpen
hasznalhat6 tovabb:

(1) Restriction fragment length polymorphism (RFLP): A PCR-
RFLP kivaléo eszkéz a Steinernemak és Heterorhabditisek faji szintl
elkiilonitésére, illetve evolucids viszonyok megjelenitésére. Hatranya,
hogy pontos restrikcios térkép nélkiil nem mikddik. (ii) DNS szekvencia
analizis: A fonalféreg-rendszertan modszere napjainkban. Izolatumszintii
azonositast tesz lehetové, és a kiilonbozd taxondomiai szintek kozott a
filogenetikai kapcsolatok nagyon pontos feltérképezését.

3.2.2. A Xenorhabdus ¢és Photorhabdus génusz taxonomiaja,
identifikalasa

A Xenorhabdus (Thomas és Poinar, 1979) és Photorhabdus (Boemare és
mtsai, 1993) nemzetségbe tartoz6 baktériumok mutualisztikus viszonyt
tartanak fenn a Steinernematidae ¢és Heterorhabditidae csalad
fonalférgeivel. A talajban szabadon nem fordulnak eld, fonalféreg
szimbionta partnereikkel a rovarok letalis patogénjei. A Xenorhabdusok
¢s Photorhabdusok az Enterobacteriaceae csalad tagjai (Nguyen és Hunt,
2007). Ezek mindegyike Gram-negativ palca, fakultativ anaerobok,
negativok oxiddzra, nem sporuldlnak, kemoorganikus heterotréfok
respiratorikus és fermentaciés metabolizmussal (Brenner, 1999; Brenner
¢s Farmer, 2005). A két génusz a csaladon beliil egy jol definialhato,
kivételes csoportot képez, mind fenotipusosan (Holt és mtsai, 1994), mind
genotipusosan (Brenner és Farmer, 2005) jol elkiiloniilnek a tobbi
nemzetségtol, azonban mindkettd termeli az 6sszes Enterobacteriaceae-ra
jellemz6 kozos antigént (Ramia és mtsai, 1982). A Xenorhabdusok
kataldzt nem termelnek, ami a Shigella csoport jellemzdje. Sem a
Xenorhabdusok, sem a Photorhabdusok nem képesek nitratredukciora,
ebben néhany Erwinia-ra €s Yersinia-ra hasonlitanak.

A Xenorhabdusok ¢és Photorhabdusok kozott a legnagyobb
kiilonbség, hogy mig a Photorhabdus izolatumok katalaz aktivitast
mutatnak, és egy kivétellel mindegyiket biolumineszcencia jellemzi,
addig a Xenorhabdus izolatumoknak katalaz aktivitdsa nincs, illetve nem
viladgitanak (Forst ¢s mtsai, 1997). Ezen kiviil egy, a 16S rDNS-ben
meglévé  szignalszekvencia (Xenorhabdus: TTCG, Photorhabdus:
TGAAAGQG) is gyors elkiilonitésre ad lehetdséget (Szallas és mtsai, 1997).
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Az els6 entomopatogén fonalféregbol szarmazd szimbionta
baktériumot 1965-ben izolaltdk a Steinernema carpocapsae DD136-0s
jelzésti torzsébdl, és mint 0 faj, Achromobacter nematophilus néven
keriilt leirdsra (Poinar és Thomas, 1965). Mivel a génusznév a
késObbiekben elvetésre keriilt, az Achromobacter nematophilus pedig
semmilyen addig leirt génuszba nem volt besorolhato, a szerz6k 1979-ben
egy uj génuszt vezettek be, a Xenorhabdus-t, amely magaba foglalta a X.
nematophilus-t ¢és a X Iluminescens-t, amelyeket Steinernema ¢és
Heterorhabditis fajokbol izolaltak (Thomas és Poinar, 1979). A X
luminescens azonban sem fenotipusosan, sem molekularis biologiai
karakterét tekintve nem illett az (1j nemzetségbe. Hosszas Osszehasonlitd
elemzések utan kidertilt, hogy a DNS homolégia a tobbi Xenorhabdus
izolatummal nem ¢éri el a megfeleld szintet, ezért 1993-ban egy 11j génuszt
hoztak létre a Heterorhabditisek szimbiontainak, ez a Photorhabdus
génusz (Boemare ¢s mtsai, 1993).

A Photorhabdus nemzetséget Boemare €s mtsai (1993) egyetlen faj,
a Xenorhabdus luminescens 0j génuszba sorolasaval irtak le. Ezt kovetden
a rovarpatogén fonalférgekkel kapcsolatos faunisztikai munkék jarulékos
eredményeként egyre tobb Photorhabdus izolatum vizsgélatara volt
lehetdségiik a kutatoknak, és egyértelmii molekuldris bioldgiai
bizonyitékok utaltak a P. /uminescens faj polimorfizmusara (Szallas és
mtsai, 1997). A nemzetség jelenleg érvényes faji felosztasat Fisher-Le
Saux és mtsai (1999) végezték el. A P. luminescens harom alfaja koziil a
P. luminescens subsp. luminescens elsésorban az Eszak-Amerikabol
szdrmazd Heterorhabditis bacteriophora szimbiontdjaként ismert, a P.
luminescens subsp. akhurstii az Azsidban, Ausztralidban és Amerikaban
elterjedt H. indica izolatumaibol kerilt el6, mig a P. luminescens subsp.
laumondii a H. bacteriophora europai elterjedésli szimbiontaja.

A P. temperata a H. megidis eurdpai €s azsiai izolatumaibdl volt
ismert, de egyes észak-amerikai €és Ocedniai H. bacteriophora
fonalférgekbdl is ezt a fajt azonositottak. Fisher-Le Saux és mtsai (1999)
publikaciojukban a faj egy alfajat is elkiilonitették, P. temperata subsp.
temperata néven, ez kizarolag mérsékelt égovi fonalféreg izolatumokbol
kertilt eld.

A nemzetség harmadik faja a P. asymbiotica. A faj neve is elarulja,
hogy szemben a génuszba sorolt tobbi baktériummal, nem volt ismert
fonalféreg szimbionta partnere, és hosszi ideig csak human klinikai
izolatumai voltak ismertek. A faj jellemzd sajatossdga, hogy valamennyi
rendelkezésre allo izolatuma a nemzetség atipikus képviseldje, hiszen sem
jelentds pigmenttermeléssel, sem festékakkumuldcioval, sem pedig
antibiotikumtermeléssel nem jellemezhetdk, tulajdonképpen a szekunder
tazisvariansu Photorhabdusokra emlékeztetd tulajdonsdgokat mutatnak.
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A Photorhabdus nemzetség faji felosztasat kovetden viszonylag
gyorsan kideriilt, hogy a kialakitott rendszer szamos baktériumizolatum
besoroldsara nem alkalmas (Marokhazi és mtsai, 2003). Ezt kovetden
Akhurst és mtsai (2004) a P. asymbiotica két alfajat irtak le (az észak-
amerikai izolatumok alapjan a P. asymbiotica subsp. asymbiotica €és az
ausztraliai izolatumok alapjan a P. asymbiotica subsp. australis alfajt),
mig Hazir és mtsai (2004) torokorszagi H. bacteriophora fonalférgekbol
izolaltdk a P. luminescens subsp. thracensis €s a P. luminescens subsp.
kayaii taxonok tipustorzseit. Az utobbi alfaj érdekessége, hogy tobb
izolatumara egyaltaldn nem jellemzd a biolumineszcencia.

A génusz torténetének tovabbi jelentds eseménye Gerrard és mtsai
(2006) kozleménye. Ok egyértelmiien igazoltdk, hogy a korabban csak
humanpatogénként ismert P. asymbiotica is rendelkezik fonalféreg
szimbiontaval, és azt H. indica-ként azonositottak. Plichta és mtsai (2009)
kés6bb pontositottak a megfigyelést, és a P. asymbiotica fonalféreg

A baktériumfajok jelenleg hasznalatban 1évd leirdsa egy onkényes
¢s mesterséges rendszer, ami azonban egységesen mikodoképes
(Stackebrandt és mtsai, 2002). A baktériumfaj kiilonb6z6 izolatumok
genomikailag egységes csoportja, ami szamos fliggetlen tulajdonsag
magas szazalékt hasonlosagén, illetve megkiilonboztethetd fenotipuson
alapul (Rosell6-Mora és Amann, 2001; Stackebrandt és mtsai, 2002;
Adams ¢és mtsai, 2006).

A fajleiras tartalmazza a majdnem teljes 16S rDNS szekvenciat
(tobb, mint 1300 nukleotid, kevesebb, mint 0,5% bizonytalansag), a
tipusfaj tipustorzsének G+C tartalmat (mol%), a tipustdrzs fenotipusat, és
a kemotaxonomiai paramétereket (Stackebrandt és mtsai, 2002). Ezek
vizsgalhatok hagyomanyos mikrobioldgiai moddszerekkel (hemolitikus
aktivitds), vagy standardizalt modszerekkel, pl. API szubsztrat paneleken
(szénhidrat metabolizmus és egyéb biokémiai tesztek), illetve Biolog
plate-n (szubsztratmetabolizmus).

3.3. A fondlféreg — baktérium szimbiozis, a ,,szimbiotikus
komplex” jellemzése

Ahogy a kordbbiakban lathattuk, a rovarpatogén fonalférgek
¢letciklusaban rendkiviil sokrétli szerepet toltenek be a mutualista
baktériumok, igy nem meglepd, hogy a fonalférgek €s a baktériumok
kozotti szimbiotikus kapcsolat vizsgalata rendkiviili figyelemnek 6rvend.
A gyakorlati, a fonalférgeket a bioldgiai ndvényvédelmi munkéhoz
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felhasznalni kivano szakemberek szamara természetesen a kapcsolat
vizsgalata azért fontos, mert felmeriil annak a IlehetOsége, hogy a
fonalféreg-baktérium ,komplex” hatékonysdga a partnerek cseréjével,
esetleg valamelyik partner moddositdsaval (,,nemesitésével”) fokozhato.
Ehhez szdmos elméleti kérdést kell tisztazni, példaul azt, hogy a kapcsolat
milyen elényokkel, ill. hatranyokkal jar a fonalféreg €és a baktérium
szamara, ¢s mennyire specifikus. Ennek megértéséhez pedig ismerni
kell(ene) a kapcsolat szabalyozasanak molekularis hatterét is.

A minden feltételezés szerint mutualisztikus kapcsolat kisérletes
vizsgalata szempontjabdl az egyik kulcsfontossagi 1épés volt, amikor
sikeriilt aposzimbiotikus (axénikus — a szimbionta bakteridlis partnert
nem hordozo) fonalférgeket eldallitani. Az egyik elsé ilyen kisérletes
munka négy kiilonboz6 Heterorhabditis izolatum ¢és ezek baktériumainak
kombinacidjaval eldallitott uj komplexek patogenitasi sikerét jelentdsen
alacsonyabbnak mérte, mint az eredeti szimbionta parok hasonlo
mutatdjat  (Gerritsen ¢és mtsai, 1998), de a szimbiontacsere
megvalosithatosdgat nem =zarta ki. Han ¢és Ehlers (2000) szintén
aposzimbiotikus fonalférgekkel végzett vizsgalatai szerint a Steinernema
carpocapsae szimbionta baktériuma nélkiill is képes elpusztitani a
rovarlarvakat, s6t, abban teljes ¢letciklusat leélve szaporodni is képes, bar
a reprodukcids sikere drdmaian elmarad a szimbiotikus partner
jelenlétében mért értékhez képest. Ugyanakkor, a Heterorhabditis
bacteriophora sem a rovarlarva elpusztitasara, sem pedig reprodukciora
nem volt képes a szimbionta partner jelenléte nélkiil. Ezek a
megallapitasok két szempontbol voltak fontosak. Egyrészt elsé
alkalommal sikeriilt kisérletesen igazolni, hogy a szimbiotikus kapcsolat
egy fondlféreg szamara obligat, masrészt ravilagitott arra, hogy a
kapcsolat szorossaga fajtol (esetleg nemzetségtdl) fliggo.

Sicard és mtsai (2004) Steinernema scapterisci fonalféreg esetén
egyértelmli negativ  korrelaciét kaptak a fonalféreg kiillonbozo
baktériumokkal képzett komplexei esetén a fonalféreg reprodukcios
sikere és az adott baktérium, ill. a fonalféreg nativ baktériumanak
filogenetikai tavolsaga kozott. Ugyanezt az Osszefiiggést S. carpocapsae
esetén is sikeriilt igazolni (Sicard és mtsai, 2006). Chapuis és mtsai
(2009) S. feltiae és S. carpocapsae fajokkal ezt a megfigyelést a
fonalféreg fitneszére taldltdk érvényesnek (amelybe beleértették a
patogenitasi sikert, a reprodukcids sikert és a szabadon €16 forma talélési
ratajat tarolas soran). Tovabba megallapitottdk, hogy a nem sajat nativ
baktériumaval a S. carpocapsae patogenitasi sikere csokkent jelentdsen,
mig a S. feltiae infektiv larvainak mortalitasa nétt.

Aposzimbiotikus és baktériummal egyiitt €16 S. carpocapsae, S.
riobrave ¢és S. scapterisci fonalférgek Osszehasonlitasa sordan az
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aposzimbiotikus fonalférgek fitnesze (itt a patogenitasi és a reprodukcios
sikert értik alatta) minden esetben csOkkent a normal, baktériummal
egyltt €16 fonalférgekhez képest (Sicard és mtsai, 2003), €s minél
nagyobb mértékli volt ez a csokkenés, anndl nagyobb szamu
baktériumsejtet hordoztak a fonalférgek infektiv larvai magukkal a
rovarlarvabol kijutva. Azaz, minél inkabb obligat jellegli a fonalféreg —
baktérium kapcsolat, annal inkabb igyekszik a fonalféreg ,.bebiztositani”
magat, nagyobb szamu szimbionta partnert hordozva. Ez utdbbi
megfigyelés annak fényében kiilondsen érdekes, hogy az infektiv larvak
mortalitdsa aposzimbiotikus fonalférgek esetén kisebb, mint baktériumot
hordoz6 fonalférgeknél, azaz, a baktériummal vald kapcsolatnak a
fonalféreg szamara egyértelmi ,koltsége” van (Emelianoff és mitsai,
2007). A gondolatmenetet tovabbvive érdekes konfliktusra vilagit rd az a
kisérleti eredmény, amely szerint a fonalféreg patogenitasi sikere és az
infektiv larvak tarolds alatti mortalitisa egyardnt pozitivan korreldl az
infektiv larvak altal hordozott baktériumsejtek szaméaval (Emelianoff és
mtsai, 2008).

Szintén aposzimbiotikus fonalférgek felhasznalasaval sikertilt
igazolni, hogy a szimbionta baktériumoknak egyértelmi szerepiik van a
kiilonboz6 fonalféreg fajok kozotti kompeticidoban. S. carpocapsae és S.
scapterisci  gazdaallaton belilli kompeticigjanak kimenete teljes
mértékben ellentétes, ha a szimbionta baktériumok jelen vannak, mint ha
aposzimbiotikus fonalférgeket hasznalnak (Sicard és mtsai, 2005). S.
carpocapsae esetén pedig azt is sikeriilt kimutatni, hogy a szimbionta
baktériumnak szerepe van az intraspecifikus kompeticidban is (Vigneux
¢s mtsai, 2008).

A fonalféreg-baktérium  kapcsolat  molekularis  biologiai
szabalyozéasanak felderitése még csak korai fazisaban tart (Clarke, 2008).
Bennett és Clarke (2005) leirtak egy gént (pbgEl), amelynek mutéacidja
esetén a Photorhabdus luminescens subsp. laumondii TTO1 térzs nem
tudta kolonizalni a szimbionta fonalférget, igy valosziniisithetd ezen gén
szerepe a szimbiotikus kapcsolatban. Gaudriault és mtsai (2006) pedig 31
olyan régiot irtak le a Photorhabdusok flexibilis génkészletén beliil,
amelyek potencidlisan szerepet jatszhatnak a szimbiotikus kapcsolatban.
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4. Modszerek

4.1. EPN izolalas

A munkamat olyan projekt keretei kozott végeztem, amelynek elsddleges
célja a cserebogar pajorjaival szemben hatékony védekezési eljaras
kidolgozasa volt, igy elsdsorban a cserebogarak természetes ¢l6helyeirdl,
az elegyes lomboserddkbdl, erddszegélyekbdl gyiijtottiink mintédkat. Az
értekezésben bemutatott munka mintavételi része 2005-ben valosult meg.
A mintavételi pontokat az orszdg azon részein jeloltiink ki, amelyek
cserebogar pajorokkal kézismerten erdsen fertdzottek, igy Baranya, Bacs-
Kiskun, Nograd, Pest, Somogy, Vas, Veszprém ¢és Zala megyében. A
mintavételek sordn egy-egy mintavételi pontrol 5-5 talajmintét
gyljtottiink be. A laboratoriumi kapacitds egy-egy alkalommal 50-100
minta feldolgozasara adott lehetéséget, 6sszesen 1000 mintat szallitottunk
a laborba. Ez az orszag kiilonbozd részeirdl mintegy 200 mintavételi
pontot jelentett. A mintakbol az EPN torzsek izolalasat tesztallat-csapda
modszerrel végeztiik, azaz a talajba a fonalféreg fertdzésre fogékony, a
laboratoriumban konnyen tenyészthetd nagy viaszmoly (Galleria
mellonella), ill. lisztbogéar (Tenebrio molitor) larvait helyeztiik (1. kép).
Az elpusztulo larvakbol a fonalférgeket vizes csapdara helyezve futtattuk
ki (2. kép), majd a mosott tenyészettel ijra viaszmoly, ill. lisztbogar
larvékat fertdztiink. Amennyiben az ismételt fertézés sikeres volt, tigy a
torzset valoban rovarpatogénnek tekintettiik és a tovabbi vizsgalatokhoz
felhasznaltuk.

4.2. EPN meghatarozas

A rovarpatogén fonalférgek molekuléris bioldgiai taxonémidja elsdsorban
a riboszomalis RNS-t kodolod gének kozé ékelddott, nem kodold un. ITS
régio vizsgalatan alapul. Az ITS régi6 vizsgalatanak eldnye, hogy
nagymértékben konzervativ DNS szakaszok ko6zott helyezkedik el, igy
azonositisa a genomon beliill egyszerli, ugyanakkor viszonylag nagy
variabilitassal rendelkezik, mivel evolicids nyomas nem nehezedik a nem
kodolo szakaszokra. Az ITS régid DNS szekvencigja valamennyi eddig
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leirt EPN fajra ismert (Nguyen és Hunt, 2007). Jelen munka soran az ITS
régiot PCR-RFLP moédszerrel vizsgéaltam (Hominick és mtsai, 1997)

4.2.1. DNS minta elokészitése fonalféregbol

1.

(O8]

10 ul WLB-be (50 mmol KCI, 10 mmol TRIS pH=8,3, 2,5 mmol
MgCl,, 0,45% Tween-20, 0,01% zselatin, 60 pg/ml proteinaz K)
steril tivel 10 db infektiv larvat, vagy 3 db felnétt egyedet (4
napja elpusztult Galleria mellonella 1arvabol) helyeziink bele

A fonalférgeket tartalmazd Eppendorf cséveket —80 °C-os
mélyhtitdbe helyezziik 10 percre.

A csoveket 65 °C-on inkubaljuk 1 6ran keresztiil.

Ezt kdvetden 95 °C-on tartjuk 10 percig 6ket, hogy a proteinaz K
inaktivalodjon.

A lizatumot jégen hiitjiikk, majd centrifugaljuk (12000 rpm, 2
perc).

5 wl feliilaszot hasznalunk a PCR-hez.

4.2.2. Az ITS szekvencia PCR amplifikacidja

Felhasznalt primerek (Hominick és mtsai, 1997):
AB 28 (forward)

5’-ATA TGC TTA AGT TCA GCG GGT-3’

TW 81 (reverse)

5’-GTT TCC GTA GGT GAA CCT GC-3°

Reakcioelegy:

-5 pl fonalféreg-lizatum

-25 ul 2X PCR Master Mix (Fermentas)
-18 pl ioncserélt viz

-1-1 pl forward és reverse primer

A reakcié menete (Eppendorf MasterCycler PCR késziilék):
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1. Iépés: 94 °C-on 2 perc

2. Iépés: 94 °C-on 30 masodperc
3. 1épés: 45 °C-on 60 masodperc
4. Iépés: 72 °C-on 90 masodperc
5. 1épés: vissza a 2.-hoz 40X

6. 1épés: 75 °C-on 5 perc



4.2.3. A PCR termeék restrikcios analizise

A hasitdshoz hasznalt restrikciés endonukledzok ¢és hasitohelyeik
(zarojelben a Fermentas cég altal megadott név):

-Alul AG/CT

-Haelll (BsuRI) GG/CC

-Hhal (Hin61) GCG/C

-Hinfl G/ANTC

-Hpall (Mspl) C/CGG

-Rsal GT/AC
Reakcioelegy:

8 ul DNS templat

1 pl restrikcids endonukleédz

1 pl 10X restrikcids puffer
Inkubalas: 37 °C, min. 12 ora.

4.2.4. A restrikcios emésztések ellenorzése

A mintak kiértékelését 5%-os poliakrilamid, vagy 3%-os nagyfelbontasu
valaszthatoak el a 80-500 bp méretli fragmentek.

Hordozo oldatként mindkét gélnél 6X Loading Dye Solutiont
hasznaltunk.

A standardok a kovetkezdek voltak:
-pBR322 DNA/BsuRI (Haelll) Marker (Fermentas)
-GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus ready-to-use (Fermentas)
-pUC18 DNA Dpnl digest (Sigma)
A futtatds 4 °C-on, 8 V/cm fesziiltséggel (poliakrilamid gél), vagy
szobahdmérsékleten, 7 V/cm fesziiltséggel (agardz gél) tortént.

4.2.5. A fragmentmintazat detektalasa
Az etidium-bromiddal festett gélt UV asztalon vizsgaltuk, a képet

GeneSnap 6.0 szamitdégépes program segitségével rogzitettik, mig a
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fragmentméretek meghatarozasahoz a GeneTools Analysis Software 3.0-t
(SynGene, Synoptics Ltd., Cambridge, England) hasznaltuk.

4.2.6. A fragmentmintazat elemzése

Az RFLP mintazat elemzéséhez identifikalt, ismert ITS1-ITS2
szekvencidju fonalféreg torzsek azonos feltételekkel késziilt RFLP
mintazatat hasznaltuk referenciaként. A fonalféreg torzsek a kovetkezok
voltak: Heterorhabditis megidis H295, H. downesi H267, és H.
bacteriophora Huft28 (Lucskai és Téth, 2004).

4.3. Az EPN torzsek szimbionta baktériumainak (EPB)
izolaldasa

Az EPN szimbionta baktériumokat a fonalférgek infektiv juvenilis
staddiumi (moddosult harmadik larvastddium) egyedeibdl izolaltuk. A
feliiletileg sterilizalt (5%-os Clorox oldattal mosott) larvdkat LB (10 g
tripton, 10 NaCl, 5 g ¢éleszt6 kivonat €s 15 g agar-agar 1000 ml vizben)
taptalajra helyeztiik, az elpusztuld larvakbol kiszabaduld baktériumokbol
kiilonallo telepeket ismét LB taptalajon sz¢lesztettlink, ¢és a
morfoldgiailag homogénnek tiind telepeket MacConkey (17 g kazein-
pepton, 3 g huspepton, 5 g NaCl, 10 g laktéz, 1,5 g epeso, 0,03 g
neutralvords, 0,001 g kristalyibolya, 15 g agar-agar 1000 ml desztillalt
vizben) és NBTA (5 g NaCl, 5 g pepton, 3 g huskivonat, 15 g agar-agar
1000 ml desztillalt vizben, 0,025% bromotimolkékkel és 0,04% trifenil-
tetrazolim-kloriddal kiegészitve) indikator taptalajra oltottuk at. A
festeket akkumuldlo baktériumokat valogattuk ki a tovabbi munkahoz
(Akhurst, 1980).

4.4. A baktériumok fiziologiai paramétereinek vizsgdlata

A mintegy 140 Photorhabdus tételt tartalmazd torzsgylijteménybdl
kivalasztottam 67 izolatumot, amelyek a teljes gylijteményt foldrajzi
elterjedés ill. szimbionta fondlféreg szempontjabol is reprezentaljak. A
kivalasztott, folyékony nitrogénben lefagyasztott izolatumokat NBTA
indikator taptalajon ndvesztettem, és a primer fazisvariansu telepeket
hasznéltam a tovabbi vizsgéalatokhoz. A hemolitikus aktivitast defibrinalt
birkavért tartalmazoé taptalajon (22 g pepton, 5 g NaCl, 13 g agar-agar, 50
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ml defibrinalt birkavér 1000 ml desztillalt vizben, pH=7,3), a DNS-bontd
aktivitast toluidinkék indikatort tartalmaz6 DNase agaron (Biolab)
vizsgaltam. A baktériumok szinét nutrient agar (5 g huspepton, 3 g
huskivonat és 12 g agar-agar 1000 ml desztillalt vizben) lemezekre oltott,
48-72 o6rés telepek alapjan hataroztam meg. A fiziologiai paraméterek
vizsgalatdit API 20E (bioMérieux) tesztcsikok, ill. GN2 mikroplatek
(Biolog) segitségével végeztem el. Az eldbbivel az Enterobacteriaceae
csaladba tartozo baktériumok hatdrozasa soran fontos paramétereket lehet
vizsgalni (B-galaktoziddz aktivitds, arginin dihidroldz aktivitas, lizin
dekarboxilaz aktivitas, ornitin dekarboxilaz aktivitas, citrat hasznositas,
H,S produkci6, uredz aktivitas, triptofan-deamindz aktivitas, indol
produkcid, acetoin produkcid (Voges Proskauer reakcio), zselatinaz
(proteaz) aktivitas, ill. kizardlagos szénforrasként hasznosithato-e a D-
gliik6z, D-mannitol, inozitol, D-szorbitol, L-ramndz, D-szacharéz, D-
melibiéz, amigdalin, L-arabin6z), mig a Biolog GN2 tesztrendszer
segitségével 95 szerves vegyiiletrdl donthetjik el, hogy az adott
baktérium képes-e Oket hasznositani, mint kizardlagos szénforrast. Az
API 20E ¢és a Biolog GN2 tesztrendszereket mindenben a gyart6 eldirasa
szerint alkalmaztam, kivéve, hogy a Biolog GN2 plateket nem a gyarto
altal forgalmazott késziilékkel, hanem MRX TC Revelation mikroplate
olvasoval értékeltem 530 nm hulldmhosszon. Az egyes szénforrasok
esetén a reakciodt pozitivnak tekintettem, ha teljesiilt az alabbi feltétel:

aby — aby > 0,1*(aby-aby)

ahol aby egy adott lyukra mért abszorbancia, aby a negativ kontroll
abszorbanciaja, mig ab,, az adott plate esetén mért legnagyobb
abszorbancia.

A fizioldgiai paraméterek vizsgalatat hasonlé modon elvégeztiik a
DSMZ torzsgytijteménybél szarmazd Photorhabdus temperata XINach',
P. luminescens subsp. luminescens Hb', P. luminescens subsp. laumondii
TTO1" és P. luminescens subsp. akhurstii FRGO4" torzsekkel, amelyek az
adott taxon tipustorzsei.
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4.5. A baktériumok antibakteridalis hatoanyag- és
toxintermelo képességének vizsgalata

4.5.1. Az antibakterialis hatéanyagtermelés meghatarozasa

Az antibakteridlis hat6anyagtermelést klasszikus agarlemezes diffuizios
lyukteszttel vizsgaltam. Ehhez primer fazisu telepekrdl szdjapepton leves
(30 g szojapepton €s 5 g éleszté 1000 ml desztillalt vizben) tapoldatban,
28 °C-on 48 oras baktériumkultarat allitottam eld. A sejtmentesitett
fermentlé aktivitasat Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM346 ¢és
Bacillus  subtilis  DSM704 baktériumokkal szemben vizsgaltam
antibiotikum taptalajon (1,5 g haskivonat, 3 g ¢élesztdkivonat, 4 g tripton,
6 g haspepton, 1 g D-gliikkdz, és 15 g agar-agar 1000 ml vizben) vagy
Bacillus subtilis lemezen (6 g huspepton, 6 g huskivonat, 4 g
¢lesztOkivonat és 20 g agar-agar 1000 ml desztillalt vizben). Kontrollként
100 ppm streptomycint haszniltam. A 10 mm-es, 100 pl sejtmentes
fermentlével feltoltott lyukak koriil kialakuld feltisztulé zonat 16 orés,
37 °C-on végzett inkubaciot kdvetden mértem.

4.5.2. A toxintermeld képesség mérése

A baktériumok sejtmentesitett fermentlevének citotoxikus aktivitasat két
rovar sejtvonal hasznélataval mértem. A Drosophila melanogaster S2
sejtvonala a legelterjedtebb laboratoriumi Diptera sejtvonal, mig a
Spodoptera frugiperda ST9 jelzési sejtvonala kereskedelmi forgalomban
is beszerezhetd Lepidoptera vonal. A citotoxikus aktivitast MTT sejt
proliferacios teszttel mértem. Ehhez 96 lyukd, lapos alji mikrotiter
lemezeken 200 pl térfogatban log fazisu sejtekhez adtam a baktériumok
sejtmentes fermentlevét, eltéré végkoncentracidban (1%, 5% és 10%). 16
oras, 20 °C-on (S2), ill. 28 °C-on (Sf9) végzett inkubacidt kdovetden 100
MTT-t (3-(4,5-dimetil-thiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid)
tartalmazo szérummentes Shields & Sang (S2), ill. Grace (Sf9) rovarse;jt
tapoldattal cseréltem le. 2-4 6ras inkubaciot kovetden az oldatot 6vatosan
eltavolitottam, és a kililepedett vords formazéan kristalyokat 100 pl
dimetil-szulfoxidban oldottam fel. A szinintenzitast (amely a
sejtaktivitdssal és igy az ¢€l6 sejtek szdmaval ardnyos) MRX TC
Revelation mikroplate-olvasoval mértem, 530 nm-en. Az €16 sejtek
szamanak meghatarozasahoz kalibracios gorbét készitettem, minden
egyes kisérleti bedllitashoz kiilon-kiilon. Ehhez az adott sejtvonal

24



crer

szuszpenzioval is elvégeztem az MTT-s inkubacidt, ill. szinmérést. A
sejtkoncentracidt Neubauer kamra segitségével, Zeiss Axiostar
fénymikroszkop alatt, 100x nagyitas mellett hataroztam meg.

4.6. A baktériumok meghatdarozdasa

A rovarpatogén baktériumok molekuldris biologiai azonositisa a 16S
rDNS vizsgalatan alapul, ugyanakkor jabb adatok szerint (Akhurst és
mtsai, 2004) a girdz enzim [ alegységét kodold gén DNS szekvencidja
alapjan a faj alatti kategoriak elkiilonitése pontosabban elvégezhetd.
Eppen ezért az altalunk izolalt, morfolégiailag jol elkiilonithetd
Photorhabdus tipusok esetén ez utobbi modszert haszndltam. Nyilvanos
adatbéazisokban szamos tipustdrzs megfeleld DNS szekvenciaja elérhetd,
ezek alapjan akar PCR-RFLP modszerrel, akar teljes szekvencia
vizsgéalataval a torzsek nagy biztonsaggal beazonosithatok. A modszer
részletes ismertetése a kovetkezd:

4.6.1. A 16S rDNS ill. a giraz B alegységének PCR amplifikacidja

A 16-24 6ras, aktivan novekvo baktériumkultirabol a genomidlis DNS-t
Puregene Yeast/Bact. kit (Qiagen) segitségével izolaltam.

Felhasznalt primerek (Yamamoto ¢és Harayama, 1995, ill. Tailliez és
mtsai, 2006):
GyrB forward primer

5’-GAT AAC TCT TAT AAA GTT TCC GG-3°

GyrB reverse primer
5’-TAT TCG TCA CGG CCA ATA CCG CA-3’

16SP1 forward primer
5’-GAAGAGTTTGATCATGGCTC-3°

16SP2 reverse primer
5’-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3’

Reakcioelegy (50 pl):
-5 wl 16S forward primer (20 pmol/ pl)
-5 ul 168 reverse primer (20 pmol/ pl)
-2 ul tisztitott genomialis DNS templat
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-25 ul 2X PCR MasterMix (Fermentas)
-13 ul ioncserélt viz

A reakcid menete (Eppendorf MasterCycler PCR késziilék):

1épés: 94 °C-on 2 perc

1épés: 95°C-on 30 masodperc
1épés: 63 °C-on 30 masodperc
1épés: 72 °C-on 1 perc

1épés: vissza a 2.-hoz 35X
1épés: 72 °C-on 7 perc

SNk v =

4.6.2. A bakterialis PCR termék restrikcios analizise

A hasitdshoz haszndlt restrikciés endonukledzok ¢és hasitohelyeik
(zarojelben a Fermentas altal megadott név)

-Alul AG/CT
-EcoRI G/AATC
-Haelll (BsuRI) GG/CC
-Hhal (Hin61) GCG/C
-Hinfl G/ANTC
-Hpall (Mspl) C/CGG
-Msel (Trul) T/TAA
-Rsal GT/AC
Reakcioelegy:

8 ul DNS templat

1 pl restrikcids endonukleédz

1 pl 10X restrikcios puffer
Inkubalas: 37 °C, min.12 ora.

4.6.3. A fragmentmintazat detektalasa

A mintak kiértékelését 3%-os nagy felbontasit MetaPhor (Cambrex)
agar0z gélen végeztem.
Hordoz6 oldatként 6X Orange Loading Dye Solutiont hasznaltam.
A standardok a kovetkezbek voltak:
-pBR322 DNA/BsuRI (Haelll) Marker (Fermentas)
-GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus ready-to-use (Fermentas)
-pUC18 DNA Dpnl digest (Sigma)
A futtatas szobahdmérsékleten, 7 V/cm fesziiltséggel tortént.
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4.6.4. A fragmentmintazat elemzése

A baktériumizolatumok RFLP mintazat alapjan elkiilonitett csoportjaibol
néhany izolatum esetén a teljes gyrB szekvenciat meghataroztam, és a
faji/alfaji szintli identifikéciot ezen szekvencidk alapjan végeztem el.

4.6.5. Teljes DNS szakaszok szekvencidjanak meghatarozasa

A fonalférgek, ill. a baktériumok DNS-¢bdl szarmaz6é PCR termékek
szekvencidjanak meghatarozasdhoz a PCR terméket QIAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen) segitségével izolaltam vissza. A szekvenalashoz
fonalférgek esetében a 4.2.2. pontban megadott primereket hasznéltuk. A
bakterialis 16S rRNS-t kodolo gén szekvenciajanak meghatarozasa soran
a 4.6.1. pontban megadott 16SP2 (reverse) primert, valamint az alabbi
primereket hasznéltam:

SP1 5’-ACCGCGGCTGCTGGCACG-3’ (reverse)
SP2 5’-CTCGTTGCGGGACTTAAC-3’ (reverse)

A gyrB gén szekvenalasdhoz a 4.6.1. pontban ismertetett gyrB
forward ¢és gyrB reverse primerek mellett az UP-3Sr (5°-
AGAAGAGAATTTTGGATCAG-3’) primert hasznaltam. A
szekvenaldst valamennyi esetben az MTA SzBK Szekvenald
laboratoriumaban végezték el.

4.7. Laboratoriumi kompeticios vizsgalatok
4.7.1. A felhasznalt izolatumok begyiijtése

2008 augusztusaban Dany 11/C ¢és 2/D (egymadstdl néhany szaz méterre
1évd) erddtagbol 10-10 mintat gyljtottiink a talaj felsd 30 cm-es
rétegeébdl, egyenként 2-3 liter térfogatiakat. A laboratériumban ezekbe 24
oran beliil 5-5 Galleria mellonella és Tenebrio molitor 1arvat helyeztiink.
A larvak mortalitasadt 7 nap mulva ellendriztiik, az elpusztult egyedeket
kiilon-kiilon vizes csapdara tettiikk. A kifutd fondlférgeket szamoltuk, és
valamennyi mintabo6l izolaltuk a bakterialis szimbiontat (1asd 4.3. pont).
A fonalférgeket PCR-RFLP moddszerrel (lasd 4.2. pont), mig a
baktériumokat morfologiai sajatossagaik alapjan identifikaltuk. A hiitében
vizes szuszpenzid formdjaban 1 hoénapon at tarolt fonalférgekbdl négy
izolatumot valasztottunk ki: Heterorhabditis downesi Photorhabdus
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temperata subsp. cinerea szimbiontaval (jelzése 5a), H. downesi P. t.
temperata baktériummal (11a), H. megidis P. t. cinerea (14a) és H.
megidis P. t. temperata (16a) szimbiontaval. A négy kivalasztott
fonalféreg izolatum faji meghatarozdsat a teljes ITS1-2 szakasz
szekvencidjanak meghatarozasaval is megerdsitettiik. A kisérletekhez az
azonos szimbiotikus komplexekbdl azokat valasztottuk ki, amelyek
¢loegyedszama a tarolas alatt nem csokkent jelentdsen (¢€l6 egyedek
aranya min. 90%), és amelyekbdl elegendo allt rendelkezésre a kisérletek
beallitdsahoz (min. 100 000 egyed).

4.7.2. A Kisérleti beallitasok

A kivéalasztott izolatumokbol kiilonbozd elegyeket hoztunk Iétre
(zarojelben a fonalférgek egyedszama db/ml egységben):

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

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

A kiilonbozd oOsszetételli szuszpenzidkbol 1 — 1 ml-rel (amely minden
esetben 1000 db fonalférget tartalmazott) nedvesitettiink 90 mm atmérdji
petricsészékbe helyezett szlirdpapirkorongokat, amelyekre Galleria
mellonella vagy Tenebrio molitor 1arvakbol 10 — 10 egyedet helyeztiink.
Az 0sszes beallitast 5 ismétlésben végeztiik el. A petricsészéket 20 °C-on
taroltuk.

4.7.3. A vizsgalt paraméterek

A fertézést kovetd 7 nap alatt meghataroztuk a tesztallatok mortalitdsat.
Valamennyi elpusztult rovarlarvat sotétkamraban is megvizsgaltuk, és az
értékelésnél csak azokat vettiik figyelembe, amelyeknél megfigyelhetd
volt a Photorhabdus baktériumokra jellemzd biolumineszcencia. Az
elpusztult larvdkat szétvalogattuk annak megfeleléen, hogy melyik
baktérium okozta pusztulasukat. Erre az adott lehetdséget, hogy a
kisérletekben szerepld két baktérium jellemzd szinli pigmentet termel (a
P. t. temperata sargat, mig a P. t. cinerea sziirkét), igy a fertdzott
rovarlarvak szine is jol elkiilonithetd volt. Az elpusztult rovarlarvakat
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vizes csapdara helyeztik (a kiilonb6z0 baktérium altal fertézott
rovarlarvakat minden esetben kiilon kezelve), és meghataroztuk a kifuto
fonalférgek szamat. Amennyiben a rovarlarvakat két kiilonbozo
fonalféregfaj elegyével kezeltiik (I., II., V. és VI. bedllitas), agy a kifuto
fonalférgeket testhosszuk mérése alapjan identifikaltuk (minimum 15
egyeden végezve el a mérést), ill. ha ez alapjan a faji hovatartozas kétes
volt, gy PCR-RFLP vizsgalatot végeztiink.

4.8. Statisztikai modszerek
4.8.1. A baktériumok fiziologiai paramétereinek elemzése

A biokémiai adatok klaszter-analizisét az R Console programcsomag
2.4.1. verzidjaval (http://cran.r-project.org) végeztiik el, “agglomerative
nesting”, ¢és “Ward’s clustering” moddszerrel. A tavolsagmatrixot a
kiilonb6z6 biokémiai tesztek soran adott azonos reakciok szamabol
kalkulaltuk (a tavolsag két izolatum kozott 0, ha valamennyi vizsgalt
paraméterre azonos reakcidt adtak, és 1, ha valamennyi paraméterben
kiilonboztek).

4.8.2. DNS szekvenciak vizsgalata, filogenetikai elemzések

A DNS szekvencidk filogenetikai elemzése soran a szekvenciak
egymdshoz illesztését (alignment) Clustal X (Thompson és mtsai, 1997)
programcsomaggal, mig a tovabbi elemzéseket Mega 4.0 (Tamura és
mtsai, 2007) programcsomag felhaszndldséval végeztem. A filogenetikai
tavolsagok szamitasat Kimura kétparaméteres modszere szerint (Kimura’s
two-paramteres method, K2P) végeztem, és a bazishelyenkénti baziscsere
gyakorisdg egységében fejeztem ki. A torzsfat neighbour-joining
modszerrel rajzoltam meg. A modellek vélasztasanal dont6é szempont
volt, hogy a kapott eredmények a relevans publikiciokkal (Akhurst és
mtsai, 2004; Tailliez és mtsai, 2006) kozvetleniil 6sszevethetdk legyenek.

4.8.3. A kompeticios vizsgalatok statisztikai modszerei

A kiilonbozé kisérleti bedllitdsok esetén a fonalféreg egyedszdmok
elemzését In transzformacio utdn egyutas variancia-analizissel végeztiik, a
variancidk homogenitasat Levene-teszttel ellendrizve. A csoportok
szétvalasztasahoz Tukey tesztet hasznaltunk. Amennyiben a variancidk
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inhomogenitasa miatt az elemzést variancia-analizissel nem tudtuk
elvégezni, gy Kruskal-Wallis nemparaméteres tesztet hasznaltunk. Az
adatok elemzését SPSS 11.0 statisztikai programcsomaggal végeztiik.
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5. Eredmények

5.1. A magyarorszdgi rovarpatogén fondalféreg fauna
feltérképezése

A laboratoriumba beszallitott 1000 db talajmintaba helyezett 5000 db
tesztallatbol (3000 viaszmoly, ill. 2000 lisztbogar larva) Gsszesen 465
mintaban 981 db allat pusztult el (716 viaszmoly, ill. 265 lisztbogar
larva). A 981 elpusztult tesztallatbol vizes csapdan 329 esetben sikertilt
fonalférgeket kifuttatni, ezek koziil 244 bizonyult az ellenérzd fertézést
kdvetden rovarpatogénnek.

A mintavételi helyek 2/3-ar6l, 133 helyrél nem keriilt eld 1j
izolatum. 28 helyrdl keriilt eld az 5 talajmintdba helyezett 6sszesen 25
tesztallatbol 1 vagy 2, 23 helyrdl 3-4, 7 helyr6l 5-6, 4 helyrdl 7-8, 3
helyr6él 9-10 izoldtum. Mindossze csak 2 helyrdl sikeriilt 10-11 db uj
izolatumot begytjteniink (5.1. abra).

140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 - I

0 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 1112

egy adott mintavételi helyrél szarmazoé izolatumok szama (db)

mintavételi helyek szama (db)

5.1. abra: A mintavételi helyek megoszlasa az eldkertilt uj rovarpatogén
1zolatumok szama szerint
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Az Gsszesen 244 izolatum azonositasat elvégeztem, ezek koziil 36
mintavételi helyrél szarmazo 83 izolatum Steinernema génuszba tartozott,
mig 161 minta volt Heterorhabditis. A Heterorhabditisek faji szintii
azonositasat kovetden kideriilt, hogy 6 helyrél 17 db H. bacteriophora
izolatumot, 23 helyrdl 83 db H. downesi izolatumot, illetve 19 helyrdl
61 db H. megidis izolatumot sikeriilt begytijteniink (5.1. tablazat).

A H. bacteriophora-ra pozitiv talajmintak begytjtési helyét az 5.2.
abra, a H. downesi-ét az 5.3. abra, mig a H. megidis-ét az 5.4. abra
mutatja.

5.1. tablazat: A kiilonb6z6 fonalféreg fajok eléfordulasa

Faj Mintavételi hely (db)  Izolatumok szdma (db)
H. bacteriophora 6 17
H. downesi 23 83
H. megidis 19 61
Steinernema sp. 36 83

15 Grtdl Kere

Caitdgr O

grécmarcal QO llin
|

7 15 18 2 o 2
5.2. abra: Heterorhabditis bacteriophora elterjedése. Az lires kordk a
mintavételi helyeket, a teli korok az adott faj eléfordulasat jelzik.
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5.3. abra: Heterorhabditis downesi el6forduldsa. Az iires korok a
mintavételi helyeket, a teli korok az adott faj el6fordulasat jelzik.
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5.4. abra: Heterorhabditis megidis el6fordulasa. Az iires korok a
mintavételi helyeket, a teli korok az adott faj el6fordulasat jelzik.
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Mig 133 mintavételi helyrdl szarmazoé talajmintdkban egyaltalan nem
talaltunk rovarpatogén fonalférgeket, S1-ben pedig 1 faj jelenlétét tudtuk
igazolni, addig volt 15 olyan mintavételi hely, ahonnan 2 fajt, illetve 1
olyan is, ahonnan 3 fajt tudtunk izoldlni, illetve egymas mellett élését
igazolni (5.2. tdblazat).

5.2. tablazat: A fajok szdmanak alakuldsa mintavételi helyek szerint

Fajok szama mintavételi helyenként Mintavételi hely szdma (db)
0 133
1 51
2 15
3 1

5.2. A fonadlféreg izolatumok szimbionta partnereinek
azonositdsa

5.2.1. Morfoldgiai csoportok kialakitasa

A munka sordn begylijtott valamennyi fonalféreg szimbionta partnerét
izolaltam az infektiv larvakbol, és elhelyeztem azt folyékony nitrogénes
tarolonkban torzsanyagként. Mivel a nagyszdmu baktérium izolatum
részletes vizsgadlata ¢és azonositdsa meghaladta volna labor-, ¢és
munkakapacitdsomat, a tovabbi vizsgalatokhoz kivélasztottunk 67 db
Photorhabdus izolatumot gy, hogy azok gazdaszervezet és foldrajzi
elterjedés alapjan reprezentaljdk a teljes gylijteményt.

Az NBTA téptalajon primer fazisvariansu telepekre szelektalt, majd
NA taptalajra kioltott baktériumok jelentds morfoldgiai eltérést mutattak.
A mintakat kiilonb6zd szinli és erdsségli pigmenttermelés jellemezte. A
sziirke szinll izolatumok a pigmenteket nemcsak a baktériumsejteken
beliil akkumulaltdk, hanem ki is valasztottak azt a taptalajba, sziirke
elszinezddést okozva a telepek koriil. A szinen kiviil nagy eltérést
mutattak az izolatumok nyalkatermelésiikben, ill. viszkozitasukban is.
Mig egyes telepeket konnyedén le lehetett szedni a taptalaj felszinérdl,
addig masok erdsen ragadtak hozza, eltavolitdsukkor hosszu
nyalkafonalat huzva.

Ezek alapjan az izoldtumokat a kovetkezd csoportokba lehetett
sorolni:
1. Fehér: pigmentet és nyalkat alig termel
2. Citromsarga: kozepesen pigmentalt €s nagyon ragados
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3. Narancssarga: erdsen pigmentalt, a taptalajt is megszinezi, mérsékelten
nyalkas

4. Okker: gyengén pigmentalt, erésen ragados

5. Vords: nagyon erdsen pigmentalt, nyalkat alig termel

6. Sziirke: kdzepesen pigmentalt, de a taptalajt nagymértékben elszinezi,
erds nyalkatermeld

A 6 tipust a 3. kép, az izolatumok szin szerinti eloszlasat az 5.3. tablazat
mutatja. Az egyes csoportok mellett feltiintettem, hogy milyen
fonalféregbdl izolaltunk ilyen szinili baktériumot.

5.3. tablazat: Az elkiilonithetd szincsoportokhoz tartozo izolatumok
szdma ¢€s a szimbionta partner

Az izolatum Az izolatumok szdma Szimbionta partner
szine (db)

Fehér 4 H. bacteriophora

Citromsarga 13 H. megidis (8)
H. downesi (5)

Narancssarga 17 H. megidis (7)
H. downesi (10)

Okker 4 H. bacteriophora

Voros 6 H. megidis (2)
H. downesi (4)

Sziirke 23 H. megidis (15)

H. downesi (8)

5.2.2. Fiziologiai vizsgalatok

A szin szerinti csoportositason til széles korli fiziologia vizsgalatoknak
vetettiik aléd a kivalasztott 67 izolatumot.

5.2.2.1. DNaz és hemolitikus aktivitas tesztelése

A DNaz ¢és hemolitikus aktivitast Photorhabdus tipustorzsekhez
viszonyitottuk. Az izolatumok mindegyike rendelkezett ilyen aktivitassal:
mérsékelt hemolitikus aktivitast 28 db izolatumnal, erOs aktivitast 39
izolatumnal talaltunk (4. kép), mérsékelt DNaz aktivitast 32 izolatum
mutatott, erds aktivitast 30, mig 5 izolatum nagyon gyenge DNaz
aktivitassal birt. Altalanosan elmondhat6, hogy a sziirke és citromsarga
csoport tagjai birtak erdsebb aktivitdssal, mig a vOrds baktériumok a
mérsékelt csoportot alkottak. A fehér csoportra volt jellemz6 a csokkent
aktivitas.
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5.2.2.2. API 20E tesztcsikkal tesztelt paraméterek

A kivélasztott 67 db baktérium izolatum mindegyikét teszteltiik API 20E
teszttel (5. kép). Valamennyi izoldtum negativ volt a kovetkezd
reakciokra: B-galaktozidadz aktivitas, lizin dekarboxildz aktivitds, ornitin
dekarboxildz aktivitas, H,S produkcid, D-mannitol, inozitol, D-szorbitol,
L-ramnéz, D-szachar6z, D-melibi6éz, amigdalin, L-arabindéz hasznositas,
mint kizarolagos szénforras. Valamennyi izoldtum egyetlen reakciora volt
pozitiv, a D-gliik6z bontasara.

A vizsgélt 67 izoldtum az aldbbi 7 reakciora variabilitdst mutatott
(zarojelben a pozitiv reakciot add izoldtumok szdma): arginin-dihidrolaz
aktivitds (46), citrat hasznositds (49), ureaz aktivitds (22), triptofan-
deaminaz (13), indol produkcié (8), acetoin produkcié (6), protedz
aktivitas (60).

5.2.2.3. Biolog GN2 platekkel tesztelt paraméterek

A kivalasztott 67 db baktérium izoldtum mindegyikét teszteltiik Biolog
GN2 platen is. A 95 féle szénforrds hasznositisra a kovetkezo
eredményeket kaptuk:

Valamennyi izolatum negativ volt az alabbi 27 szénforrasra: o-
ciklodextrin, adonitol, L-arabin6z, D-arabitol, erythritol, o-D-laktoz,
laktuléz, D-mannitol, D-melibioz, B-metil-D-gliikozid, D-pszikéz, D-
raffin6z, L-rhamnodz, szachar6z, D-galaktonsav - laktat, D-galakturosav,
D-gluk6ézaminsav, B-hidroxibutirsav, y-hidroxibutirsav, itakonsav, a-keto
valeriansav, malonsav, 1, 8-oktan-dikarboxilsav, L-fenilalanin, D,L-
karnitin, y-amino-butirsav, 2,3-butandiol.

Valamennyi izolatum pozitiv volt az alabbi 28 szénforrasra: Tween-
80, N-acetil-D-galaktézamin, N-acetil-D-gliikkozamin, D-fructéz,a-D-
gliik6z, m-inozitol, maltéz, D-manndz, D-trehaloz, piruvatsav-metilészter,
szukcinatsav-mono-metil-észter, D-glukonsav, p-hidroxi-fenilacetatsav,
L-alanin-amid, D-alanin, L-alanin, L-alanil-glicin, L-aszparagin, L-
aszpartamsav, L-glutdmsav, glicil-L-glutamsav, L-prolin, L-szerin,
inozin, uridin, timidin, glicerol.

Tehat, ez az 55 paraméter nem volt alkalmas arra, hogy az
izolatumokat elkiilonitsiik egymastol.

Ellenben a vizsgalt 67 izolatumbol az aldbbi 40 szénforrast csak
némelyik tudta hasznositani (zardjelben a pozitiv reakciot ado izolatumok
szdma): dextrin (44), glikogén (22), Tween 40 (54), D-cellobidz (28), L-
fukdz (45), D-galaktdz (18), gentiobioz (6), D-szorbitol (11), turanéz (6),
xilitol (35), ecetsav (41), cisz-akonitsav (50), citromsav (47), hangyasav
(47), D-gliikuronsav (9), a-hidroxibutarsav (54), a-keto-butarsav (55), a-
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keto-glutarsav (12), D,L-tejsav (47), propionsav (57), quinonsav (5), D-
szaharinsav ~ (4), szukcinatsav  (58), bromoszukcinatsav ~ (37),
szukcinamiksav (5), gliikuronamid (5), L-hisztidin (56), hidroxi-L-prolin
(41), L-leucin (8), L-ornitin (22), L-piroglutamiksav (5), D-szerin (48), L-
treonin (53), urokaniksav (20), feniletil-amin (5), putreszcin (5), 2-
aminoetanol (14), D,L-a-glicerol-foszfat (50), a-D-gliikkoz-1-foszfat (11),
D-gliik6z-6-foszfat (19).

A fiziolégiai paraméterek koziil azon 47 (40 a szénforras
hasznositds alapjan, mig tovabbi 7 az API tesztcsik reakcioi koziil)
alapjan, amely a baktérium izolatumok kozott variabilisnek bizonyult, az
5.5. abran bemutatott csoportositast lehetett felrajzolni. Az dbra a négy
tipustorzson kiviil 63 izolatum adatainak feldolgozasaval késziilt, mivel
négy izolatum adatsora az adott paraméterekre nem volt teljes, vagy az
elemzés idején mar nem ellendrizhetd bizonytalansagot tartalmazott.

Az 5.5. abra alapjan kialakitott négy csoportra leginkabb jellemzd
paramétereket az 5.4. tdblazatban mutatom be, mig az egyes csoportokba
tartozd baktériumok fonalféreg szimbiontdinak megoszlasat az 5.5.
tablazatban ismertetem.

Az 5.4. tdblazat alapjan egyértelmii, hogy az 5.5. &branak
megfeleléen kialakitott csoportok hatirozott szénforras-hasznositasi
profillal jellemezhetdk (ezek koziil néhany jellemz6ét az 5.5. abran is
feltlintettem). Igen jelentds az eltérés abbol a szempontbol, hogy az adott
csoportba sorolhatdo baktériumok 0Osszesen hany szénforrast képesek
hasznositani (természetesen a valamennyi izoldtum 4&ltal hasznositani
képes 28 szénforrason feliil). A B jelzésli csoport haromszor annyi
szénforrast képes felhasznalni, mint a D jelzésii, az A és C csoport ehhez
képest atmeneti helyzetii.

Az abran feltiintetett szinkodok alapjan jol lathat6, hogy a
fiziologiai paraméterek alapjan torténd csoportositas csak részben fedi a
morfologiai jellemzok altal kialakitott felosztast, hiszen kizarolag a
sziirke szinill izolatumok kiiloniiltek el egyértelmiien a tobbi baktériumtol.
A fiziologiai paraméterek vizsgalata alapjan a tipustorzsek elkiilonitése
sem egyértelmi.

A fiziologiai paraméterek alapjan kialakitott csoportok a fonalféreg
szimbionta megoszlds alapjan sem jellemezheték markénsan (5.5.
tablazat), minddssze annyi mondhatd el, hogy a H. bacteriophora
bakterialis partnerei kizarolag a C és a D jelzésti, atlagosan a legkevesebb
szénforrast hasznositani képes csoportokba sorolhatok.
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5.5. abra (az el6z6 oldalon): A baktériumizolatumok Biolog GN2 plate
40, és az API20E tesztcsik 7 paramétere segitségével képzett
dendrogramja (a mddszertani részleteket lasd 4.7. fejezet). A szines savok
a baktériumok szinét szimbolizaljak, feketével jelolve a tipustorzseket. A
dendrogram csomopontjathoz az alcsoportok jellemzd biokémiai
tulajdonséagat tlintettem fel.

5.4. tablazat: A baktérium izolatumok fiziologiai paraméterek alapjan
kialakitott, az 5.5. abrdn bemutatott csoportjaira jellemzé néhany
tulajdonsag. Az egyes szénforrasoknal megadott %-os értékek azt jelzik,
hogy az adott csoportba sorolhatd izolatumok koziil mennyi képes
hasznositani a konkrét vegytiletet (a pozitiv reakci aranya)

Csoport n*  Osszes  Hidroxi- Xylitol Tejsav Ecetsav — a-D-

pozitiv -prolin gliikoz-
reakcio** 1-
foszfat
A 20 19,50 5% 100%  100% 75% 0%
B 11 27,45 100% 64% 91% 100% 73%
C 25 16,44 92% 12% 68% 60% 20%
D 11 9,18 64% 55% 0% 0% 0%

* - beleértve a tipustorzseket is; ** - a szénforras hasznositas szempontjabol,
kizardlag a 40 varidbilis paraméterbdl (28 szénforrast valamennyi izoldtum
képes hasznositani, lasd 5.2.2.3. fejezet)

5.5. tablazat: A baktériumizoldtumok fonalféreg szimbiontai az 5.5.
abran bemutatott csoportositas szerint, a tipustorzsek figyelembe vétele
nélkiil

Csoport H. bacteriophora H. downesi H. megidis
A 0 8 12
B 0 3 6
C 3 10 10
D 5 2 4
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5.2.3 Az izolatumok antibiotikum-, és toxintermel6 képessége

Az antibakterialis hatbanyagtermelés tesztelését 48 oras folyadékkulturas
mintabol  végeztem. A  sejtmentesitett  fermentlé  aktivitasat
Staphylococcus aureus subsp. aureus DSM346 ¢és Bacillus subtilis
DSM704 baktériumokkal szemben vizsgaltam agarlemezes diffzios
lyukteszttel, 100 ppm streptomycin kontroll mellett (6. kép).

Minden izolatum fermentlevét teszteltiik mindkét
tesztbaktériummal szemben. A két kiilonbozd baktériummal szembeni
aktivitasi érték kapcsolatat az 5.6. dbra mutatja. Jol latszik, hogy a
fermentlevek két teszttorzzsel szembeni antibakterialis hatdsa nem
korrelal szorosan, a pontok szdérédasa nagy. Ez arra utalhat, hogy a
hatéanyag (legaldbbis a baktériumok egy részénél) nem homogén.
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Staphylococcus elleni aktivitas (relativ egység)

5.6. abra: A baktériumok sejtmentes fermentlevének antibakterialis
aktivitasa Bacillus subtilis, ill. Staphylococcus aureus subsp. aureus ellen,
agardiffuzios lyukteszttel mérve. Az aktivitas egysége: a vizsgalt minta
koril feltisztuld zona atmérdje osztva a 100 ppm streptomycin koriil
kialakul6 zona atmérdjével.

Az 5.7. é4bra mutatja az antibakteridlis hatds megoszlasat.
Staphylococcus aureus ellen. 27 vizsgalt izolatumnak egyaltalan nem volt
hatasa, 17 mérsékelt hatdst mutatott, mig 23 jelentds antibakteridlis
hatassal birt. Bacillus subtilis esetén teljesen mas képet kapunk: 11
izoladtum volt hatastalan, 55 birt mérsékelt hatassal, mig erds
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antibakteridlis hatast csak egyetlen izolatum tudott kifejteni. Ez is tobb
aktiv komponens jelenlétét tamasztja ala.
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5.7. abra: A kiilonboz6 baktériumizolatumokbol szarmazé fermentlevek
antibakteridlis  aktivitdsanak = megoszlasa  Bacillus  subtilis  és
Staphylococcus aureus subsp. aureus baktériumokkal tesztelve. Nincs
aktivitds — nem alakult ki feltisztuld zona a tesztlyuk koriil; mérsékelt —
detektalhato aktivitéds, de a feltisztul6 zona mérete kisebb, mint a 100 ppm
streptomycin kontroll koriil; er6s — nagyobb a feltisztuld zona mérete,
mint a kontroll kortil.

A toxicitdas mérését rovar sejtvonalakon, MTT sejt-proliferacios
teszttel végeztik. A 7. kép egy jO toxintermeld izolatum, a 3179-es
fermentlevének teszteredményeit mutatja, Sf9 sejtek ellen. A kontroll
lyukak mellett 4-4 ismétlésben lathat6 a fermentéacio 8., 16., 24., 32., 40.
€s 48. orajaban vett minta toxikus hatasa, illetve egy kalibracios sor, ami a
sejtekbol higitassal késziilt. A lila szin csokkenése jelzi a sejtszdm
csokkenését, citotoxikus hatas esetén a toxicitassal forditott aranyban.
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A toxikus hatds novekedését az id6 fliggvényében mutatja az 5.8.
abra. A 3209-es jell izolatum 0-48 dras tenyészetének sejtszamvaltozasa,
illetve a sejtmentes fermentlé toxikus hatdsanak valtozésa kovethetd rajta
nyomon. Az é&bran jol latszik, hogy az id6 elérehaladtaval a fermentlé
rovarsejtekre gyakorolt gatlé hatasa nd, a ndvekedés liteme a tenyészet
¢ldsejtszam-ndvekedésével parhuzamosan torténik. Mire a 48 Orés
tenyészetben az élGsejtszam elérte az 5x10°-0s értéket, a sejtmentes
fermentlé toxicitdsa mar 50% kortil alakult.

toxicitas (%)
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5.8. abra: A Photorhabdus luminescens subsp. kayaii 3209 izolatum
fermentacidja soran a sejtszdm (CFU) valtozasa, valamint a sejtmentes
fermentlé toxicitdsa Sf9 rovarsejtekre (toxicitas=100x(Ao-A()/Ao, ahol Ao
a kontroll sejtaktivitasa, mig A a vizsgalt minta sejtaktivitasa)

Minden izolatum fermentlevének citotoxikus hatdsat teszteltiik S2
¢és S19 sejtvonalon is. A két sejtvonalon mért érték Osszefiiggését az 5.9.
abra mutatja. Jol latszik, hogy a fermentlevek két sejtvonallal szembeni
citotoxikus hatdsa itt sem korreldl, mint ahogy az antimikrobidlis hatas
esetén sem korrelalt a kétféle baktérium teszttorzson végzett vizsgalat
eredménye, a pontok szorddéasa ebben az esetben is nagy.
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Sejtszam a kontroll %-aban, Drosophila melanogaster S2

5.9. abra: Kiilonb6z6 baktériumizolatumok fermentlevének gatlo hatasa
S19 ill. S2 sejtvonalakra

A citotoxikus hatds megoszlasat az 5.10. 4dbra mutatja. A
fermentlevek S2 sejtvonalon tortént tesztelése a kovetkezd eredményt
adta: 2 izolatum hatdsara csokkent a sejtszam a kontrollhoz viszonyitva
25% ala, 3 1zolatum esetén a sejtszdm a kontroll 26-50% volt, 6 izolatum
csokkentette a sejtszamot 51-75% kozé. 21 izolatum fermentleve nem
volt kiilondsebb hatdssal a sejtekre, szamuk a kontrollhoz viszonyitva 76-
100% kozott maradt. Fellépett az a furcsa jelenség is, hogy néhany
fermentl¢ hatasara a sejtszam gyarapodott: 20 izolatum esetén kismértékii
(101-125% a kontrollhoz képest), 9 izoldtum esetén pedig mar jelentds
(126-150%) novekedés volt mérhetd. 5 izoldtum hatasara a sejtszam a
kiindulasi érték 50%-aval, vagy annal tobbel ndtt, tehat itt erds
sejtszaporodas-serkentd hatast mértem.

Mas a kép S9 sejtek esetén. Nagyon erds gatld hatast itt is csak 2
izolatum tudott kifejteni (0-25% sejtszam a kontrollhoz képest), de 14
izolatum mar 26-50% kozé tudta csokkenteni a sejtszamot. 27 izolatum
birt gyenge gatlo hatdssal (51-75%), 19 izolatum hatdsa nem volt jelentds
(76-100%), és csak 4 izoldtum hatisara volt kismértékli sejtszaporodas
(101-125%). Tehat az Sf9 sejtvonal sejtjei érzékenyebbek voltak a
Photorhabdus izolatumok fermentlevére, mint az S2 sejtek, illetve a
fermentlevek hatasara (kevés kivételtdl eltekintve) nem is kezdtek el
szaporodni, szemben az S2 sejtekkel, amik egyes esetekben 50%-nal is
nagyobb sejtszamnovekedést mutattak.
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5.10. abra: A kulonboz6 baktériumizolatumokbodl szarmazo fermentlevek
gatlo hatdsanak megoszlasa S2 ill. S19 sejtvonalakon tesztelve

5.6. tablazat: A szin szerint csoportokba sorolhat6 izolatumok
antibakterialis és citotoxikus hatdsdnak mértéke

Izolatum Antibakterialis aktivitas Citotoxikus hatas
szine

S. aureus ellen  B. subtilis ellen S2 sejtvonalon S19 sejtvonalon
Fehér nincs/kdzepes/jo kozepes nincs/kdzepes  nincs/kdzepes/jo
Okker kozepes/jo kozepes nincs/kdzepes kozepes/jo
Citrom- nincs/kdzepes/j6  nincs/kozepes  nincs/kdzepes/jo kozepes/jo
sarga
Narancs-  nincs/kdzepes/jo  nincs/kozepes/j6  nincs/kozepes kozepes/jo
sarga
Voros kozepes/jo kozepes/jo nincs/kdzepes kozepes
Sziirke nincs/kdzepes nincs/kdzepes nincs/kdzepes  nincs/kdzepes/jo

Megj.: Kozepes aktivitds: a fermentlé kevésbé hatékony, mint 100 ppm
streptomycin, jo aktivitds: a fermentlé hatékonyabb, mint 100 ppm streptomycin,
kozepes toxicitas: a sejtaktivitas a kontroll sejtek 51-100%-a,

jO toxicitas: sejtaktivitas kisebb, mint a kontroll sejtek 50%-a

Az adott csoportban leggyakrabban eléfordulo kategoridkat vastagon szedtem.

Az 5.6. tablazat mutatja, hogy az egyes szincsoportba sorolhato
baktériumok milyen aktivitdssal birnak. A téblazatbdl egyértelmiien
kidertiil, hogy a szin szerinti csoportok nem homogének az antibakterialis,
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illetve citotoxikus aktivitds szempontjabol. Kiemelném azonban, hogy a
sziirke jelzésli csoport altalaban gyenge antibakterialis aktivitassal és
mérsekelt citotoxicitassal jellemezhetd.

5.2.4. Molekularis biolégiai vizsgalatok

A baktériumok identifikalasanak els6 Iépéseként valamennyi izoldtum
gyrB szekvenciajanak RFLP analizise elkésziilt (8. kép). Az Alul és Hinfl
restrikcids endonukledzzal tortént hasitds utdn kapott fragmentméreteket
az 5.7. tabldzat mutatja. Jol latszik, hogy a morfologiai csoportok
némelyike (sarga-narancs) nem kiilonithetd el egymastdl ilyen moédon
sem, mig mas csoport (fehér) egyértelmiien heterogén mintazatot adott.

5.7. tablazat: A kiilonb6z6 morfoldgiai csoportba sorolhatd baktériumok
gyrB génjérdl késziilt PCR termék restrikcids endonukledzokkal tortént
hasitdsa utan kialakul6 fragmentméretek (bp). A restrikcidos endonukledz
neve mogott zarojelben a hasitasi szekvencia van feltiintetve

Alul (AGYCT) Hinfl (GYANTC)
sziirke 500,180, 150, 130, 80 560, 410, 80
fehér L. 760, 300 -
fehér I1. 760, 300 440, 360, 100, 80
okker 500, 300, 180, 80 970, 80
piros 500, 300, 180, 80 560, 410, 80
sarga 580, 300, 180 970, 80
narancs 580, 300, 180 970, 80

Minden szincsoportbol megszekvenaltattunk néhany izolatumot. A
fehér csoportbol a kétféle fragmentmintazatot addé mintdkbol (3196, 3209)
valasztottunk egyet-egyet, a sziirke csoportbol 4 db izolatumot, az
okkerbdl ¢és pirosbol egyet-egyet, a narancssargabol harmat, a
citromsargabol négy mintat szekvendltattunk meg. Az izoldtumok
filogenetikai kapcsolatait gyrB szekvencidk alapjan abrazold torzsfa az
5.11. &bran lathatd. A tdrzsfa megrajzolasahoz valamennyi mar leirt
Photorhabdus taxon tipustdrzsének adatait felhasznéltuk, az elemzéshez
hasznalt tipustdrzsek azonositoi az 5.8. tdblazatban adtam meg.

A torzsfa alapjdn elmondhato, hogy a citromsarga, a narancssarga
¢s a piros izolatumok bar jelentés morfoldgiai, ill. fiziologiai eltérést
mutatnak, mindannyian a Photorhabdus temperata subsp. temperata
alfajba tartoznak. Az okker szinli izoldtum a Photorhabdus luminescens
subsp. thracensis alfajhoz (bar a gyrB szekvencia elemzése alapjan ez a
taxon a Photorhabdus temperata fajba tartozonak tlinik), mig a kétféle
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fehér izolatum a Photorhabdus Iluminescens subsp. kayaii, ill. a
Photorhabdus luminescens subsp. laumondii alfajhoz tartoznak.

Ezzel szemben a sziirke izoldtumok beazonositasa nem volt
lehetséges; egyetlen ez idaig leirt taxon tipustorzséhez sem hasonlitott, a
torzsfan egy teljesen kiilonallo, egységes csoportot alkotva. A csoportbol
kivalasztottunk 3 izolatumot, elhelyeztilk Oket hazai ¢és nemzetkozi
torzsgytjteményben, gyrB, ill. 16 rDNS szekvenciaikat feltoltottik a
GenBank adatbazisba, és 1j alfajként irtuk le dket.

Az 5.9. téblazat Osszesitve mutatja 11 db, altalunk izolalt,
beazonositott, GenBank azonositoval ellatott izolatumok adatait. A
hianyz6 4 szekvenciaadat visszaellendrzése ¢és feltdltése az adatbazisba
folyamatban van.

Az 5.10. 0Osszesité tabladzat (a késobbi kompeticids vizsgalatok
alapja) a kivalasztott 67 db Photorhabdus 1zolatum megoszlasat mutatja a
vele komplexet képzd Heterorhabditis fonalférgek alapjan.

5.11. abra (kovetkezé oldal): A baktérium torzsgyljtemény egyes
tételei, és a Photorhabdus génuszba tartozo leirt fajok és alfajok
tipustorzseinek filogenetikai kapcsolata a gyrB gén elemzése alapjan. Az
evolucios kapcsolatokat a Neighbor-Joining moédszer (Saitou és Nel,
1987) segitségével becsiiltiik meg. Az adbran az optimalis fa lathatd, az
agak teljes hossza = 0,39692309. Az elagazasi pontok mellett feltiintettiik,
hogy a rokon taxonok az esetek hany szadzalékaban kapcsolodtak a
bootstrap teszt (Felsentsein, 1985) sordn (1000 ismétléssel szamolva). Az
abra méretaranyos, ahol az 4agak hossza megegyezik az evolicios
tavolsagokkal. Az evolucios tavolsdgokat Kimura 2 paraméteres
modelljével szamoltuk (Kimura, 1980), az egység a bazishelyenkénti
baziscsere gyakorisdga. A bdazishianyt, vagy adathidanyt tartalmazo
poziciokat nem vettiik figyelembe az elemzés sordn (complete deletion
option). Osszesen 668 pozicid szerepelt az elemzésben, amelyet MEGA4
programmal végeztiink (Tamura és mtsai, 2007).
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5.8. tablazat: A Photorhabdus génuszon beliili taxonok tipustorzsei, és a
gyrB gén szekvencidjanak GenBank azonositdja

Faj/alfaj Tipustorzs GenBank Szerzé
azonosito

P. asymbiotica 3265-86 AY278494 Akhurst és

subsp. mtsai, 2004

asymbiotica

P. asymbiotica 9802892 AY278495 Akhurst és

subsp. australis mtsai, 2004

P. luminescens FRG04 EU930347 Fisher Le-Saux

subsp. akhurstii ¢s mtsai, 1999

P. luminescens CIP108428 EU930348 Hazir és mtsai,

subsp. kayaii 2004

P. luminescens TTO1 BX571859 Fisher Le-Saux

subsp. laumondii ¢s mtsai, 1999

P. luminescens Hb AY278501 Fisher Le-Saux

subsp. ¢s mtsai, 1999

luminescens

P. luminescens CIP108428 EU930351 Hazir és mtsai,

subsp. thracensis 2004

P. temperata XINach AY278517 Fisher Le-Saux

subsp. temperata

és mtsai, 1999

5.9. tablazat: Sajat izolatumaink alfaji besorolassal, GenBank
szekvenciaazonositokkal

Faj/alfaj Izolatum gyrB 16S rDNS
jelzése  szekvencia  szekvencia

P. temperata subsp. temperata 3016 EUO053166

P. temperata subsp. temperata 3173 EU053169

P. temperata subsp. temperata 3179 EU053170

P. temperata subsp. temperata 3182 EU053171

P. temperata subsp. cinerea 3014 EUI55110 EU136625

P. temperata subsp. cinerea 3086 EU053167

P. temperata subsp. cinerea 3107 EU053168 EU136626

P. temperata subsp. cinerea 3240 EUO053174 EU136627

P. luminescens subsp. kayaii 3167 GU080060

P. luminescens subsp. kayaii 3209 GU080061

P. luminescens subsp. laumondii 3196 EU053172

P. luminescens subsp. thracensis 3210 EU053173
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5. 10. tablazat: A kivalasztott 67 db Photorhabdus izolatum megoszlasa
szimbionta partner szerint

Rovarpatogén Szimbionta baktérium alfaj [zolatumszam
fonalféreg faj (db)
H. bacteriophora  P. luminescens subsp. kayaii 2
P. luminescens subsp. laumondii 2
P. luminescens subsp. thracensis 4
H. downesi P. temperata subsp. temperata 19
P. temperata subsp. cinerea 8
H. megidis P. temperata subsp. temperata 17
P. temperata subsp. cinerea 15
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5.2.5. A Photorhabdus temperata subsp. cinerea subsp. novum leirasa

Az el6zd fejezetek alapjan latszik, hogy az izolaciés munka soran jol
elkiiloniilt egy sziirke pigmentet termeld, a fiziologiai paraméterek
alapjan homogén csoport. A DNS vizsgalatok eredményeként kidertilt,
hogy ezek a baktériumok egyetlen ez idaig leirt Photorhabdus taxonnal
sem mutattak egyezést, ezért uj taxonként irtuk le (Toth és Lakatos,
2008).

A csoport minden tagjara egy olyan sziirke pigment termelése volt
jellemzd, amelyet az LB, NA, TSY lemezen torténd tenyésztés soran a
baktérium kivalasztott a tapkozegbe, ezzel sziirkére festve azt. Erre utal a
,cinerea” elnevezés. A teljes csoportbol, azaz 23 izolatumbol
kivélasztasra keriilt harom (3107, 3014, 3240), amelyek telepmorfologiai
szempontbol, illetve szénforrds-hasznositasi paraméterei alapjan
reprezentaltak a csoportot.

A Photorhabdus temperata subsp. cinerea subsp. novum sejtjei
nagy, 4,8 (2-7) x 1,0 um-es palcak. Erds biolumineszcencia jellemzi. A
telepek  semleges  szinli  taptalajon  lazacrézsaszinliek, vagy
vilagossziirkék, tomegesen sotétsziirkébe hajlok, a telepek koriil sziirke
taptalaj-elszinezddéssel. A telepek erésen mukdzusak.
Festékakkumulalasra képesek. Maximalis novekedési homérsékletiik 35-
37 °C (3107%), vagy 36-37 °C (3014). Hemolitikus aktivitasuk jelentds. A
fobb biokémiai paraméterek jellemzo értékeit az 5.11. tdblazat mutatja.

Az 4j alfaj tipustorzse a 3107 (DSM 19724T, ill. NCAIM
B02271T), melyet Heterorhabditis downesi-bol izolaltunk. A fonalféreg
begyiijtési helye: Asotthalom, 95D erdétag, lombhullatd erd, humuszos
homok. A tobbi torzs H. downesi-bol és H. megidis-bol keriilt eld, 5
kiilonboz6 foldrajzi helyrél Magyarorszag teriiletérol.

A 3107%, a 3014 és a 3240 jelzésti Photorhabdus temperata subsp.
cinerea subsp. novum 1izolatumok filogenetikai kapcsolatat a tobbi
Photorhabdus taxonnal az 5.12. &bran lév0 torzsfa mutatja. A torzsfa
alapja a gyrB szekvencia.
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5.11. tablazat: Az tjonnan javasolt Photorhabdus temperata subsp.
cinerea alfajt a tobbi, leirt taxontdl megkiilonboztetd fenoldgiai
tulajdonsagok. Az adatok részben sajat vizsgéalatokbdl szarmaznak,
részben a kovetkezd munkéakbol: Akhurst és mtsai (2004) - 1,2; Hazir és
mtsai (2004) - 4,7.

Torzsek: 1, P. asymbiotica subsp. asymbiotica (3265-86"); 2, P.
asymbiotica subsp. australis (9802892"); 3. P. luminescens subsp.
akhurstii (FRGO04"); 4, P. luminescens subsp. kayaii (1121%); 5, P.
luminescens subsp. laumondii (TTO1"); 6, P. Iluminescens subsp.
luminescens (Hb"); 7, P. luminescens subsp. thracensis (39-8"); 8, P.
temperata (XINach'); 9, P. temperata subsp. cinerea (23 izolatum adatai
alapjan, a 3107" torzsre jellemz6 adat zarojelben). Jeldlések: + pozitiv
reakcid, - negativ reakcid, NA — nincs adat, a pozitiv reakcidju
izolatumok aranya szerepel a 9. oszlopban

Tulajdonsag 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Max. névekedési 38 40 38 36 36 38 35 34 35
hém. (°C)

Indol produkcid - - + + + + - - 4% (-)
DNase aktivitas - + - + + - + + 100% (+)
Ureaz aktivitas + - + + + - + - 35% (-)
Triptofan - - - NA - - NA - 57% (-)
deaminaz

aktivitas

Citrat reakcio + + + + - + + + 87% (+)
Hemolizis + + + + - + + + 100% (+)
birkavéres agaron

Hasznositja:

L-Fukoz - - + - - + - + 96% (+)
L-Hisztidin + - - - + + + +  100% (+)
myo-Inozitol - + + + + + - - 100% (+)
D,L-Lactat - - + - - - - - 87% (+)
D-Mannitol - - + - - + - - 0% (-)
Maltdz + + + + + + + - 100% (+)
Xylitol - - - - - - - - 100% (+)
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s7r HV16 (AY278506)
58 | TTO1 (BX571859)
100]L K80 (AY278509)
HP88 (AY278508)
D1 (AY278499)
100 100 || K81 (AY278510) P. luminescens subsp. akhurstii
81L|~ Tetuan (AY278515)

Hb (AY278501)
& 4' P. luminescens subsp. luminescens
100 Hm (AY278505)

3265-86 (AY278494) | P. asymbiotica subsp. asymbiotica
MB (AY278511)
9800946 (AY278495)
GCHO001 (AY278500)
9802892 (AY278496)

& 3240 (EU053174)
100 f 3107 (EU053168) P. temperata subsp. cinerea
3014 (EU155110)

NZH3 (AY278513) ] P. temperata

761C1 (AY278497)
76 100 [ Habana (AY278503) |P. temperata
F Meg (AY278512)

53 HL81 (AY278504)
HW79 (AY278507)
100 | XLit (AY278516) P. temperata subsp. termperata
HF85 (AY278502)
60 L XINach (AY278517)
AN6 (AY322431) ] X. nematophila

P. luminescens subsp. laumondii

99

100 P. asymbiotica subsp. australis

99

63

0.02
5.12. abra: A Photorhabdus génusz filogenetikai kapcsolatai a gyrB gén
szekvencidjanak elemzése alapjan.

Az evolucios kapcsolatokat a Neighbor-Joining modszer (Saitou és
Nei, 1987) segitségével becsiiltik meg. Az abrdn az optimalis fa lathato,
az agak teljes hossza = 0,50650502. Az elagazdsi pontok mellett
feltlintettilk, hogy a rokon taxonok az esetek hany szazalékaban
kapcsolddtak a bootstrap teszt (Felsentsein, 1985) soran (1000 ismétléssel
szamolva). Az 4dbra méretaranyos, ahol az agak hossza megegyezik az
evolucios tavolsdgokkal. Az evolicidos tdvolsagokat Kimura 2
paraméteres modelljével szamoltuk (Kimura, 1980), az egység a
bazishelyenkénti baziscsere gyakorisaga. A bazishianyt, vagy adathianyt
tartalmazo poziciokat nem vettiik figyelembe az elemzés soran (complete
deletion option). Osszesen 994 pozicié szerepelt az elemzésben, amelyet
MEGAA4 programmal végeztiink (Tamura és mtsai, 2007).
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5.3. Kompeticios kisérletek

Az elézoekben leirt izolacids munka soran taldltunk olyan talajmintakat,
amelyekben H. downesi és H. megidis egymas mellett €lését lehetett
igazolni. A szimbionta partnerek azonositidsa soran pedig kideriilt, hogy
ezek a fonalférgek 2-2 kiilonbozé baktériummal is képesek sikeres
szimbiotikus komplexet képezni, s6t egyes mintavételi helyeken mindkeét
fonalféreg mindkét bakterialis szimbiontaval el6fordult. Ezért ujabb
talajmintdkat gyljtottiink be Dany térségébdl, ahol a faunisztikai
vizsgélatok adatai szerint a fentebb vazolt helyzet eléfordult (ezen kiviil
még Jakabszallds térségében is dokumentaltuk a két fonalféreg ¢és
baktérium egylittes jelenlétét). Az ezekbdl a talaymintakbol izolalt
fonalféreg-baktérium paros eléfordulésat, ill. reprodukcios sikerét az 5.12.
tablazat mutatja. A produktivitds mindkét fondlféreg fajnal nagyobb volt,
ha a sziirke tipusu baktériummal (P. ¢. subsp. cinerea) képzett komplexet.

5.12. tablazat: A Dany 11/C és 2/D erdétagbol 2008. augusztus 5-i
mintavétel soran begyljtott 20 talajmintdbol szarmazd fonalféreg
izolatumok faj és bakterialis szimbionta szerinti megoszlasa, ill. a
tesztallatokbol kifutd fonalférgek atlagos szdma

Fonalféreg/baktérium [zolatumok Reprodukcid
szama (IJ/fert6zott larva)

H. downesi/P. temperata subsp. 10 42298 a
temperata
H. downesi/P. temperata subsp. 14 75948 b
cinerea
H. megidis/P. temperata subsp. 14 34744 a
temperata
H. megidis/P. temperata subsp. 6 93859b
cinerea

p<0,01*

* - egyutas variancianalizis, /n transzformalt adatok

Mindegyik fonalféreg-baktérium kombinaciobdl kivalasztottunk 1-1
izolatumot, és azokkal kevert fertdzéseket végeztiink. A vizsgalatok célja
az volt, hogy megtudjuk, van-e valamilyen interakci6 a fonalférgek kozott
a rovarlarvaban, ¢és ezt az esetleges kapcsolatot befolydsolja-e a
szimbionta baktérium.

Az adott kisérleti rendszerben a Galleria ill. Tenebrio tesztallatok
mortalitasa minden esetben nagy (90-100%) volt, ebbdl a szempontbol
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nem lehetett kiilonbséget talalni a kezelések kozott (részletesen be nem
mutatott adatok).

5.13. tablazat: Kiilonb6z6 fonalféreg-baktérium kombinaciokkal,
Galleria mellonella tesztallat felhasznalasaval végzett kevert fertdzések
soran az egy-egy petricsészebdl kifutd infektiv fonalféreg larvak szama
(IJ/petricsésze),  fiiggetleniil azok  faji  Osszetételétél  (10-10
tesztallat/petricsésze, n=5)

a-b* L. II. 1. IV. A% VL

1000-0 263636 146279 263636 432302 263636 146279
500-500 242777 218 571 212875 148644 251840 27040
0-1000 169974 432302 146279 169974 432302 169974

p** n.s. p<0,05 n.s. p<0,05 n.s. p<0,05

* - a fertzéshez hasznalt elegy 0sszetétele (1J/ml), lasd 4.7.2. alfejezet:
A szimbionta baktérium pigmenttermelése alapjan elnevezett csoportok. A
,sarga” elotagh fonalféreg P. t. subsp. temperata, a ,,sziirke” megjeldlésii pedig
P. t. subsp. cinerea baktériumot hordoz.

L.: sarga H. megidis — sziirke H. downesi

I1.: sziirke H. megidis — sérga H. downesi

I1.: sarga H. megidis. — sziirke H. megidis

IV.: sarga H. downesi — sziirke H. downesi

V.:sarga H. megidis — sarga H. downesi

VL.: sziirke H. megidis — sziirke H. downesi
** - a szignifikancia Kruskal-Wallis teszttel vizsgalva

A kiilonb6z6 kombinaciokkal végzett kevert fertézések eredményeit
Galleria mellonella tesztallat esetén az 5.13. tdblazat mutatja. A tablazat
1000-0 és 0-1000 megjeldlésti sora az a bedllitas, amikor mind a 6
kezelésnél csak az egyik, vagy csak a masik fonalféreggel tortént a
fert6zés. Tehat ez a két sor mutatja a kompeticio nélkiil kialakulo
egyedszamot. A kozépsé 500-500 jelzésii sor pedig annak a fertézésnek
az eredménye, amit az adott kombindcio 1:1 aranyu elegyével végeztiink.
Ha nem lenne a két fonalféreg kozott semmiféle interakcid, akkor a
kozépsd sorban a két kiilon fertézés (1000:0, 0:1000) atlagat kellene
kapnunk. Ezzel szemben a kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a két
fonalféreg izolatum mind a 6 esetben csokkentette egymas reprodukcios
sikerét, a I, IV., és VI. bedllitds estén ez a gatlo hatas statisztikailag is
igazolhat6 volt. Ez egyuttal a (III. és IV. bedllitas esetén) a fajon beliili
kompeticio meglétét is igazolja.

Az 5.14. tablazat ugyanezen bedllitaisok eredményeit mutatja
Tenebrio molitor tesztallaton. Az izoldtumok egymasra gyakorolt gatld
hatasa itt is megfigyelhetd volt mind a 6 esetben, a III. beallitadsban pedig
statisztikailag igazolhato volt a fajon beliili kompeticid is.
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5.14. tablazat: Kiilonb6z6 fonalféreg/baktérium kombinaciokkal,
Tenebrio molitor tesztallat felhasznéalasaval végzett kevert fertézések
soran az egy-egy petricsészebdl kifutd infektiv fonalféreg larvak szama
(IJ/petricsésze),  fliggetleniill azok  faji  Osszetételétol.  (10-10
tesztallat/petricsésze, n=5)

a-b* L. II. I11. IV. \ VL

1000-0 83683 111846 83683 48714 83683 111 846
500-500 47238 27048 23645 37054 40535 67965
0-1000 130255 48714 111846 130255 48714 130255

p** n.s. n.s. p<0,05 n.s. n.s. n.s.

* - a fertdzéshez hasznalt elegy Osszetétele (IJ/ml), 1asd 4.7.2. alfejezet, és 5.13.
tablazat magyarazata
** - a szignifikancia Kruskal-Wallis teszttel vizsgalva

Az 5. 15. tablazat a két izolatumot 1:1 ardnyban tartalmazo eleggyel
végzett fert6zések eredményeként a fondlféreg reprodukcios sikerét
mutatja faji  Osszetétel szerint, Galleria mellonella tesztallaton. A
tablazatban a sorok elején feltiintetett fonalféreg-baktérium komplex
reprodukcids sikerét adom meg az oszlopok tetején feltiintetett
fonalféreg-baktérium komplex jelenléte mellett. Ertelemszertien mindig
van egy érték, ahol minden izoldtum 6nmagaval szerepel egy beallitasban,
tehat Onalléan tortént a fertézés (vastagon szedett értékek). Ezeket az
adatokat tartalmazza az 5.13. tablazat 0:1000, ill. 1000:0 sora is. A
tablazatot soronként elemezve latszik, hogy egy-egy fonalféreg-baktérium
kombinacié tobb esetben mdas fonalféreg jelenléte mellett jelentdsen
kisebb egyedszamot képes produkalni, mint ha csak 6nalldéan fertdztiink
volna vele. A H. downesi/P. t. cinerea kombinacid ezzel szemben H.
megidis/P. t. temperata mellett nagyobb egyedszamot ért el, mint
onalldan (ez az I. kisérleti bedllitas). De a H. megidis/P. t. temperata
esetén sem igazolhat6 a reprodukcios siker csokkenése, ha H. downesi/P.
t. temperata (V. kisérlet), vagy H. megidis/P. t. cinerea (I11. kisérlet) volt
a kevert fertdzésnél hasznalt masik kombinacio.

Mas a helyzet Tenebrio molitor tesztallat esetén (5.16. tablazat).
Ekkor valamennyi kevert fert6zési bedllitasnal csokkent a fonalférgek
reprodukcids sikere fiiggetleniil attol, hogy milyen volt a szimbionta
baktériumuk és milyen fonalféreg/baktérium komplex volt még jelen. A
legkisebb negativ hatds a H. downesi/P. t. cinera kombinacid esetén volt
tapasztalhato, H. megidis/P. t. cinerea mellett (V1. kisérleti bedllitas).

Az 5.15. és 5.16 tablazat Osszevetésekor (azaz a Galleria ill. a
Tenebrio tesztéallattal végzett kisérletek eredményeinek Gsszevetésekor) a
legfeltiinébb kiilonbség, hogy nem kevert fertézés esetén Galleria
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tesztallatban mindkét fonalféregfaj szaporodasa hatékonyabb P. ¢t
temperata baktérium szimbiontaval, mint P. ¢ cinera szimbiontaval,
ugyanakkor Tenebrio tesztallatnal a helyzet éppen forditott, a P. t. cinerea
szimbiontdju fonalférgek reprodukcids sikere a nagyobb. Megjegyzendo,
hogy a H. downesi reprodukcios sikere sokkal inkabb valtozott a
bakteridlis szimbionta fiiggvényében, mint a H. megidis-€.

5.15. tablazat: A kiilonbozé fonalféreg-baktérium komplexek
reprodukcios sikere (IJ/petricsésze) Galleria mellonella tesztallatba
torténd kevert fertdzeés esetén. A fertdézéshez kétféle komplexet (500-500
IJ/petricsésze aranyban) hasznaltam. Vastagon kiemelve az az eset,
amikor az adott (a sorok elején feltlintetett) fonalféreg-baktérium
kombinacidval 6nalloan tortént a fertdzés (ekkor 1000 1J/petricsésze)

H.d./P.t.t. H.d./P.t.c. H.m./P.t.t. H.m./P.t.c.
H.d./P.t.t. 432 302 148 644 67 168 212 197
H.d./P.t.c. 0 169 974 232 458 13 464
H.m./P.t.t. 184 671 10 318 263 636 179 132
H.m./P.t.c. 6373 27 039 42 178 146 279

10-10 tesztallat/petricsésze, n=>5
H.d. — Heterorhabditis downesi; H.m. — H. megidis; P.t.t. — Photorhabdus
temperata subsp. temperata; P.t.c. — P. temperata subsp. cinerea

5.16. tablazat: A kiilonbozé fonalféreg-baktérium komplexek
reprodukcios sikere (IJ/petricsésze) Tenebrio molitor tesztallatba torténd
kevert fertézés esetén. A fertdzéshez kétféle komplexet (500-500
[J/petricsésze aranyban) hasznaltam. Vastagon kiemelve az az eset,
amikor az adott (a sorok elején feltiintetett) fonalféreg-baktérium
kombinécidval 6nalldan tortént a fertézés (ekkor 1000 1J/petricsésze)

H.d./P.t.t. H.d./P.t.c. H.m./P.t.t. H.m./P.t.c.
H.d./P.t.t. 48 714 7228 6772 7 642
H.d./P.t.c. 29 825 130 255 18 717 55 688
H.m./P.t.t. 33762 28 520 83 683 10 576
H.m./P.t.c. 11493 12 277 10 576 111 846

10-10 tesztallat/petricsésze, n=>5
H.d. — Heterorhabditis downesi; H.m. — H. megidis; P.t.t. — Photorhabdus
temperata subsp. temperata; P.t.c. — P. temperata subsp. cinerea

A kevert fertézések soran a rovartetemeket 7 nap utan
szétvalogattam szin szerint, azaz annak megfelelden, hogy melyik
baktérium tudott felszaporodni benniik (9. kép). Meghataroztam a kifuto
fonalférgek szamat, és morfometriai mérések (bizonytalan esetekben
PCR-RFLP analizis) alapjan a fajat is (5.13. ébra, 5. 14. dbra).
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5.13. abra: A Heterorhabditis megidis és a H. downesi ITS1-ITS2

crer

restrikcios endonukledzzal végezve, MetaPhor agaroz gélen futtatva. Az
1. oszlop: molekulaméret marker 100 bp Ladder plus (Fermentas); 2.-3.
oszlop: H. downesi; 4.-6. oszlop: H. megidis
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H. megidis és H. downesi infektiv lrvainak testhossza
(n=75)
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5.14. abra: A Heterorhabditis megidis és a H. downesi infektiv larvainak
testhossza.

Az 1. bedllitas (H. downesi/P. t. cinerea és H. megidis/P. t.
temperata) eredménye Galleria tesztallaton az 5.15. abran lathato.
Meglepd modon az eredeti kombindciokon kiviil egy ) kombinaciot is
kaptunk: a sarga szinli rovartetemekbdl nemcsak H. megidis-t, hanem
annal joval tobb H. downesi-t is azonositottunk. Ezzel szemben H.
megidis nem kertlt eld a sziirke tetemekbdl. Ez arra utal, hogy egy
rovartetembe bejuthatott mindkét tipusu fonalféreg, de a H. downesi a H.
megidis-b0l  kiszabaduld6 és a  rovartetemben  felszaporodo
baktériumtomeget hasznositva képes volt szaporodni, és meggatolni a
masik fonalféregfa; szaporodasat. A kifuto H. downesi-val végzett
ellenérzd fertdzésekkel igazoltuk, hogy a fonalférgek magukkal vittek a
P. t. temperata sejtjeit, azaz lecserélték a sikeresebb baktériumra sajat
szimbionta partneriiket.
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5.15. abra: A H. downesi/P. t. cinerea €s H. megidis/P. t. temperata
elegyével fert6zott Galleria mellonella larvakbol kifutdé infektiv
fonalféreglarvdk szdma. A sziirke oszlop jelzi a P. t cinerea Aéltal
sziirkére, a sarga pedig a P. t temperata altal sargara szinezett
rovartetemekbdl kifutd fonalférgek mennyiségét.
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5.16. abra: A H. downesi/P. t. cinerea és H. megidis/P. t. temperata
elegyével fertdzott Temebrio molitor larvakbol kifuté infektiv
fonalféreglarvdk szdma. A sziirke oszlop jelzi a P. t cinerea éltal
sziirkére, a sarga pedig a P. t temperata A&ltal sargara szinezett
rovartetemekbdl kifutd fonalférgek mennyiségét.
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Tenebrio molitor larvdkon tesztelve ez a jelenség nem volt
megfigyelhetd: az eredeti kombinicioknak megfeleld fonalféreg-
baktérium komplexeket kaptunk a szin szerint szétvalogatott larvakbol (5.
16. abra).

A 1I. beallitds (H. downesi/P. t. temperata és H. megidis/P. t.
cinerea) esetében is felmeriilt az elobb leirt jelenség. Galleria tesztallat
esetén a sarga szinli elpusztult rovartetemekbdl csak H. downesi tipust
fonalférget izolaltunk, de a sziirke tetemekben megjelent a H. megidis
mellett (anndl kicsit tobb) a H. downesi is (5.17. abra).
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5.17. abra: A H. downesi/P. t. temperata és H. megidis/P. t. cinerea
elegyével fertdzott Galleria mellonella larvakbol kifutd infektiv
fonalféreglarvak szama. A sziirke oszlop jelzi a P. t. cinerea Aaltal
sziirkére, a sarga pedig a P. t temperata altal sargara szinezett
rovartetemekbdl kifutd fonalférgek mennyiségét.

Kicsit mas a kép Tenebrio tesztallat esetén. Itt a sziirke tetemekben
talaltuk meg kizardlag az eredeti H.megidis/P.t. cinerea kombinéacionak
megfeleld H. megidis-t, a sarga tetemekbdl az eredeti kombinaciot
képviselé H. downmesi-hoz képest kétszer annyi ujra kombinalddott H.
megidis futott ki, azaz itt a H. megidis ,cserélte le” bakterialis
szimbiontdjat (5.18. abra).

60



20000 -~

18000 -+

16000 +

14000 ~

12000 +

10000 -+

8000 -

infektiv larvak szama {db)

6000

4000

2000 +

H.d./P.t.c. H.d./P.t.t. H.m./P.t.c. H.m./P.t.t.

5.18. abra: A H. downesi/P. t. temperata és H. megidis/P. t. cinerea
elegyével fertdzott Temebrio molitor larvakbol kifuté infektiv
fonalféreglarvak szama. A sziitke oszlop jelzi a P. t cinerea altal
szirkére, a sarga pedig a P. t temperata altal sargara szinezett
rovartetemekbdl kifutd fonalférgek mennyiségét.

Azonos  fonalféreg  kiilonb6z6  baktériumokkal — képzett
komplexeinek kevert fertdzése (III. beallitds) estén a sarga és sziirke
tetemek ardnyat mutatja az 5. 19. abra.

Az elpusztult tetemek mind Galleria, mind Tenebrio tesztéallat
esetén nagyobb részben sargdk voltak, tehat a P. . temperata baktérium
szaporodott fel sikeresebben.
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5.19. abra: A H. megidis/P. t. temperata és H. megidis/P. t. cinerea
elegyével fert6zott Galleria mellonella ill. Tenebrio molitor larvak kozil
a P. t. temperata éltal sargara (sarga oszlop), valamint a P. ¢. cinerea altal
szlirkére szinezett (sziirke oszlop) rovarlarvak aranya.

Amikor H. downesi fonalféreg ¢és kiilonbozé baktériumok
komplexeinek elegyével tortént a fertdzés (5.20. abra, IV. bedllitas)
Galleria tesztallat esetén hasonld képet kapunk, azaz a sarga baktérium
kb. kétszer annyi rovart volt képes kolonizalni, mint a sziirke, de Tenebrio
tesztallat esetén ez a kiilonbség eltlint: a P. . femperata és a P. t. cinerea
egyforman hatékonynak bizonyult.

Ugyanazon baktériumok kiillonb6zé  fonalféreggel  alkotott
komplexeinek elegyes fertézését (V., ill. VI. bedllitds) mutatja az 5.21.
abra Tenebrio tesztallaton. A diagramon jol latszik, hogy a sarga szinii P.
t. temperata baktérium mellett a H. megidis joval sikeresebb volt, mint a
H. downesi. Ezzel szemben a sziirke P. t. cinerea mellett a H. downesi (ha
nem is akkora kiilonbséggel) volt az, amelyik nagyobb reprodukcios
sikert ért el.
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5.20. abra: A H. downesi/P. t. temperata ¢s H. downesi/P. t. cinerea
elegyével fertdzott Galleria mellonella ill. Tenebrio molitor larvak kozil
a P. t. temperata éltal sargara (sarga oszlop), valamint a P. ¢. cinerea éltal
sziirkére szinezett (sziirke oszlop) rovarlarvak aranya
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5.21. abra: A H. megidis/P. t. temperata — H. downesi/P. t. temperata
(sarga oszlop) valamint a H. megidis/P. t. cinerea — H. downesi/P. t.
cinerea (sziirke oszlop) elegyekkel fertézott Temebrio molitor larvak
aranya a kifutd fonalférgek faji hovatartozasanak fiiggvényében.
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6. Az eredmények megvitatasa

6.1. Magyarorszag Heterorhabditis faundja

Az elsd, rovarpatogén fondlférgekre vonatkozd magyarorszagi
faunisztikai adat tobb mint 20 évvel ezel6tti (Mracek és Jenser, 1988).
Ekkor az ubiquista elterjedésti Steinernema feltiae €s Heterorhabditis
bacteriophora eléfordulasat igazoltak a szerzOk. Egy évtizeddel késdbb
Griffin ¢és mtsai (1999) a H. downesi jelenlétérdl szamoltak be a
Visegradi-hegységben gylijtott mintdk alapjan. A fajt ekkor még mint H.
megidis ’Irish-type’ néven jelolték, a tényleges fajleiras késobbi (Stock és
mtsai, 2002). Az els6é hazai, szisztematikus mintavétel alapjan végzett
faunisztikai vizsgdlat néhany évvel késdbb, Szabolcs-Szatmar-Bereg
megye teriiletére korlatozoédott ugyan, de a korabbrol ismert fajok mellett
egy tovabbi faj, a H. megidis el6forduléasat is igazolta (Lucskai és Toth,
2004). Ennek a munkéanak tovabbi eredménye volt, hogy nem sikeriilt
kiilonbséget taldlni a természetkozeli €ldhelyek (elegyes lomboserddk,
dshonos fafajokkal) valamint a bolygatott teriiletek (t4jidegen fafajokkal
1étesiilt iiltetvényszerli erddk, gyiimdlesosok, stb.) kozott a rovarpatogén
fonalférgek eléfordulasi gyakorisaga alapjan (Foldes és Lakatos, 2004).

A 2005-ben végzett, ¢s a jelen értekezésben ismertetett munka a
korabbiakhoz képest annyiban feltétleniil eldrelépést jelentett, hogy a
mintavétel az orszag egész teriiletére kiterjedt, és a nagyobb mintaszam
miatt az el6fordulasi gyakorisdg pontosabb becslését tette lehetdvé.
Ugyanakkor, a mintdk tilnyomd tobbsége erdds teriiletekrdl szdrmazott,
igy a nyilt ¢éléhelyekre jellemzd fajok gyakorisdgat nyilvan aldbecsiilte.
Ez els6sorban a H. bacteriophora-ra vonatkozik, hiszen ez a faj a korabbi
adatok alapjan elsdsorban gyepek ¢és rétek talajabol keriilt el6 (Hominick,
2002).

A rovarpatogén fonalférgek el6fordulasi gyakorisdga a mintavételi
helyekre vonatkozéan meghaladta a 30%-ot (lasd Fiiggelék). Ezt az
értéket magasnak vagy alacsonynak tekinteni a kiillonb6z6 vizsgalatok
eltér6 modszertana miatt igen nehéz lenne, de Aaltalanossagban
elmondhato, hogy a rendelkezésre allo adatok alapjan a sajat munkdmban
tapasztalt gyakorisdg nem maradt el mas, hasonld vizsgalatok soran
tapasztalt értékektdl (Hominick, 2002). Ezzel szemben egyértelmiien
allithatdo, hogy a Heterorhabditisekre vonatkozoan a vizsgalataim
kiemelkedd gyakorisdgot igazoltak két szempontbol is. Egyrészt, egyetlen
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eurdpai orszagban sem igazoltdk eddig harom Heterorhabditis faj
jelenlétét (Nguyen és Hunt, 2007). Masrészt, a Heterorhabditisek a
rovarpatogén fonalférgek kozott viszonylag ritkdnak szamitanak. A
részletes faunisztikai vizsgalatokkal jellemezhetd teriiletek koziil a
Magyarorszaghoz legkdzelebb esé Csehorszagban a vizsgalt talajmintak
kevesebb mint 2%-aban taldltdk meg valamelyik Heterorhabditis
fonalférget (Mracek €és mtsai, 2005).

A munkam eredményeként felrajzolhatd, Magyarorszagi elterjedési
adatokat tartalmaz¢ térképek egyik konkluzidja, hogy egyik faj sem
jellemezhetd rendkiviil jol koriilhatarolhatd elterjedési teriilettel az
orszaghatdron  belil. Az  Eszaki-kozéphegységbdl  szarmazo
talajmintakbol egyaltalin nem tudtam fondlférgeket izoldlni, igaz
ugyanakkor, hogy ezeken a teriileteken kivétel nélkiil agyagos, nehéz
talajokbol szarmaztak a mintdk (vesd 0ssze Fiiggelék), marpedig az ilyen
tipust talajok nem kedveznek a rovarpatogén fonalférgeknek (Lewis,
2002).

Az értekezésben bemutatott eredmények faunisztikai vonatkozasai
koziil még ki kell emelni a H. downesi gyakorisagat. Ennek a fajnak 83
izolatuma keriilt el az orszag kiilonbozo teriileteirdl (5.3. dbra) és ezzel a
leggyakoribb fajnak bizonyult. Jelenléte Magyarorszagon 1999 6ta ismert
volt (Griffin és mtsai, 1999). Ezen kiviil kizarélag [rorszagbol, Nagy-
Britanniabol és Danidbol vannak el6forduldsi adatai (Nguyen és Hunt,
2007), a faj leirdsdhoz hasznalt tipustorzs is irorszagi. A felsorolt
orszagokban  elsdsorban  vizparti  ¢él6helyeken, igen  gyakran
tengerpartokon taldlhatd meg (Rolston és mtsai, 2005). Dominansan
¢észak-europai elterjedése ¢€s hiivosebb mikroklimaji helyeken valo
el6forduldsa miatt hidegkedveld, ill. hidegtolerans fajnak tekintik
(Nguyen és Hunt, 2007). Magyarorszagon nedvesebb mikroklimahoz, ill.
vizpartokhoz kotott eléfordulasat nem lehetett igazolni. Gyakorisaga (és
egyaltalan: jelenléte) Magyarorszagon nehezen magyarazhaté az
elterjedési teriiletére vonatkozo jelenlegi adatokkal. Véleményem szerint
az europai orszadgok teriiletére vonatkozo részletesebb faunisztikai
felmérések jelentdsen atrajzolndk az erre a fajra vonatkozo képet.
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6.2. A rovarpatogén fonalférgek szimbionta baktériumai

A faunisztikai jellegli rovarpatogén fonalféreg izolacios vizsgalatok egyik
leglatvanyosabb eleme a fertdzott rovarlarvak rendkiviil valtozatos, a
fonalférgek szimbionta baktériumainak pigmenttermelése miatt kialakulo
szine volt. Ugyanakkor, a fonalférgek faji szintli identifikdldsa nem
igazolta vissza ezt a sokféleséget, hiszen a mintak tilnyomo tobbségébdl
két fonalféregftaj, a Heterorhabditis megidis, ill. a H. downesi keriilt elo.
Ez a megfigyelés egyértelmiien arra utalt, hogy egy-egy fonalféreg tobb
kiilonféle szimbionta baktériummal élhet egyiitt egy adott teriileten.
Hasonl6 jelenségre utald adatot a szakirodalomban nem lehetett talalni.
Ennek oka két tényre vezethetd vissza. Egyrészt, Heterorhabditis fajok
viszonylag kis gyakorisaggal keriiltek elé a kiilonféle faunisztikai
vizsgalatok soran (lasd pl. Mracek és mtsai, 2005). Méasrészt, sokaig alig
volt példa olyan munkakra, ahol egy-egy teriilet fonalféreg faunajanak
felmérésekor kovetkezetesen meghatdroztdk volna a szimbionta
baktériumokat is. Ilyeneket csak a legutobbi években taldlhatunk
(Emelianoff és mtsai 2008, Stock és mtsai, 2008).

A bakterialis szimbionta valtozatossaganak dkologiai és esetlegesen
a bioldgiai novényvédelmi gyakorlat szamara is nagy jelentdségének
felmérését célzd vizsgalataim soran kézenfekvd volt, hogy a munka sordn
valamilyen konnyen kezelhetd csoportositds alapjan vizsgaljam a
kiilonféle baktérium izoldtumokat. A telep szine alapjan torténd
csoportositds azonban mar a fiziologiai paraméterek segitségével
kialakitott csoportokkal sem volt teljes 6sszhangban.

A baktériumok taxondmidja ugyan egyre inkdbb a molekularis
bioldgiai adatokra épiil, de a kiilonféle fizioldgiai tulajdonsagokat még
mindig olyan, a baktérium adaptacios képességét meghatarozo bélyegként
kezelhetjiik, amelynek taxondmiai jelentOsége is van. Ennek ellenére a
fiziologiai reakciok alapjan kialakitott csoportok sem feleltek meg a
taxonomiai besoroldsnak (5.5. abra). Igaz ugyanakkor, hogy az elemzés
soran nem sulyoztam az egyes paramétereket, azaz, a Photorhabdus
génusz fajainak elkiilonitésében is jelentds szerepet jatszo reakciok (pl.
indolprodukcio, triptofdn-deaminaz aktivitas, Fischer-Le Saux és mtsai,
1999) ugyanolyan sullyal szerepeltek az izolatumok hasonlosdganak
becslésénél, mint egyes, a Photorhabdus baktériumok esetén koradbban
nem vizsgalt, igy ismeretlen jelentdségli vegyiilet, pl. a gentiobidz
hasznositdsanak képessége. Teljesen nyilvanvalé, hogy az adataim
tovabbi feldolgozasdnak egyik redlis irdnya lehet ennek figyelembe
vétele.

A baktériumokkal végzett munkdmnak hangsulyos eleme volt az
antibakteridlis hatdanyag termeld aktivitas, ill. a citotoxicitas vizsgélata.
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Ez a két tulajdonsag feltételezések szerint jelentds a fonalféreg-baktérium
komplex sikeressége szempontjabol, hiszen a baktérium toxintermelése
révén elpusztitja a megfertdzott rovarlavat, mig antibiotikumtermelése
révén axenikus kornyezetet biztosit a rovartetemen beliil. Ezen
tulmenden, az antibakteridlis hatdanyagok, ill. az entomotoxinok
hasznositdsara a fonalférgektdl fiiggetlentil is lehetdség ¢és igény
mutatkozik.

Az antibakteridlis hatds teszteléséhez hasznalt két baktériummal
(Staphylococcus aureus, ill. Bacillus subtilis) szembeni aktivitas
jelentésen eltéré volt. Mig a Staphylococcus aureus baktériummal
szemben a legtobb izolatum fermentleve hatékonyabb volt, mint 100 ppm
streptomycin, addig Bacillus subtilis tesztbaktériummal szemben
minddssze egy izolatumra volt jellemzé ez, a Nyiracsad kornyékérdl
izolalt P. [Iluminescens subsp. kayaii 3209 jelzésii torzsére.
Altaldnossagban elmondhaté, hogy sem a morfologiai alapon képzett
csoportok, sem a taxonomiai csoportok nem voltak homogének ebbdl a
szempontbol, a csoportokon beliili variabilitas az egyes izolatumok kozott
nagyobb volt, mint a csoportok kozotti. Talan a leginkabb egyértelmii a P.
temperata subsp. cinerea (sziirke) izolatumcsoport gyenge antibakterialis
hatéanyagtermelése volt.

A rovarpatogén baktériumok lényeges tulajdonsdga a rovarokkal
szembeni toxintermeld képesség, azaz a rovarok minél hatékonyabb
elpusztitdsanak képessége. A baktériumok ezen tulajdonsaganak
teszteléséhez elterjedten hasznaljak a baktériumsejtek rovarokba torténd
injektalasanak modszerét (ffrench-Constant és mtsai, 2007). Ez a mdodszer
azonban rendkiviil munka- és tesztallatigényes, kiilondsen nagy
mintasorozatok esetén. Eppen ezért igyekeztem egyszerlibb és
koltségtakarékosabb modszert valasztani a toxintermeld képesség
mérésé¢hez. A rovarsejtvonalakon torténd toxicitasmérésnek az adott
baktériumok esetén két korlatja van. Egyrészt, a vizsgalataim
szempontjabol (figyelembe véve, hogy a munkamnak keretet biztosito
projektek egyik legfontosabb célja a Melolontha melolontha ellen
hatékony fonalféreg-baktérium komplexek kivalasztidsa) elonyds lett
volna, ha Coleoptera sejtvonallal tudok dolgozni, ami viszont nem allt
rendelkezésre. Masrészt, a Photorhabdus baktériumok altal termelt
toxinok tilnyomdé része elsdsorban a rovar bélhamsejtjeit, ill.
hemolimfajanak sejtjeit tdmadjak meg, a tobbi tipusu sejtre csak
mérsékelten toxikusak. Kivételt jelent a Txp40 toxin, hiszen az jol
mérhetden aktiv az én vizsgéalataimnal alkalmazott Sf9 (Lepidoptera) és
S2 (Diptera) sejtekre is (Brown és mtsai, 2006). Osszességében az Sf9
(Lepidoptera) sejtek érzékenyebbnek bizonyultak, de sem a morfologiai
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csoportok, sem a taxondmiai hovatartozds alapjan kialakitott csoportok
nem voltak homogének ezen tulajdonsag tekintetében sem.

A gyrB gén RFLP analizise egyértelmiivé tette, hogy a véalasztott
morfoldgiai bélyeg (a telep szine) nem jellemzi jol a baktériumok
taxonomiai csoportjait. A sarga, narancs €s vords izolatumok azonosnak
bizonyultak, mig a fehér izolatumokat ezzel éppen ellentétesen, két
csoportra lehetett bontani. A gyrB gén csaknem teljes DNS
szekvencidjanak elemzése segitségével az 1) izolatumcsoportok zome
egyértelmiien beazonosithatd volt, kivéve a fiziologiai paraméterek
alapjan is jol elkiilonithetd sziirke szinli izolatumokat. A 16S rDNS
szekvencia alapjan azonban két faji szinten nem azonositott izolatum, egy
hollandiai H. megidis torzsbol szarmazo JUN jelzéstu (az Amphimallon
solstitialis angol elnevezésébdl, a June beetle-bdl szarmazik a jeldlés,
Gerritsen ¢és mtsai, 1998), és a Griffin és mtsai (1999) altal
Magyarorszagrol izolalt, HIT jelti (a Hungarian Irish Type roviditésébol
szdrmazd jelolés, utalva a szimbionta partnerre, a késébb H. downesi
néven leirt, de a cikk megjelenésekor még H. megidis ’lrish type’
elnevezéssel illetett fonalféregre) azonosnak bizonyult az altalam sziirke
néven jeldlt csoporttal. A HIT és JUN izoldtumok alapjan mar Marokhézi
¢s mtsai (2003) is egy 0nallo taxon kialakitdsanak lehetdségére utaltak,
amikor 35 Photorhabdus izolatum filogenetikai kapcsolatait irtdk le 10
gén szekvencidjanak elemzése alapjan. Ebbe a taxonba sorolhat6 izolatum
azonban a sajat vizsgalataimbodl szdrmazdkon kiviil a mai napig nem
keriilt eld (ez egyuttal azt is jelenti, hogy a JUN izoldtum az egyetlen, ami
a taxon Magyarorszagon kiviili el6forduldséara utal), igy az alfaj leirasara
korabban nem volt lehetdség. A csoport alfaji szintli, 6nallé taxonként
valo leirasat (Toth és Lakatos, 2008) azdta két elemzés is megerdsitette
(Tailliez és mtsai, 2010; An és Grewal, 2010).

A Steinernema génuszba tartozd rovarpatogén fonalférgek és a
Xenorhabdus nemzetségbe tartoz6 szimbionta baktériumaik parhuzamos
evolucids fejlodését szamos tény tdmasztja ala (Adams €és mtsai, 2006). A
Xenorhabdus génusz fajszama ugyan nem ¢éri el a Steinernemakét,
azonban egy fonalféreg faj mindig egy konkrét baktériumfajjal alkot
szimbiotikus kapcsolatot gy, hogy esetenként tobb kozeli rokon
fonalféreg kozos szimbiontaval rendelkezik (Tailliez és mtsai, 2006). A
Heterorhabdits-Photorhabdus kapcsolatra az eddigi ismeretek szerint
nem jellemzd a koevolucios fejlédés. Bar a Heterorhabditis génusz joval
fajszegényebb, mint a Steinernema, de a Photorhabdusok k6zé mindossze
harom faj 9 alfaja (beleértve a P. temperata subsp. cinerea-t is) tartozik,
¢s ezek koziil 6t (a Photorhabdus luminescens alfajai) kizardlag a H.
bacteriophora-val 1étesit szimbiotikus kapcsolatot (Adams és mitsai,
2006). Tovabba, a P. asymbiotica fajt Gerrard és mtsai (2006)
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kozleményéig nem tudtdk szimbionta fonalféreghez kapcsolni. Azaz, a
fennmarad6 13 Heterorhabidits faj mindegyikének a P. temperata két
alfaja lenne a szimbiontdja. Nyilvanvald, hogy részletesebb faunisztikai
elemzések eredményeként, tobb Heterorhabditis torzsbdl eldkeriild
nagyobb szaml Photorhabdus izoldtum vizsgéalataval a Photorhabdus
génusz ma még kialakulatlannak tind rendszerét is pontosabba lehetne
tenni. Tailliez és mtsai (2010) megjelenés elott allo kozleményiikben erre
tesznek kisérletet, de nem tobb izoldtum vizsgélataval, hanem a mar
torzsgytjteményben megtaldlhatd izolatumok részletesebb, tobb gén
szekvencidjanak meghatarozasara kiterjedd elemzésével. Munkéjuk
eredményeként négy tovabbi alfaji szintli taxon bevezetésére tesznek
javaslatot.

Sajat munkam tapasztalatai szerint a Magyarorszagrol szdrmazo
mindharom Heterorhabditis faj legalabb kétféle bakteridlis szimbiontaval
fordult eld, s igazolhatd volt, hogy kiillonb6z6 bakteridlis szimbiontdji
fonalférgek egy adott ¢lohelyen egyiitt is eldfordulhatnak. Ez egyrészt
ellentmond annak, hogy egy adott fonalféregfaj egy bakteridlis
szimbiontaval ¢l egyiitt, ill. ha tobb kiilonb6z6 szimbiontdja van, akkor
azok foldrajzilag izolaltak (Adams és mtsai, 2006). Mésrészt, a tobbféle
szimbionta valamilyen adaptécios elonyt feltételez. Hogy létezik-e, és ha
igen, akkor milyen eldnye szarmazik a fonalféregnek abbodl, hogy
kiilonbozd bakteridlis szimbiontak koziil ,,valaszthat”, azt kizardlag a
baktériumok vizsgalatdval nem lehet tisztdzni. Annal is ink4abb, mert pl. a
gyenge antibiotikum-termeld képességii és mérsékelt citotoxicitdsu P.
temperata subsp. cinerea kifejezetten gyakorinak bizonyult, annak
ellenére, hogy e két tulajdonsag a feltételezések szerint nem elényos a
fonalféreg-baktérium komplex szdmara. Az esetleges adaptacios elonyre
vonatkozé kérdés megvalaszolasdhoz igyekeztem kozelebb keriilni a
kompeticios vizsgalatokkal.

6.3. A kompeticios kisérletek

A rovarpatogén fonalférgekkel foglalkozd  oOkologiai  és
viselkedésokologiai vizsgdlatok zome a Steinernema génusz fajaira
korlatozodik (Lewis, 2002). Ennek egyik nyilvanvalé oka a Steinernema
génusz fajgazdagsaga, ill. a Steinernema fajok relativ gyakorisaga.
Ugyanakkor, tobb Heterorhabditis faj is kaphatd kereskedelmi
forgalomban, igy az ezekre a fajokra vonatkozd ismereteknek nem csak
elméleti, hanem a gyakorlati alkalmazast segitd, ill. annak esetleges
kockazatait leird szerepiik is lenne.
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Az értekezésben bemutatott vizsgalatok eredményeit harom
szempontbdl érdemes értékelni: (i) a bakteridlis szimbiontacsere, (ii) a
kiilonb6zd fonalféreg-baktérium komplexek hatékonysaga az eltérd
rovarokkal szemben, (iii)) a szigori értelemben vett inter- és
intraspecifikus kompeticids helyzetek megitélése.

A Heterorhabditis-Photorhabdus kapcsolatot valamennyi, a
témaval foglalkozd Osszefoglald munka izoldtum szinten rogzitettnek
tekinti (Griffin és mtsai, 2005; Adams ¢s mtsai 2006; Clarke, 2008).
Ugyanakkor kizardlag Gerritsen és mtsai (1998) dokumentaltak erre
vonatkozd adatokat. Ez utdobbi kozleményben aposzimbiotikus
(szimbionta baktériumot nem hordozo6) fonalférgeket allitottak eld, és
ezeket injektaltdk kiilonb6z6 baktériumokkal mesterségesen fertdzott
rovarlarvakba. A vizsgalatokhoz H. bacteriophora ¢és H. megidis
kiilonb6zd helyrdl szarmazd izolatumait és azok szimbionta baktériumait
hasznaltdk. Eredményeik szerint mas fonalféregizoldtum bakteridlis
szimbiontdjdnak jelenlétében a fonalférgek reprodukcids sikere kisebb
volt, mint a sajat szimbionta jelenlétében. Sajat vizsgdlataimmal
egyértelmiien igazoltam, hogy két Heterorhabditis faj, a H. downesi és a
H. megidis azonos €l6helyen két bakterialis szimbiontaval is el6fordulhat,
ugy, hogy a masik fonalféregfaj ugyanugy két szimbiontaval van jelen.
Az ezekkel végzett kevert fertdzések soran kétséget kizarolag igazolhatod
volt, hogy mindkét fonalféregfaj kifutott olyan rovartetembdl is, amelyet
nem a sajat eredeti szimbiontdja kolonizalt, s6t, a baktériumot az infektiv
larvéak tovabbvittek és képesek voltak 1j tesztallatot fertdzni veliik. Ez azt
jelenti, hogy az adott fonalférgek funkciondlisan két szimbiontat
hasznaltak, és azt képesek voltak a koriilményeknek megfeleléen
lecserélni. Az altalam alkalmazott kisérleti szituacidhoz hasonlo, kevert
fertdzést eredményezd helyzet természetes koriilmények kozott is
el6fordulhat.

Eredményeim Heterorhabditis megidis és H. downesi fajok esetén
egyértelmiien cafoljadk azt, hogy egy fonalféreghez kizarolag egy
bakteridlis szimbionta tartozhat. Tovabba, a faunisztikai adatok alapjan
feltételezhetd, hogy H. bacteriophora esetén 1is hasonld jelenség
figyelhet6 meg, hiszen Bugacrol, az erdészeti csemetekertbdl a fajt két
kiilonb6z6 baktériummal (P. [uminescens subsp. laumondii, ill. P.
luminescens subsp. kayaii) izolaltam, miként Nyiracsad és Nyirlugos
kozotti erdds teriileteken egymastol néhany szdz méterre megtalaltam P.
luminescens subsp. kayaii ¢és P. Iluminescens subsp. thracensis
baktériummal.

A kompeticios célu vizsgalatok egyik leglatvanyosabb eredményét
egy adott fonalféreg-baktérium kombinacioval végzett, ,homogén”
kisérleti beallitdsok adtdk. Ez alapjan egyértelmti volt, hogy mindkét
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fonalféregfaj nagyobb reprodukcids sikert ért el P. temperata subsp.
temperata baktériummal Galleria mellonella (Lepidoptera) larvakban,
mig P. temperata subsp. cinerea baktériummal Tenebrio molitor
(Coleoptera) larvakban. A jelenség magyardzatat feltételezésem szerint a
kétféle baktérium altalam is dokumentalt eltérd szénforras-hasznositasi
profilja, és a kétféle rovarlarva vélhetden eltérd tdpanyag-Osszetétele
adhatja. Amennyiben ez a feltételezés igaz, gy ez magyarazatot adhat a
P. temperata subsp. cinerea relativ gyakorisagara, annal is inkabb, mert
az adott teriileten a fonalférgek szdmara potencialisan rendelkezésre 4llo
gazdaszervezetek koziil a leggyakoribb nem madas, mint a Melolontha
melolontha pajorja, amely gyakorisdga a mintavételek helyszinét is ado
erdérészekben elérheti a 100 egyed/m” értéket is, Janik G. (ERTI) szobeli
kozlése szerint. A masik tomeges gazdaszervezet az Agrotis sp.
(Lepidoptera) lehet, amely elsdsorban az 0j erddsitések talajdban gyakori.
Azaz, a P. temperata subsp. cinerea a Coleoptera larvak tipanyagainak
hasznositdsdhoz adaptalédhatott. A rovarlarvdk tapanyag-Osszetétele és a
fonalférgek szaporodasi sikere kozotti 0sszefiiggést Shapiro-Ilan és mtsai
(2008) vizsgaltak. Ok eltéré fehérje és lipidtartalmi taplalékon nevelt
Tenebrio molitor larvakba fertdzott Steinernema feltiae és H.
bacteriophora fonalférgeknél eltérd reprodukcios ratat tapasztaltak.

A két fonalféregfaj koziil a H. downesi esetében tlint a szimbionta
baktérium tdpanyag-hasznositasi képességétél valo fiiggés nagyobbnak
(vesd Ossze 5.15. és 5.16. tablazattal), igy nem meglepd, hogy a két
fonalféregfajjal végzett kompeticios kisérlet egyik legfeltiinébb
eredményét azon kisérleti beallitdsok Osszevetése adja, amikor Tenebrio
molitor larvaiba mindkét fonalféregfajt azonos baktériummal kombinalva
fertdztem be, és a P. temperata subsp. temperata mellett a H. megidis
egyértelmiien sikeresebb volt, mig (a feltételezésem szerint Coleoptera
larvakhoz adaptalddott) P. temperata subsp. cinerea jelenlétében a két
fonalféregfaj azonos reprodukcios eredményt ért el.

A kisérleteim egyik érdekes eredménye, hogy egy adott
fonalféregfa) kiillonb6z0 bakterialis szimbiontdji elegyével végzett
fertdzés kimenete intraspecifikus kompeticidra utal, hiszen az elegyben
végzett fertdzést kovetden mindkét fonalféregfaj reprodukcids rataja
jelentdsen kisebb volt, mintha csak az egyik tipusu izoldtummal végeztem
volna a fert6zést. Fonalférgeknél intraspcifikus kompeticio eléfordulasat
eddig Steinernema carpocapsae esetén igazoltak Vigneux és mtsai
(2008), akik tobbgeneracios laboratoériumi tenyésztési kisérletekkel
kimutattdk, hogy olyan fonalféregvonalak kozott, amelyeket
generaciokon keresztiil kiilonféle rovarlarvakba fertdztek be jelentds volt
a fonalféregvonalak kozotti kompeticio, és ezzel parhuzamosan, a
fonalférgek bakterialis szimbionta partnerei olyan bakteriocineket kezdtek
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termelni, amelyek egymassal szemben is aktivak voltak. Ett6] eltérden, ha
a fonalférgeket generaciokon keresztiil egy adott tesztallatba fertdzték be,
akkor az igy kialakitott vonalak kozott intrapsecifikus kompeticiot alig
tapasztaltak, és a szimbionta baktériumok sem termeltek egymadssal
szemben aktiv bakteriocineket. Ezzel a kisérleti eredménnyel az eltérd
fajok ¢és a kiilonbozd kisérleti rendszer miatt nyilvan nem lehet
kozvetleniil magyarazni a sajat megfigyeléseimet, ugyanakkor
feltételezhetd, hogy a P. temperata két alfaja kozotti, az antibakterialis
aktivitas tekintetében megnyilvanuld kiilonbség szerepet jatszhat a sajat
kisérleteim kimenetelében is. Tovabba, én kozvetleniil szabadfoldrol
izolalt fonalféregvonalakkal dolgoztam, amelyekrdl aligha feltételezheto,
hogy kizarolag egy gazdaszervezettel talalkoztak.

6.4. Az értekezésben bemutatott eredmények gyakorlati
hasznositasanak lehetoségei

A jelen értekezésben bemutatott vizsgalatokat kivétel nélkiil alkalmazott
kutatdsi programok részeként végeztem. Ezek alapvetden hirom téma
koré rendezddnek: a cserebogar pajorok elleni védekezési technologia
kidolgozasa, a bakteridlis anyagcseretermékek hasznositasa, ill. a
fonalféreg torzsgylijteményi tételek vizsgalata kiilonb6zd kartevokkel
szembeni biologiai novényvédelmi eljaras kifejlesztése céljabol.

A cserebogar larvainak kartételét, annak gazdasagi vonatkozasait az
értekezés tobb pontjan emlitettem. A probléma rovarpatogén fonalférgek
segitségével torténd megoldasdhoz hatékony izoldtumokat sikeriilt
taldlnunk (Lakatos ¢és Toth, 2006). A fonalférgek eldallitasi
technologiajanak kidolgozasa (Sisak ¢és mtsai, 2008), ill. megfeleld
alkalmazastechnologia kifejlesztése (Somogyi és mtsai, 2008) megtortént.
Az eredmények hasznositasanak jelenleg pénziigyi akadalyai vannak.

A rovarpatogén baktériumok antibakteridlis anyagcseretermékeinek
egyik lehetséges hasznositdsi irdnya az almatermésli gyiimdlcsfajok
Erwinia  amylovora baktérium 4ltal okozott megbetegedésével
kapcsolatos. A probléma hatékony, a humdangyogydszatban nem
alkalmazott antibakteridlis hatdsti hatéanyagok nélkiil nehézkes. Az
értekezésben bemutatott baktérium-torzsgyilijtemény egyes tételeinek
nyers fermentlevével végzett laboratériumi és iiveghazi kisérletek
eredményei biztatdoak (Kormany, 2007).

Az Uijfehértoi Gyiimolestermesztési Kutatdo és Szaktanacsadd
Nonprofit Koézhasznu  Kft. laboratériumaiban  fenntartott, hazai
rovarpatogén fonalféreg torzsgylijtemény az elmult években a kornyezd
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orszagokbol szarmazo6 izolatumokkal is boviilt (Laznik és mtsai, 2009).
Ezen 1), és a tOrzsgyljteményben korabbrol meglévd izolatumok
hatékonysagat szdmos mezdgazdasagi rovarkartevod ellen vizsgaltuk, mint
pl. a raktari kartevOként ismert Sitophilus oryzae (Laznik és mtsai,
2010a), a gabonafélék levelét karositd Oulema melanopus (Laznik és
mtsai, 2010b), valamint a burgonya legjelentésebb rovarkartevdjének
tekinthetd Leptinotarsa decemlineata (Laznik és mtsai, 2010c).
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7. Osszefoglalas

7.1. Bevezetes, célkitiizések

A Steinernematidae és a Heterorhabditidae csaladba tartozo fonalférgek a
Nematoda torzs fajokban viszonylag szegény csoportjat alkotjak. A két
csaladba Gsszesen harom nemzetséget (Steinernema, Neosteinernema ill.
Heterorhabditis) sorolnak (Hunt, 2007), amelyek k6zos jellemzdje, hogy
az idetartozd fajok a rovarok letdlis patogénjei. Valamennyi faj egyedei
szoros szimbiotikus kapcsolatban élnek Xenorhabdus ill. Photorhabdus
baktériumokkal. A baktériumok toxintermelésiik révén szerepet jatszanak
a fertdzott rovarlarvak elpusztitidsaban, antibiotikum termelésiik
megakadalyozza, hogy a rovartetemet mas mikroorganizmusok is
megfertdzzék, a rovar testanyagain felszaporodva pedig taplalékul
szolgadlnak a fonalférgek szdmara. A fert6zott rovarbol kijutd infektiv
fonalféreglarvdk a szimbionta baktériumot tovabbviszik ujabb rovar
gazdaszervezetet keresve. A Xenorhabdus és Photorhabdus baktériumok
kizardlag a fert6zott rovarokban, ill. a fonalférgek infektiv larvaiban
talalhatok meg, a talajban szabadon nem fordulnak el6 (Boemare, 2002).

Az elmult két évtizedben a rovarpatogén fonalférgekkel ¢és
szimbionta baktériumaikkal foglalkozé kutatdsi projektek szdma
jelentdsen emelkedett, ezzel egyidejlileg a leirt fajok szdma is jelentésen
nétt. Ezt az érdeklddést egyértelmiien motivaltdk ezen fonalférgek
biologiai novényvédelmi céli alkalmazéasanak lehetdségei. Ma vilagszerte
csaknem 20 cég gyart kereskedelmi léptékben rovarpatogén fonalféreg
tartalmu terméket.

A rovarpatogén fonalférgeket haszndld biologiai novényvédelmi
modszerek  fejlesztéséhez  sziikkséges hazai tudomanyos alapok
megteremtését céloztadk azok a 2002-t51 induld, az Ujfehértoi
Gytlimolcstermesztési Kutatd és Szaktanacsado Kht. altal kezdeményezett
kutatasi projektek, amelyek {6 célkitlizései: (i) a hazai rovarpatogén
fonalféreg fauna minél részletesebb megismerése, (ii) alkalmazott kutatasi
feladatokhoz alapot biztositod torzsgyljtemény kialakitasa, (iii) gyakorlati
felhasznélasra alkalmas fonalféregtorzsek kivalasztasa, (iv) in vitro
tomegtenyésztési technikak kifejlesztése és kultara specifikus alkalmazasi
technikék kidolgozasa. Ezen kutatdsi projektek biztositottak szakmai és
pénziigyi keretet a jelen értekezésben ismertetett vizsgalatokhoz is.
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Az értekezés célkitiizései az alabbiakban foglalhatok Ossze:

1. A Heterorhabditis rovarpatogén fonalféreg fajok magyarorszagi
eléfordulasi gyakorisdganak leirdsa a rendelkezésre allo torzsgylijteményi
tételek alapjan.

2. A Magyarorszagrol begyljtott Heterorhabditis  fonalférgek
Photorhabdus bakteridlis szimbiontdinak jellemzése, az eléfordulod
taxonok gyakorisaganak meghatarozasa.

3. Azonos mintavételi helyrél begylijtott Heterorhabditis megidis és H.
downesi fonalférgek bakterialis szimbionta altal befolyasolt kompeticios
viszonyainak leirdsa laboratoriumi kisérletek segitségével.

7.2. Modszerek

A munkéamat olyan projekt keretei kozott végeztem, amelynek elsddleges
célja a cserebogar pajorjaival szemben hatékony védekezési eljaras
kidolgozasa volt, igy elsdsorban a cserebogarak természetes ¢l6helyeirdl,
az elegyes lomboserdokbdl, erddszegélyekbdl gytjtottiink mintdkat. A
mintavételek sordn egy-egy mintavételi pontrol 5-5 talajmintat
gyljtottiink be. A mintakbol az EPN torzsek izolalasat tesztallat-csapda
modszerrel végeztiik, azaz a talajba a fonalféreg fertdzésre fogékony, a
laboratoriumban kénnyen tenyészthetd nagy viaszmoly (Galleria
mellonella), ill. lisztbogar (Tenebrio molitor) larvait helyeztik. Az
elpusztuld larvakbol a fonalférgeket vizes csapdara helyezve futtattuk ki,
majd a mosott tenyészettel Ujra viaszmoly, ill. lisztbogéar larvakat
fertoztiink. Amennyiben az ismételt fertézés sikeres volt, ugy a torzset
valoban rovarpatogénnek tekintettiik, és a tovabbi vizsgélatokhoz
felhasznaltuk. A begy(ijtott izolatumokat molekularis bioldgiai
moddszerekkel hatdroztam meg. A rovarpatogén fonalférgek molekularis
biologiai taxondmidja elsdésorban a riboszomadlis RNS-t kodold gének
kozé €kelddott, nem kodold Gn. ITS régio vizsgalatan alapul. Jelen munka
soran az ITS régiot PCR-RFLP modszerrel vizsgaltam.

Az EPN szimbionta baktériumokat a fonalférgek infektiv juvenilis
stadiumu egyedeibdl izolaltuk (Gerritsen €s mtsai, 1992). A feliiletileg
sterilizalt (Clorox oldattal mosott) larvakat LB taptalajra helyeztiik, az
elpusztult larvakbol kiszabaduld baktériumokbdl kiilonallo telepeket
ismét LB taptalajon szélesztettiink, ¢s a morfoldgiailag homogénnek tiind
telepeket McConkey ¢és NBTA indikator taptalajra oltottuk at. A 136
Heterorhabditis fonélféregmintabol szarmazd Photorhabdus izolatum
kozil 67-et valasztottunk ki, amelyek a teljes gylijteményt foldrajzi
elterjedés, 1ill. gazdaszervezet szempontjabdl 1is reprezentaljak. A
baktériumokat a telep morfologiai sajatossagai és tapanyag hasznositasuk
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alapjan jellemeztem. A hemolitikus aktivitdst defibrindlt birkavért
tartalmazo taptalajon, a DNS-bonto aktivitast toluidinkék indikatort
tartalmaz6 DNAse agaron vizsgaltam. A fiziologiai paraméterek
vizsgalatdit API 20E (bioMérieux) tesztcsikok, ill. GN2 mikroplatek
(Biolog) segitségével végeztem el.

A rovarpatogén baktériumok molekularis biologiai azonositasa a
16S rDNS vizsgalatan alapul, ugyanakkor ujabb adatok alapjan a giraz
enzim [ alegységét kodoldo gén DNS szekvencidja alapjan a faj alatti
kategoridk elkiilonitése pontosabban elvégezheté (Daugat, 2002; Akhurst
és mtsai, 2004). Eppen ezért az altalunk izolalt, morfologiailag jol
elkiilonithetd Photorhabdus temperata tipusok esetén ez utobbi modszert
hasznaltuk.

2008 augusztusdban Déany 11/C és 2/D (egymastdl néhany széaz
méterre  1évé)  erddtagbol  10-10  talajmintat  gyljtottink. A
laboratoriumban ezekbe 24 o6ran beliill 5-5 Galleria mellonella ill.
Tenebrio molitor larvat helyeztiink. A larvak mortalitdsat 7 nap mulva
ellendriztiik, az elpusztult egyedeket kiilon-kiilon vizes csapdara tettiik. A
kifutdo fonalférgeket szdmoltuk, és valamennyi mintdbdl izolaltuk a
bakterialis szimbiontat. A fonalférgeket PCR-RFLP modszerrel, mig a
baktériumokat morfologiai sajatossagaik alapjan identifikaltuk. A
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 kivalasztott izoldtumokbdl kiilonbozo
elegyeket hoztunk Iétre (zardjelben a fonalférgek egyedszdma db/ml
egységben):

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

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

A kiilonboz6 Osszetételi szuszpenziokbol 1 — 1 ml-rel (amely
minden esetben 1000 db fonalférget tartalmazott) nedvesitettiink 90 mm
atmérdjli  petricsészékbe helyezett sziir6papirkorongokat, amelyekre
Galleria mellonella vagy Tenebrio molitor 1arvakbol 10 — 10 egyedet
helyeztiink. Az 0sszes bedllitast 5 ismétlésben végeztiik el. Az elpusztult
larvakat szétvalogattuk annak megfelelden, hogy melyik baktérium
okozta pusztulasukat. Erre az adott lehetdséget, hogy a kisérletekben
szerepld két baktérium jellemzd szinli pigmentet termel (a P. ¢. temperata
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sargat, mig a P. t. cinerea sziirkét), igy a fertdzott rovarlarvak szine is jol
elkiilonithetd volt. Az elpusztult rovarlarvékat vizes csapdara helyeztiik,
¢s meghataroztuk a kifutd fonalférgek szamat. Amennyiben a
rovarlarvékat két kiilonb6z6 fonélféregfaj elegyével kezeltiik (1., I1., V. és
VI. bedllitas), ugy a kifutd fonalférgeket morfometriai bélyegek alapjan
identifikaltuk, ill. ha ez alapjan a faji hovatartozas kétes volt, gy PCR-
RFLP vizsgélatot végeztiink.

7.3. Eredmények

7.3.1.A magyarorszagi Heterorhabditis fauna felmérése

A mintavételeket kovetden a laboratoriumba beszallitott 1000 db
talaymintdba helyezett 5000 db tesztallatbol (3000 viaszmoly ill. 2000
lisztbogar larva) 465 mintaban Osszesen 981 db allat pusztult el (716
viaszmoly ill. 265 lisztbogar larva). A 981 elpusztult tesztallatbol vizes
csapdan 329 esetben sikeriilt fondlférgeket kifuttatni, ezek kozil 244
bizonyult az ellendrz6 fertézést 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.

7.3.2. A rovarpatogén fonalférgek szimbionta baktériumai

A vizsgalt baktérium izolatumok telepmorfoldgidjuk alapjan elkiilonitett
csoportjainak reprezentdnsait a gyrB és a 16S rDNS szekvencia vizsgalata
alapjan a Photorhabdus luminescens subsp. laumondii, a P. luminescens
subsp. kayaii, a P. luminescens subsp. thracensis és a P. temperata subsp.
temperata alfajokként lehetett azonositani. Ugyanakkor egy, a
telepmorfolégia ¢és fiziologiai paraméterek alapjan jol elkiilonithetd
csoport a DNS szekvencidk vizsgalata segitségével egyetlen addig leirt
taxonnal sem volt azonosithat6. A jellegzetes pigmenttermelése miatt
szlirke telepeket alkotd baktériumot Photorhabdus temperata subsp.
cinerea néven 6nalld taxonként irtuk le. A munka soran a Photorhabdus
nemzetség valamennyi, Eurdpaban el6forduld taxonjanak (két faj
Osszesen Ot alfaja) el6forduldsat sikeriilt igazolni a magyarorszagi
Heterorhabditis fonalféreg izolatumokbol. A részletesen vizsgalt 67
baktériumizolatumbol 8 szarmazott H. bacteriophora-bol, 27 H. downesi-

78



bol, és 32 H. megidis-bol. Mig a H. bacteriophora-hoz 3 kiilonb6z6
bakterialis 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
izolatumszadm 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 fonalféregfajt két kiillonb6z6 bakteridlis szimbiontaval
lehetett megtalalni (P. luminescens subsp. laumondii és kayaii Bugacrol,
mig P. luminescens subsp. thracensis €s kayaii Nyirlugosrol). A H.
megidis és a H. downesi tobb mintavételi ponton egylittesen fordult eld, s
volt két olyan tertilet, ahol mindkét fonalféregfaj mindkét baktériummal
(P. temperata subsp. temperata ill. cinerea) egyiitt fordult eld. Az eddigi
ismeretek szerint egy adott Heferorhabditis faj ugyan tobb kiillonb6zo
bakteridlis szimbiontaval 1is ¢élhet egylitt, azonban a kiilonb6zd
baktériummal egyiitt €16 fonalférgek foldrajzilag izoldltak (Adams és
mtsai, 2006). Sajat vizsgalataink ezzel szemben mindharom,
Magyarorszagon eléforduld Heterorhabditis faj esetén igazoltak, hogy
egy-egy ¢lohelyen egy adott fondlféregfaj kiilonboz6 bakteridlis
szimbiontdval is megtalalhato.

A munka sordn Magyarorszagrol eldkeriilt Photorhabdus taxonok
reprezentansait nyilvanos mikrobiologiai torzsgylijteményekben (DSMZ,
NCAIM) elhelyeztiikk, az azonositast szolgadldé 16S rDNS ¢és gyrB
szekvencidkat pedig a GenBank adatbazisba feltoltottiik

7.3.3. A kompeticios kisérletek

A Dany kornyékérdl begytjtott 20 talajmintabol 17 volt pozitiv
Heterorhabditis fonalférgekre, és 0sszesen 47 tesztallat pusztult el. Ezek
koziil 44 rovarlarvabdl sikeriilt 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 (kifutdé infektiv
larvék/rovarlarva) mindkét fajndl statisztikailag is igazolhatéan nagyobb
volt a P. ¢. cinerea bakterialis szimbionta esetén (75 900 ill. 42 300 H.
downesi-nal, ¢s 93 900 ill. 34 700 H. megidis-nél).
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A laboratoriumi kisérletek eredményei koziil a legfontosabbak a
kovetkezok voltak:
- A vizsgalt H. megidis és H. downesi izolatumok az alkalmazott kisérleti
rendszerben egy fertdzési ciklus alatt ,lecserélhetik” bakteridlis
szimbiontdikat, azaz olyan rovartetembdl is kifuttathatok, amelyben nem
a sajat eredeti szimbiontdjuk szaporodott fel. Galleria mellonella
tesztallatban ez a szimbiontacsere nagyobb valdszinliséggel kovetkezik
be, mint Tenebrio molitor larvaiban.
- Egy adott fondlféreg kiilonboz0 baktériummal alkotott komplexeivel
keverten végzett fertdz€s esetén a P. t. temperata baktérium a rovarlarvak
jelentésen nagyobb részében tud felszaporodni, mint a P. ¢. cinerea, ha H.
megidis a szimbiotikus partner (III. kisérleti beéllitas) fiiggetleniil attol,
hogy milyen tipust a rovarlarva (Lepidoptera vagy Coleoptera). Ez a
megallapitas H. downesi szimbiotikus fonalféreg (IV. beallitas) esetében
csak a Galleria mellonella tesztallatra igaz, a Tenebrio molitor-nél a két
baktérium azonos mértékben sikeres.
- Két kiilonbozé faju fondlféreg egy adott baktériummal alkotott
komplexeivel végzett kevert fertézésnél a H. megidis patogenitasi sikere
(a fertdzott rovarlarvdk hany szazalékabol futnak ki infektiv larvai)
mindkét rovarral szemben jelentésen nagyobb, mint a H. downesi-¢é, ha a
szimbiotikus partner a P. t. temperata (V. bedllitas). Ezzel szemben P. ¢.
cinerea szimbiontaval (VI. bedllitas) csak Galleria mellonella tesztallat
esetén sikeresebb a H. megidis, Tenebrio molitor-nal a helyzet éppen
forditott.

Osszegezve, a laboratoriumi fertézési tesztek soran a H. megidis és
a H. downesi szimbiotikus kapcsolata a Photorhabdus baktériumokkal
nem bizonyult rogzitettnek. A kiilonb6z6 rovarlarvak gazdaszervezetként
val6 hasznositasaban a fonalférgek eltéré kompeticios képességliek, és ezt
a sajatossagukat a bakteridlis szimbionta befolyésolja.
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8. Summary

8.1. 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.
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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 this work were: (i) detailed survey of Hungarian
entomopathogenic nematode fauna; (i1) 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. downmesi and H. megidis
modified by their symbiotic partners.

8.2. 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, 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 (I1J) of nematodes. Identification was carried out
by molecular biological approach, using PCR-RFLP analysis of ITS1-
ITS2 region of the genome. The ITSI-ITS2 DNA sequence of all
described EPN species is known (Nguyen and Hunt, 2007).

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. After 48 hours dye
adsorbing colonies were selected and subcultured every 3 or 4 days on
nutrient agar, and all isolated strains were maintained as cryopreserved
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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).

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 Enterobacteriaceac (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).

20 soil samples 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, [Js/ml):

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

Il. 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)
V1. H. megidis/P. t. cinerea — H. downesi/P. t. cinerea (500 — 500)
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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 IJs). 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
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 (I., II., V. and VI treatments), the emerging nematodes were
identified by morphometrical or PCR-RFLP method.

8.3. Results

8.3.1. The Hungarian Heterorhabditis fauna

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.

8.3.2. Symbiotic bacteria of entomopathogenic nematodes

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
European taxa (two species with five subspecies) of Photorhabdus genus
could be identified from Hungarian Heterorhabditis strains. From the
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detailed studied 67 bacterial isolates 8 were originated from infective
juveniles of H. bacteriophora, 27 from H. downesi and 32 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 Heferorhabditis-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).

8.3.3. Results of competition experiments

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
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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
competition between the two nematode species differed in the pathogenic
process against different insects, and modified by the bacterial symbionts.
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Képek, Fiiggelék
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2. kép: Galleria mellonella 1arvabdl vizes csapdéan kifutd rovarpatogén
fonalférgek tomege
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3. kép: A baktériumizolatumok 6 morfologiai csoportja

A4

4. kép: Photorhabdus izolatum erés hemolitikus aktivitdsa birkavéres
agaron
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5. kép: Photorhabdus izolatum API 20E képe

6. kép: A 3210 izolatum lyuktesztjének eredménye B. subtilis lemezen. A
kioltasi gytirti koncentrikus korei jelzik, hogy az antimikrobialis
hatdéanyag tobbkomponensii. Kontroll: 100 ppm streptomycin
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7. kép: A Photorhabdus temperata subsp. temperata 3179 izolatum
fermentacioja soran kiilonb6z6 iddpontban vett sejtmentes fermentlé
mintdkkal végzett MTT sejt-proliferacios teszt. A — kontroll, B- a
fermentacio 8. 6rdjaban vett minta, C — 16 h, D—24 h, E— 32 h, F—40 h,
G — 48 h, H — kalibracios kezelés

8. kép: Photorhabdus izoldtumok gyrB génjének RFLP mintdzata,
MetaPhor agardz gélen, A/ul hasitassal. A, E, H — sarga izolatumok, B, C,
D, F, I — sziirke izolatumok, G, J — fehér izolatumok, M1, M2 —
molekulaméret marker
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9. kép: Az intakt és a kiillonb6zo baktériumok altal elpusztitott Galleria
mellonella, ill. Tenebrio molitor larva szine. Balrol jobbra: Intakt egyed,
P. t. subsp. temperata altal elpusztult egyed, P. t. subsp. cinerea altal
elpusztult egyed
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