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Kivonat

A vegyszermentes, kornyezettel egyensulyban 1év0, a helyi kornyezet részeként miikodo és
a helyi természeti adottsagokra tekintettel 1évé ndvénytermesztés iranti igény az utdbbi
idében kiemelt jelentdséggel bir. Az 1ujfajta, természetes eredetii és koltséghatékonyan
eldallithatd novényvéddszerek kutatdsa és fejlesztése eldsegiti a kornyezetkiméld védekezési
modszerek elterjedését, 0sztonzi a mezdgazdasag szerepldinek szemléletmod-valtasat.

Doktori munkdm sordn entomopatogén baktériumok (EPB) felhasznalasaval 1étrehozhat6
biopreparatumokat vizsgaltam, melyek sikeresen alkalmazhatoak lehetnek az integralt
ndvényvédelemben bakterialis eredetii ndvénypatogén korokozok ellen.

A kidolgozas kezdeti fazisaban két Magyarorszagon izolalt EPB torzs (Xenorhabdus
budapestensis és X. szentirmaii) potencialjat hasonlitottam 0Gssze in vitro kisérletek
segitségével. Az igéretesebb antibiotikum-termeld torzs kivalasztisa utdn kiilonbozd
tisztitottsagi foku mintakat allitottam el6. Az elkészitett bioprepardtumok hatdsanak igazolasa
érdekében kiilonb6z6 antibiotikum-érzékenységi modszereket alkalmaztam.

In vivo kisérletekben két olyan novényi korokozot (Erwinia amylovora és Ralstonia
solanacearum) tanulmanyoztam, melyekkel szemben a jelenleg érvényes szabalyozas miatt
nincs megfeleld védekezési mod a hazai gyakorlatban. Az E. amylovora a rozsafélék
csaladjaba tartoz6 novények - igy az alma, korte €s tobb disznovény faj - tlizelhalasaért felelds
baktérium. Az elmult években jelentds karokat okozott az orszagban és szerte a vilagon. A R.
solanacearum a burgonya baktériumos rothadasaért felelés patogén, amely az Ontdzéviz
segitségeével, vagy fertdzott szaporitdanyag réveén terjed altalaban.

A novénykisérletek soran a hatasossag mellett az elkészitett biopreparatumok fitotoxikus
hatdsat 1s vizsgaltam, hiszen az alkalmazhatosdg alapfeltétele, hogy a védendd
gazdandvényben ne jelentkezzen kérosodas a kezelés hatdsara. Végil az eredmények
tekintetében értékeltem a kiilonbozo tisztitottsagi foki mintdk ndvényvédelmi célu
felhasznalhatdsagat. Természetesen egy Uj termék fejlesztése szamos tovabbi kérdést is felvet
az engedélyezési folyamat soran (perzisztencia, akkumuldcid, Okotoxicitas, formulazas).

Mindazonaltal a kutatds eredményei szilard alapot biztositanak a hatékonysagra vonatkozoan.



Abstract

The demand for chemical-free, environmentally balanced cultivation, that working as part
of the local environment and in consideration of the local natural resources has a priority
recently. Research and development of novel pesticides of natural origin and produced by
cost-effective way facilitate the spread of environmentally friendly protection techniques,
encourage the change in approach of agricultural participants.

During the doctoral work biopreparations made by utilization of entomopathogenic
bacteria (EPB) were investigated, which can be successfully applicable in integrated plant
protection against plant pathogenic organisms of bacterial origin.

In the first phase of the research the potentials of two EPB strains isolated from Hungary
(Xenorhabdus budapestensis and X. szentirmaii) were compared by in vitro experiments.
After selecting the better antibiotic producer strain, samples with different purification
degrees were extracted. To verify effect of the biopreparations prepared, different antibiotic
susceptibility test methods were used.

Two plant pathogens (Erwinia amylovora and Ralstonia solanacearum) — against them
there is no suitable protection manner in domestic practice at the moment — were investigated
by in vivo experiments. E. amylovora is responsible for fire blight of several plants belong to
Rosaceae, like apple, pear and various ornamental species. In the last few years it caused
considerable damages in Hungary and over the world. R. solanacearum causes brown rot
disease of potato that can generally spread through irrigating water or by infected propagation
material.

During the plant experiments phytotoxic effect of the prepared biopreparation was also
investigated beside the efficiency, because precondition of applicability is that no lesions
occurred on the host plant to be protected due to the treatment. Finally, effectiveness of the
samples with different purification degrees in plant protection was evaluated based on the
results. Development of a novel product necessarily brings up numerous further questions
during the process of licensing (persistence, accumulation, ecotoxicity, formulation).
Nevertheless the results of this research can ensure strong background concerning

effectiveness.



Auszug

Die Forderung nach einer chemikalienfreien, umweltvertraglichen Kultivierung, die im
Rahmen der lokalen Umwelt und unter Beriicksichtigung der lokalen natiirlichen Ressourcen
arbeitet, hat eine hervorragende Prioritdt in der letzten Zeit. Die Forschung und Entwicklung
von neuartigen Pestiziden mit natiirlichem Ursprung, die durch kostengiinstige Weise
hergestellt werden, hilft die Verbreitung der umweltfreundlichen Schutztechniken und férdern
die Anderung der Einstellung der Teilnehmer der Landwirtschaft.

In meiner Doktorarbeit wurden die mit Verwendung von entomopathogenen Bakterien
(EPB) produzierbaren Biopriparate untersucht, die erfolgreich im integrierten Pflanzenschutz
gegen pflanzenpathogene Organismen bakterieller Herkunft eingesetzt werden konnen.

In der ersten Phase des Ausarbeitungspotentials von zwei in Ungarn isolierten EPB-
Stammen (Xenorhabdus budapestensis und X. szentirmaii) wurden in vitro-Experimenten
verglichen. Nach der Auswahl des besseren Antibiotikumproduzierenden Stammes wurden
Proben mit unterschiedlichem Reinigungsgrad extrahiert. Zum Beweis der Wirkung der
hergestellten  Bioprdparate wurden verschiedene Antibiotikaresistenz-Testverfahren
verwendet.

Zwei Pflanzenpathogene (Erwinia amylovora und Ralstonia solanacearum) wurden durch
in vivo Experimente untersucht, gegen denen keine geeignete Schutzart in Inlandspraxis
aufgrund der derzeitigen Gesetze besteht. E. amylovora ist die verursachenden Bakterien der
Feuerbrand von mehreren Pflanzen, die zum Stamm der Rosaceae gehdren - also der Apfel,
Birne und verschiedene Zierarten -. In den letzten Jahren hat es in Ungarn und in aller Welt
erhebliche Schdden verursacht. R. solanacearum ist der verursachende Erreger der
bakteriellen Braunfaule der Kartoffel, die sich meist durch GieBwasser oder durch infiziertes
Vermehrungsmaterial verbreitet

In den Pflanzenexperimenten wurde auch die phytotoxische Wirkung der gefertigten
Biopréparate neben der Effizienz untersucht, da die Grundvoraussetzung der Anwendbarkeit
ist, dass keine Schidigung auf die zu schiitzenden Wirtspflanze wegen der Behandlung
auftreten darf. SchlieBlich wurde die Verwendungsfahigkeit der Proben mit unterschiedlichem
Reinigungsgrad im Pflanzenschutz anhand der Ergebnisse bewertet. Die Entwicklung eines
neuartigen Produkts greift zahlreiche weitere Fragen bei der Lizenzierung (Persistenz,
Akkumulation, Okotoxizitit, Formulierung) auf. Dennoch kénnen die Ergebnisse dieser

Forschung einen starken Hintergrund hinsichtlich der Effektivitét sicherstellen.
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Bevezetés

,, Az integralt védelem
a biologiailag képzett ember jozan észjarasa.”

R. L. Rudd

A népességi adatok ndvekvO tendencidja és az ezzel parhuzamosan fokozdodod
¢élelmiszerigény jelentkezése, valamint a hasznosithaté termdfold-teriiletek csokkenése miatt
napjaink egyik jelentés kihivasa a haszonnévények megfelelé mennyiségben torténd
termelése, elegendd termény eldallitdsa. A probléma megolddsa szempontjabol kiemelten
fontos a fenntarthato mezdégazdasag megvalositasa, melynek egyik leghatékonyabb eszkoze
az integralt ndvényvédelem alkalmazdsa. Ez a korszerli szemléletmod el6térbe helyezi a
természetvédelmet, valamint probalja minimalizalni a tisztan gazdasagi célu radikélis kémiai
beavatkozasokat.

A rovarkartevok, valamint talajlakod kartevok (pl. cserebogar pajorok) elleni hatékony
bioldgiai védekezés lehetdségei koz¢ tartozik a rovarpatogén fonalférgekbdl (EPN) és veliik
szimbidzisban €16 rovarpatogén baktériumokbol (EPB) all6 komplexek felhasznaldsa. A
fonalférgek torzsének két nemzetségével, a Heterorhabditis és a Steinernema fajokkal
szimbiotikus kapcsolatban 4ll6 entomopatogén baktérium fajok tobbféle biologiailag aktiv
anyagot is termelnek.

A rovarpatogén nematoda / baktérium komplexek vizsgéalatanak Magyarorszagon tobb
évtizedes multja van. A hazai kutatobazis magjat az 1990-es és 2000-es években foként az
ELTE Genetikai Tanszéke alkotta. A Dr. Fodor Andréas vezette Nematoda laboratériumban
egy nemzetkdzi mércével mérve is jelentds torzsgylijteményt sikeriilt 1étrehozni. Az évek
soran szamos PhD értekezés, biologus diplomadolgozat, valamint elismert nemzetkozi
folyoiratokban megjelent kézlemény sziiletett, melyek fémjelzik az egykori kutatécsoport
munkajanak eredményességét e teriileten. Fontosnak tartom megemliteni Dr. Sisak Csaba
nevét is, akinek a veszprémi Miiszaki Kémiai Kutato Intézetben létrehozott szakmai kozosség
révén eléviilhetetlen érdemei vannak a tudomanyteriilet fejlddésében. A 2000-es évek elején
Kiépitésre keriilt egy kisérleti termel iizem Ujfehérton, ahol egy 100-150 1 térfogatt speciélis

fermentort helyeztek tizembe, majd megtortént a kivalasztott nematoda és szimbionta
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baktérium torzsek szimultan tenyésztési koriilményeinek optimalizaldsa és a mezdgazdasagi
hasznositas iranyaban is folytak vizsgalatok.

A kutatasban kozvetlen el6domnek Dr. Boszorményi Erzsébetet tartom, mivel
tevékenységének f6 iranyvonalat mar nem a bioldgiai novényvédelemben torténd alkalmazas,
hanem a szimbionta baktériumok altal termelt antimikrobidlis hatasti anyagok feltérképezése
jelentette, ami jelentés biomérndki hatteret is igényelt.

A tudomanyteriiletr6l altalanosan megallapithato, hogy a bioaktiv komponensek
azonositasa napjainkban intenziven vizsgalt szegmens. A kulfoldi kutatd miithelyek koziil
kiemelkedik a frankfurti Goethe Universitit, és a Dr. Helge Bode vezetésével tevékenykedd
kozosség, amely a hatéanyag komponensek molekulaszerkezetének meghatarozasaban élen
jar. Természetesen az anyagcseretermékek nagy szama ¢és a termelt vegyiiletek valtozatossaga
miatt ez a feladat olyan infrastruktirat igényel, amely komplex nagymiiszeres analitikai
vizsgalatokra alkalmas. Mindemellett manapsag a genetika is fontos szerepet jatszik, hiszen a
genom szekvencia alapjan prognosztizalhatoé bizonyos antimikrobialis termékek eléfordulasa.

A doktori munka soran célkitiizésem az volt, hogy egy hatékony entomopatogén baktérium
felhasznaldsaval olyan ujfajta, természetes eredetli novényvéddszert hozzak Iétre, melyet
sikeresen lehet alkalmazni az integralt ndvényvédelemben bakterialis eredeti ndvénypatogén

kérokozok ellen.
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1. Szakirodalmi osszefoglalé

1.1. Bioldgiai és integralt nbvényvédelem

A hagyomanyos értelemben vett biologiai ndvényvédelem tobb évszazados multtal
rendelkezik [DeBach, P., 1964]. A XXI. szazad elején a fejlett orszagok tarsadalmaiban
végbemend szemléletmod-valtas nyoman jelentds mértékli kereslet és piac teremtodott az
ugynevezett ,bio-termékek” irant. A biologiai novényvédelem elsOsorban ennek a
valtozasnak koszonhetéen napjainkban egyre kiemeltebb szerepet kap a mezdgazdasagban
alkalmazott védekezési modszerek kozott. Bar a peszticideknek az 1960-as évekig nagy
tarsadalmi elfogadottsaga volt, a Rachel Carson altal 1962-ben publikalt ’Silent Spring’
felhivta a figyelmet a szintetikus novényvéddszerek generalta kdrnyezetvédelmi problémakra,
valamint az ember egészségére karos és veszélyes hatasaira [Carson, R., 1962].

Mivel a novényvédelemben a célszervezetek mellett mas él6lények expozicidja is
megvalosul - ezt non-target hatasnak nevezik [Darvas, B., 1998] -, valamint a peszticidek
feladata valamilyen biologiai hatas kifejtése (baktericid, herbicid, fungicid), ezért nem
meglepd, hogy nagy aranyban fordulnak elé kozottiik olyan anyagok, amelyek a szervezet
hormonhéztartasat zavarjak, ugynevezett EDC (Endocrin Disrupting Chemicals) hatassal
rendelkeznek [Bergman, A., 2013].

A szintetikus peszticidek perzisztenciaja és vizoldhatosaga ugyan eltéré lehet, de jelentds
résziikrél megallapithato, hogy lassan és nehezen bomlanak le, valamint bioakkumulacioval
felhalmozdodhatnak a téplaléklanc kiilonbozdé ¢éldlényeiben, a talajban és a természetes
vizekben is, komoly karokat okozva ezzel az Okoszisztémaban. Tulzott és gondatlan
felhasznalasuk miatt az 1970-es években az iiveghazi termények kartevoi kozott mar tobb
rezisztens torzset is izolaltak [Mello, E. J. R., 1970], s6t egyes esetekben tobbféle vegyszer
ellen is védettséget szereztek a kartevok kereszt-rezisztencia altal [Lloyd, C. J., 1969]. Az igy
kialakult helyzet ¢s a megjelené human toxikologiai vizsgalatok tjabb és egyre koltségesebb
hatéanyagli peszticidek kifejlesztését igényli, mintegy versenyt futva a természettel. A
folyamatot jol mutatja az az adat, hogy mig az 1980-as években egyetlen piacképes
készitmény kifejlesztése atlagosan 40 milli6 USD-ba keriilt, addig ez a koltség a "90-es évek
végén mar a 100 milli6 USD-t is meghaladta [Lisansky, S. G., 1997].

A koltségek novekedése és a kozvélemény szemléletvaltasa mellett szdmos ok vezetett a

biologiai védekezési kutatasok kiterjedéséhez. Ilyen példdul az 1970-ben létrejott IPM
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(Integrated Pest Management) koncepcid, amely mar nem a karositok kiirtasat, hanem azok
szabalyozasat tekinti célnak, tehat a kartevok kiiszobszint alatt tartdsat irdnyozza eld. Az IPM
stratégiaja a kornyezet védelme mellett gazdasagossagi szempontok alapjan is szabalyozza a
novényvédoszerek felhasznalasat, ezért koltséghatékony megoldasnak tekinthetd. A
hazankban jelenleg hatalyos torvényi megfogalmazas szerint az ,integralt névényvédelem:
bioldgiai, biotechnoldgiai, kémiai, termesztési vagy ndvénynemesitési intézkedések ésszerii
alkalmazasa, amelyek soran a kémiai novényvédd szerek haszndlata arra a szorosan Vvett
legalacsonyabb értékre korlatozodik, amely a karositd populdcionak egy gazdasagilag
elfogadhatatlan kart vagy veszteséget okozo szint alatt vald tartdsahoz sziikséges” [2000. évi
XXXV. torvény a ndvényvédelemrol].

Mindezt figyelembe véve, az IPM elvei Gsszhangban allnak a fenntarthatosag vagy
fenntarthat6 fejlddés gondolataval, miszerint kdrnyezetiink mennyiségi €¢s mindségi romlasat
minimalizalni kell. Az integralt novényvédelem magaban foglalja a kémiai, fizikai, biologiai
¢és egyéb védekezési modokat ugy, hogy azok akar egymast kiegészitve, a legkisebb terhelést
jelentsék a kornyezet szdmara. Ez természetesen igen nagy ismeretanyagot igényel mind a
termesztett novényrdl, kérositoirdl, ezek természetes ellenségeirdl, valamint az elleniik
felhasznalt peszticid viselkedésérol. De Ponti szerint az integralt novényvédelem koncepcioja
van olyan idds, mint maga a mezdgazdasag, mindossze atmenetileg, a peszticidek széleskori
elterjedése alatt feledkeztiink meg rdla. Szinte minden ¢él6lénynek létezik természetes
ellensége, a korszerli biologiai novényvédelem pedig figyelembe veszi azon antagonista
szervezetek tevékenységét, melyek szamunkra hasznosak a ndévényvédelemben, szerepet
jatszanak a kartevok egyedstriiségének befolyasolasaban [de Ponti, O. M. B., 1980].

A biologiai eredetli novényvéddszerek eldallitdsanak koltségei sokaig nem voltak
veresenyképesek a szintetikus novényvéddszerekkel szemben. A hasznos szervezetek
szaporitasa, az altaluk termelt hatdéanyag kinyerése és kijuttatdsa tobb koltséggel és human
munkaerd felhasznaldsaval jar, ami nagymértékben dragitja alkalmazasukat.

Annak ellenére, hogy Magyarorszagon az IPM rendszerén beliil kiemelt szerepet kap a
biologiai védekezés, 2005-ben még csupan 122 ha teriileten alkalmaztak a gazdalkodok, s
ezen beliil a legnagyobb hanyadot a paprika és a paradicsom biologiai védelem ala vont
teriilete tette ki [Budai, Cs., 2006]. Az ujfajta, hatékony és biztonsagosan alkalmazhato,
olcson eldallithato biopreparatumok, illetve hatdoanyagok fejlesztése, kutatasa tehat sziikséges
¢s indokolt a folyamat eldsegitése érdekében.

A bioldgiai novényvédelem tomoéren megfogalmazva a természetes ellenségek bevetését

jelenti kartevo és patogén szervezetek ellen. Mar idészamitasunk el6tt is alkalmaztak allatokat
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a termény megovasara, a kartevok visszaszoritasara. llyen példaul az okori Egyiptomban
tenyésztett macskak esete a ragcsalok ellen, viszont természetes ellenség hianyaban ezzel a
modszerrel igencsak dvatosnak kell lenni, hiszen nagy kéarokat okozhat az egyébként hasznos
¢lolények tulszaporodasa is. Napjainkban az altaldnosan elfogadott nézet szerint biologiai
védekezés céljabol csak olyan szervezet telepithetd be egy uj kornyezetbe, amely sziik
gazdakorrel rendelkezik és biztonsaggal megallapithato rola, hogy a késébbiekben sem fogja
valtoztatni gazdakorét [Aeschlimann, J. P., 1995].

A kartevOk kozott jelent6s teriiletet képvisel a molytetvek elleni biologiai védekezés, mely
célra leginkabb a molytetii fiirkészt (Encarsia formosa) alkalmazzak [Balogh, S., 1991].
Emellett még a tripszek (Thisanoptera) és levéltetvek (Hemiptera) elleni védekezés is
elterjedt. A talajbol fert6z6 korokozokkal szemben mikrobiologiai készitmények hasznalhatok
fel. Ezek a készitmények az tigynevezett biopreparatumok, melyek {6 forgalmazoi holland és
belga cégek [Polgar, A. L., 2008]. A vilagpiacon a legnagyobb iizleti sikert a Bacillus
thuringiensis baktériumbol készitett biopreparatumok érték el, melyeket rovarolé szerként
(példaul sziunyoglarvak ellen) hoztak forgalomba. Hatéanyaguk tulajdonképpen a baktérium
altal 1étrehozott parasporalis test, amely a rovarokra toxikus fehérjekristalyokbol (o-
endotoxinok) épiil fel [McGaughey, W. H., 1992].

A novényi koérokozokkal szembeni védekezéshez mikroorganizmusok hasznalhatok fel,
melyek fokozott antagonizmust mutatnak novénypatogénekkel szemben és képesek olyan
anyagcseretermékeket eldallitani, amik védik a novényt a fert6zé organizmusoktol, tehat vagy
elpusztitidk  azokat, vagy gatoljak  szaporodasukat, élettevékenységeiket.  El6
mikroorganizmusok kijuttatasa esetén sziikséges, hogy az adott mikroflérdban versenyképes
legyen az antagonista szervezet, hiszen ennek hidnydban nem tudja hatékonyan kifejteni
hat4sat. Az antagonista szervezetek kivalasztdsanal természetesen érvényesek azon biztonsagi
eldirasok, hogy a felhasznalt baktérium ne legyen patogén emberre és allatokra, valamint
anyagcsereterméke ne halmozddjon fel a ndvényben, hiszen igy a ndvényt elfogyaszto
¢él6lények egészsége karosodhat [Polgar, A. L., 2008].

Az antagonista mikroorganizmus helyett célszerl lehet annak tisztitott, antibiotikus hatasu
metabolitjait hasznositani, hiszen a fermentaciot és a sejtek elvalasztasat kovetden kdnnyen
eldallithato, az igy kapott készitmény tarolasa €és engedélyeztetése is konnyebben megoldhato,
valamint a hatékonysag is pontosabban szabdlyozhatd. Az antibiotikumok névényvédelmi
célu alkalmazasanak ellentmondod legfébb érv, hogy a korokozok egy id6 utan a szelekcios
nyomas hatasara rezisztenssé valhatnak. A tudomanyag szakembereinek egy része szerint az

antibiotikum hasznalatanak szineteltetésével a rezisztens korokozok az adott antibiotikumtol
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mentes kozegben nem lesznek versenyképesek az ,.eredeti” vad torzsekkel szemben, ezért
kiszelektalodnak és visszaall az eredeti egyensuly [Yamaguchi, 1., 1996]. Elegendd lehet tehat
a killonféle hatoéanyagok ésszerii alkalmazasa. Ujfajta hatdanyag esetében természetesen a
nem célzott szervezetekre gyakorolt toxikus hatast mindenképpen részletesen meg kell

vizsgalni.

1.2. Noévénypatogén kérokozdk és a védekezés lehetbéségei

Az emberi tarsadalmak a foldmivelés megjelenése Ota kiizdelmet folytatnak az
¢lelmiszertermelést veszélyeztetd mezdgazdasagi karositok ellen. A kartevék még
napjainkban is a potencidlis termés 25-50%-anak pusztulasat idézik eld globalisan minden
évben [Pimentel, D., 1989]. A ndvekvé emberi populacio élelmiszer-ellatasanak
biztositdsdhoz tehat a kartételek minimalizaldsa, a karositok hatékony szabalyozasa
sziikséges.

A novényeket fertdz6 korokozok lehetnek virusok, baktériumok vagy gombak. A virusok
genetikai informacidjuk atadasaval kényszeritik a gazdasejtet onmaguk megtobbszorozésére,
¢és ez altal okoznak karos elvaltozasokat a megtamadott novényben. Terjedhetnek rovarok
kozvetitésével, mechanikai uton, vegetativ moddon, vagy vetémaggal. A virusok elleni
védekezés elsdsorban a megeldzésen alapul. Ki kell zarni a vetdmag fertdzottségét, el kell
keriilni a virusvektorokkal torténd érintkezést, valamint a metszOolld ¢és egyeb
munkaeszkozok fertdtlenitése is sziikséges hokezelessel, illetve NaOH-oldatba martassal.

A gombak telepeket alkotd tobbsejtli szervezetek, melyek egyes képviseldi szintén
karosithatjdk a haszonndvényeket. Tovabbi problémat okoznak a rendkiviil mérgezd
mikotoxinokat termelé fajok, példaul az Aspergillus spp. képvisel6i, melyeknél aflatoxin és
ochratoxin termelése is eléfordul. Ezek a gombatoxinok bekeriilve az élelmiszerekbe erds
rakkeltd hatdssal rendelkeznek, ezért feltétleniil meg kell akadalyozni a terjedésiiket. A
preventiv védekezési modok mellett fontos az agrotechnikai rendszabalyok szigort betartéasa,
valamint indokolt esetben a zarlati intézkedések elrendelése. Széles korben elterjedtek a réz-
¢és kéntartalmu fungicidek, a szerves hatéanyag-tartalmi vegyszeres gombadlé szerek, de
emellett taldlunk példakat természetes eredetli készitmények, kivonatok alkalmazasara is.
Biologiai védekezési modszerként emlithetd a Streptomyces griseoviridis baktériumot

tartalmazd por alaki gombadld szer, amely kereskedelmi forgalomban kaphat6, illetve a
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kiilonféle Streptomyces fajok tisztitott hatdéanyagaibol gyartott készitmények is léteznek
[Polgar, A. L., 2008].

A fitopatogén baktériumok mind heterotrof fajok. Altaldban Gram-negativ egysejtiiek,
aerob, vagy ritkdbban fakultativ anaerob ¢letmodot folytatnak. Fertézés soran a patogén
szervezet megfeleld kornyezeti feltételek mellett altalaban a sebeken és a természetes
nyilasokon keresztiil jut a gazdandvénybe, majd késébb helyi nekrdzisokat, foltossagot,
fekélyes sebeket, hervadast, varasodast, illetve a novény pusztuldsat idézhetik eld. Kozvetitd
szerepet tolthetnek be a rovarok, méhek, a viz, a sz¢él és maga az ember is. Novénykortani
szempontbol a legfontosabb karositok kozé tartoznak az egyes Pseudomonas, Xanthomonas,
Erwinia és Agrobacterium fajok. A védekezésben segithet a paras mikroklima keriilése, a
miivel6eszk6zok gondos fertdtlenitése és a vetémagvak szigoru ellendrzése. Sok helyen
alkalmaznak megel6z0 permetezést réztartalmu szerekkel. Az antibiotikumok széleskorii
felhasznalasa leginkabb a Japan novényvédelemre jellemz6. Az Egyesiilt Allamokban szintén
»puhabb” a szabalyozas, tobb esetben megengedett a novényvédelmi célu hasznositas
[Stockwell, V. O., 2012]. Eurdpaban és Magyarorszagon az antibiotikumok ilyen jellegii
alkalmazdsanak a megitélése sokkal szigorubb. Ennek okai elsdsorban a human-egészségiigyi

szempontok, valamint az antibiotikum rezisztencia kialakulasanak veszélye.

1.2.1. Erwinia amylovora

A bakteridlis eredetli fertézések jelentdés mértékben csokkentik a gylimolestermd novények
produktivitasat szerte a vilagon. A Rosaceae csaladba tartozd fajok — mint a korte és az
almafélék — legrégebbi és egyben legveszélyesebb betegsége a tiizelhalds, amit az Erwinia
amylovora okoz. A korokozo feltiinését elészor New York allamban dokumentaltak, ahol egy
kortetiltetvényben jelent meg 1780-ban. Ezutan foként szaporitbanyag segitségével terjedt at
Eszak-Amerikabol a tobbi kontinensre. Magyarorszagon a baktérium megjelenése 1995-re
tehetd [Hevesi, M., 1996]. Napjainkban mar szinte az Gsszes eurdpai orszag érintett a
betegség altal. Az Erwinia nemzetség, illetve az E. amylovora faj megjelolés Winslow (1920)
nevéhez kothetd [van der Zwet, T., 1995].

Az Erwinia amylovora az Enterobacteriaceae csaladba tartozé Gram-negativ baktérium.
Peritrich flagellakkal rendelkezik, sejtmérete pedig 1,0-2,5 um x 0,8-1,2 pm (1.1. abra).

Fakultativ anaerob, a gliikkozt aerob és anaerob koriilmények kozott is képes lebontani.
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Emellett rendelkezik egy pEA29 nevii plazmiddal, melynek a patogenitasban van Szerepe
[Goodman, R. N., 1991].

W

1.1. abra: Az E. amylovora baktérium 1:25000 nagyitasban [Goodman, R. N., 1991]

1.2.1.1. A koérokozo fejlédésmenete és a betegség tiinetei

A betegség kialakuldsat vizsgalva elsddleges és masodlagos fert6zési ciklusok allapithatok
meg [van der Zwet, T., 1979].

Elsddleges fertdzés esetén, a fa feliiletén epifiton formaban, vagy a riigypikkelyek alatt €16
baktériumok nagy része a tél folyaman elpusztul. Viszont a fekélyes sebeken a baktériumok at
tudnak telelni, tavasszal pedig ismét szaporodasnak indulnak. A nedvkeringés beindulasaval
az életben maradt baktériumtomeg baktériumnyalka formajaban a felszinre tor. A korokozo a
viragok szoveteibe azok természetes nyilasain (bibe, nektariumkivalasztd nyilasok,
csészelevelek 1égrései, portok természetes nyilasa) keresztiil juthat be. A baktériumsejtek
természetes uton a rovarok, madarak, esé és a szél utjan, emberek kozvetitésével foként
metszés altal terjednek a gazdandvény kornyezetében és az iiltetvényben, majd keriilnek a
viragra. Az elsé tiinetek altalaban a fertdzés bekovetkezése utan 2-4 hét elteltével jelennek
meg. A korokozd elOszor a sejtkozotti jaratokban szaporodik, majd a virdgzatbdl a
viragkocsanyon 4t a vesszokbe €s az dgakba hatol. Itt a szovetek fogékonysaga €és az 1ddjaras
fliggvényében halad eldre, majd végiil kialakulnak a betegségre jellemzd fekélyes sebek.

Masodlagos fertdzésrdl akkor beszélink, ha az elsddleges fert6zés soran 1étrejovo
inokulum mennyiség az iddjarasi koriilmények, valamint a fenologiai fazis fliggvényében
tovabbi fertézéseket indukal. A masodlagos fertézések tehat a vegetacios idoben barmikor
elé6fordulhatnak. Fertdzési forras lehet a baktériumnyalka, mely a leveleken, hajtasokon,

gylimolcsokon ¢és a nagyobb agakon képzddhet. A megszilardult nyalkaanyag 4altal
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Osszeragasztott baktériumsejtekbdl igynevezett fonalas struktira is kialakulhat, amely a szél
segitségével akar nagyobb tavolsagokra is eljuthat.

A novekedésben 1évd hajtasok és a masodvirdgzatok kiilondsen érzékenyek masodlagos
fertdzddésre, amely a természetes nyilasokon és a sebzéseken keresztiil is bekovetkezhet. A
korokozo szaporodasa az idésebb novényi szovetek felé haladva fokozatosan lelassul. A rakos
sebek a fert6zott szovetek elhalasa révén alakulnak ki. A baktériumtomeg jelentds hanyada az
éves folyamat végén elpusztul, viszont az életben maradt sejtek tavasszal ujabb fert6zési
forrasként szolgalhatnak.

Az iddjarasi tényezOk koziil az es6 tolti be az egyik legfontosabb szerepet a korokozo
terjedésében. A harmat, vagy akar az er6s kod és az esOcseppek is lemoshatjak a novény
feliiletérol a baktériumnyalkaban vagy epifita formaban 1évé korokozot a fa egyéb részeire,
valamint a sz¢€l is tovabbithatja az inokulumot vizcseppek formajaban mas gazdandvényekre.
Az indirekt hatas abban nyilvanul meg, hogy a permetezé es6 hatasara felhigul a viragzatban
a baktérium szaporodasat gatld koncentralt nektar, igy kedvezd kozeg alakul ki a kérokozo
fejlodéséhez. Az optimalis kdrnyezeti koriilmények a viragzas kezdeti szakaszaban, valamint
az intenziv hajtasndvekedés idészakaban alakulhatnak ki, amikor a napi kdzéphOmérséklet
magasabb, mint 18 °C, a relativ paratartalom 70% felett van, a napi csapadék pedig tobb mint
2,5 mm [Németh, J., 1997].

1.2. abra: Tiizelhalas tiinetei almafan (Foté: Dr. Boszorményi Erzsébet)
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A betegség tiinetei a novény szinte minden részét érinthetik. A vegetacid soran eldszor a
virdgfertéz¢s tiinetei jelennek meg, a virdgszovet eleinte vizzel atitatott lesz, késébb elhervad,
elszarad és barnas-feketévé valik. A hajtaselhalas tiinetei hasonldak, de a terjedés sebessége
sokkal gyorsabb, akar 15-30 cm/nap is lehet. A hajtasokra jellemzé a pasztorbotszerii
meghajlas. A levél erezete a fert6zéstdl bevorosodik, majd megfeketedik, de nem hullik le a
hajtasrol. A fejlodé gylimolesok beliilrdl szisztémikusan fertézédnek, a gylimoleson kiviilrdl
megjelennek az exudatum cseppjei, végiil a gytimolcs is megfeketedik és mumifikalodik (1.2.
abra). Az agak alapi részénél alakulnak ki azok a rakos sebek, amelyben a korokozok képesek
attelelni. A kéreg eltavolitdsa utdn a fas részen sokszor tapasztaltak voroses-barna
csikozottsagot. A gyokérnyak és a gyokér érintettsége talan a fert6zés legveszélyesebb helye,

hiszen ez gyakran az egész fa pusztulasahoz vezet [van der Zwet, T., 1979].

1.2.1.2. A védekezés lehetéségei

A tlizelhalds mar tobb mint kétszaz éve ismert betegség, de a megfeleld hatékonysagu
védekezés a mai napig problémat okoz. A tapasztalatok alapjan kielégité eredményt csak a
kiilonb6z6 védekezési modszerek integralt alkalmazédsa hozhat, tehat a novény-egészségiigyi
rendszabalyok szigoru betartasa, a véddszerrel torténd kezelés, valamint a bioldgiai kezelés és
rezisztens fajtak eldtérbe helyezésének egylittes alkalmazasa jelenti a hatékony megoldast.

A betegség megeldzése érdekében alapvetd feltétel, hogy a szaporitbanyag mentes legyen a
fert6zéstdl és csak ily modon keriilhessen forgalomba. A fertdzésmentesség biztositdsanak
egyik modszere a 40 °C-on torténd hokezelés 23 oran keresztiil [Keck, M., 1990]. A karantén
rendszabalyok szintén a baktérium terjedését hivatottak megakadalyozni. Amennyiben a
betegség valahol feltlinik, azt az illetékes hivatalnak kotelezd jelenteni és az elrendelt
intézkedéseket végrehajtani.

A legrégebbi és alapvetd védekezési modszer a novény érintett részeinek eltavolitasa,
elégetése, nyugalmi iddszakban pedig a fekélyes agak eltavolitasa, fertOtlenitése ¢és a
sebkezelés. A vagast a lathato betegség alatt 40-60 cm-el kell megtenni, hiszen a tiinetek nem
azonnal jelentkeznek. Sokszor javasolt eltavolitani a masodviragzasbol fejlédo viragokat is,
mert ezek megjelenésekor a kornyezeti feltételek kedvezdbbek a fertézés szamara. Ahhoz,
hogy ezek az intézkedések iddben megvalosuljanak, az iiltetvényeket rendszeresen végig kell
jarni, fOként a viragzas ideje alatt.

Vegyszeres kezeléshez tobbféle réz készitményt is alkalmaznak a vegetacids idészak végén

lemos6 folyadékként, de ezek hatdsossaga nem megfeleld, valamint egyre tobb nem kivéanatos
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hatdsara deriil fény napjainkban. A tlizelhalas elleni védekezésben az antibiotikumok
hasznalata a legsikeresebb modszer. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban streptomycin-t
permeteznek a novényekre a viragzas alatt 3-4 alkalommal. Ez a modszer hatékonynak
bizonyult €s rezisztencia is csak az évi 6 alkalomnal nagyobb szdmu permetezés esetén alakul
ki [Sobiczewski, P., 1997]. Ennek ellenére mar 1972-ben azonositottak streptomycin
rezisztens E. amylovora torzseket. Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) nem ajanlja
felhasznalasat a novényvédelemben, hiszen egy human gyogyaszatban is hasznalt
antibiotikumroél van sz6. Magyarorszagon ¢és az Eurdpai Unid tobb orszagéaban is korlatozasra
kertilt a ndvényorvosi céli hasznositasa.

Szintén betiltottdk 2008-ban a Kasumin 2L elnevezésii, 2%-o0s kasugamycin hatéanyag
tartalma baktérium- és gombadldszert, viszont sziikséghelyzet esetén engedélyhez kotdtten
felhasznalhaté a viragzasi és intenziv hajtdsndvekedési iddszakban, preventiv alkalmazéssal
[NEBIH, 2014].

Figyelembe véve a jelenleg hatalyos jogszabalyi hatteret, valamint a rendelkezésre allo
védekezési modszerek hatasossagat, mindenképpen sziikség van alternativ megoldasok
keresésére. Evek ota folynak kutatisok antagonista és epifita baktériumokkal. A vizsgalt
antagonista baktériumnak olyan anyagokat kell eléallitania, amely a korokozora nézve gatld
hatast fejt ki. Az epifita szervezetek még a fert6zés megjelenése elott kijuttatva felélik a
tapanyagforrasokat a korokozo eldl. Az antagonista szervezetekkel torténd védekezés
hatasfoka fligg az évjarattol és a foldrajzi helytdl is, mivel az antagonistak fejlodése
elsOsorban a telelés fliggvénye. Az antagonista baktériumoknak a korokozo megjelenése elott
mar a sebfeliileten és a viragok nektariumainal kell lennie.

Pseudomonas fluorescens egyes torzsei hatasosnak bizonyultak az E. amylovora elleni
védekezésben. Az A506-0s torzs szabadfoldi kisérletben tesztelve csokkentette a tlizelhalas
tiineteit az USA-ban [Lindow, S. E., 1996], és Uj-Zélandon is [Vanneste, J. L., 2006]. A P.
fluorescens AS506 torzsébdl kereskedelmi forgalomba hozott terméket is eldallitottak
Blightban A506® néven. A készitményt az éppen kinyilt virdgokra érdemes kipermetezni
[Elkins, R.B., 2005].

A Bacillus subtilis tobb torzse szintén hatasosnak bizonyult az E. amylovora baktériummal
szemben. A BD170 ’Biopro’ (Eurdpa), a QST 713 ’Serenade’ (USA) és a BSF4 torzs
’Agribiotec’ (Olaszorszag) néven keriilt forgalomba [Edgecomb, D.W., 2006; Werner, N. A,
2006].

A Pantoea agglomerans egy specifikusan hato antibiotikumot termel [Vanneste, J. L.,
1996; Johnson, K. B., 1998; Ozaktan, H., 2006]. Tobb tdrzsét is hatékonynak talaltdk E.
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amylovora ellen, melyek koziil a P10c kereskedelmi forgalomba is keriilt, Olaszorszagban
PomaVita™, Uj-Zélandon BossomBless™ néven [Vanneste, J. L., 2006].

A Magyarorszagon izolalt P. agglomerans HIP 32-¢s torzs in vitro kisérletben erds gatlo
hatast fejtett ki E. amylovora ellen [Hevesi, M., 2006]. Tébb Photorhabdus és Xenorhabdus
faj erds antibakteridlis hatdsardl szintén beszamoltak kordbban a szakirodalomban
[Boszorményi, E., 2009].

Bizonyos élesztégomba fajok (Aureobasidium pullulans, Candida sake, Metschnikowia
pulccherima) torzsei is hatasosnak bizonyultak a baktérium elleni védekezésben in vitro és
szabadfoldi kisérletekben [Seibold, A., 2004]. Magyarorszagon ideiglenes felhasznalasi
engedélyt kapott egy osztrak cég (Bio ferm) altal gyartott 0j biolodgiai névényvéddszer
(Blossom Protect), amely az Aureobasidium pullulans éleszt6faj két torzsét tartalmazza. A
viragokon felszaporodva képesek meggatolni a fert6zés bejutasat a nektariumba. [Hevesi, M.,
2009; Laszlo, Gy., 2009].

A bakteriofagok felhasznalési lehetdségét hasznalta ki Magyarorszagon az Enviroinnvest
Zrt., Erwiphage nevii készitményiik 2013. marcius 15. ota kaphat6 E. amylovora ellen.
Fagterapias kezelés mellett a réz-tartalmu készitmények mell6zése sziikséges, mivel a
bakteriofagok inaktivaldodasahoz vezethet. Mindemellett az UV sugarzas is csokkenti a szer
hatékonysagat, igy a permetezése napnyugta utan javasolt [Enviroinvest].

A védekezési modszerek kozé sorolhatok a kiilonféle iddjaras-eldrejelzésen alapuld
rendszerek is. Tekintve, hogy a vegetdciés iddszakban alkalmazott ndvényvéddszeres
kezelések hatékonysaga nagymértékben fligg a permetezések 1dozitésétdl, megfeleld hatasa
csak az id6ben, megelézo jelleggel alkalmazott kezeléseknek van. Ezért fontos, hogy elére
jelezhetd legyen a korokozo optimalis kornyezeti feltételeinek bekovetkezése. A jelenleg
alkalmazott modellek koziil Eurépaban a Billing-féle (Firescreens) rendszerek, mig az USA-
ban a Maryblyt rendszer terjedt el leginkdbb. Az eldrejelzések segitségével csokkenthetd a
felesleges permetezések szama [Sobiczewski, P., 1997].

Mindemellett a tiizelhalas rezisztenciat célz6 nemesitési programok IS nagy multra
tekintenek vissza. A vilag szamos kutatdintézetében folynak a tolerans fajtak keresését,
valamint kevésbé fogékony, 1j nemesitésii fajtak Iétrehozasat célzé kisérletek (U.S.
Department of Agriculture (Kearneysville, USA), Institut National de la Richerce (Angers,
Franciaorszag), Universitd di Bologna (Bolognai Egyetem), East Malling Research Centre
(Anglia), Julius Kiihn-Institut (Drezda-Pillnitz, Németorszag), Crop Research Inttitute (Praga-
Ruzyne, Csehorszag), Fruit Research Station (Voinesti, Romania)). Magyarorszagon a 2000-

es évek eleje ota folynak E. amylovora-val szemben ellenalld novények nemesitésére iranyuld

-21-



kutatasok. A Szent Istvan Egyetem Kertészettudomanyi Karan a Karpat-medencében ¢shonos
fajtak vizsgalataban, a toleransnak bizonyuld fajtak génkészletének tanulményozéasaban értek
el jelentés eredményeket [Toth, M., 2013]. Ennek ellenére a gyakorlatban termesztett

ellenall6 fajtak szama még napjainkban is elenyészo.

1.2.2. Ralstonia solanacearum

A Ralstonia solanacearum okozta baktériumos hervadast és barna rothadast a legfontosabb
bakterialis betegségek kozott tartjak szamon vilagszerte. Tobb mez6gazdasagi haszonndvény
- burgonya, paradicsom, paprika és dohdny - is szerepel célszervezetei kozott. Osszességében
mintegy 200 gazdanovény faja ismeretes [Hayward, A.C., 1991]. A Ralstonia solanacearum
Europa-szerte a karantén-koérokozok listajan szerepel.

A korokozd els6sorban a tropusi és szubtropusi teriileteken elterjedt. Eurdpaban a
Foldkozi-tenger medencéjének keleti felében, valamint a Fekete-tenger térségében fordul eld
tomegesen, de jelen van Magyarorszagon, és néhany Nyugat-Eurdpai allamban is. Forro,
csapadékban szegény nyarakon sokszor csak tiinetmentes formaban jelentkezik.

A korokozd gazdandvényekre specializalodott valtozatait rasszokba lehet sorolni,
amelyekbdl jelenleg hatot kiilonboztetiink meg. Hayward a R. solanacearum izolatumokat
biokémiai tulajdonsagaik alapjan 5 kiilonboz6 biovariansként kategorizalta [Hayward, A.C.,
1994]. A foként a burgonyat megbetegitd 3-as rassz (Hayward rendszerében a 2. biovarians) a
viszonylag hiivosebb éghajlati Eszak- és Nyugat-Eurépaban is meg tudott telepedni az utobbi
évtizedek tapasztalatai alapjan.

Magyarorszagon eldszor 2000-ben mutattdak ki a novénypatogén baktériumot
kisarutermeldi étkezeési burgonya allomanyokban. A kdvetkezd két évben a hazai eldallitasu
vetdgumo tételekben latens gumofertdzottséget észleltek. A korokozod miatt bekovetkezett
termésveszteséget Rakamazon 50 %-ra, Jaszberényben 5-25 %-ra becsiilték a 2000. évben
[Németh, J., 2002].

1.2.2.1. A kérokozo fejlédésmenete és a betegség tiinetei

A baktérium a fertézott gumobol, vagy a talajbdl a sériilt gyokereken, szarsebzéseken jut
be, de a gazcsere-nyilasokon keresztiil is behatolhat, majd a novény edénynyalab-rendszerébe

jut. A patogén sejtsiirlisége ezutan novekszik, virulencia gének expresszalodnak, sejtburjanzas
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jon létre, ezt koveti exopoliszacharidok és pektinbontdé enzimek kivalasztidsa, s végiil a
gazdandvény pusztulasa [Clough, S., 1997; Saile, E., 1997].

A baktérium képes attelelni az elhalt ndvényi tormeléken, a megfert6zott €16 novényeken,
vad gazdanovényeken, gyomokon vagy gumoés ndvényeken is [Elphinstone, J.G., 2005]. Tulél
hosszll idon keresztiil akar tiszta vizben (tobb mint 40 évig, 20-25 °C hémérsékleten) és a
populéacidé mérete csak extrém kornyezeti koriilmények kozott csokken (homérséklet, pH, sok,
stb.). Meleg id6jarasban sem pusztulnak el, az optimalisnal magasabb hémérsékleten olyan
allapotba keriilhetnek, amelyben életképesek, de nem tenyészthetéek [Coutinho, T. A., 2005].
Természetes koriilmények kozott a meleg iddjaras (24-35 °C), a magas talajnedvesség, a

nedves vagy esds periddusok kedveznek a kérokozoé terjedésének és a betegség fejlodésének.

1.3. abra: Burgonya barna rothadas betegségének tiinetei [Champoiseau, P. G., 2009]

A R. solanacearum fertdzése soran eleinte egy altalanos, ritkan csak részleges hervadas
észlelheté a gazdandvényeken, majd a korfolyamat elérehaladasaval a hervadas kiterjed az
egész bokorra (1.3. abra). A tartdésan részleges hervadas sokkal jellemzébb az tgynevezett
¢szaki baktériumos hervadas betegségre, amelyet egy madsik, hidegkedveld baktérium okoz
(Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus). A barna rothadas esetében a gumokat és a
szarakat elvagva az edénynyaldbokban gytirti alaku, sotétbarna vagy ritkabban halvanybarna
szinll elvaltozas észlelhetd, amelybdl mar enyhe nyomasra is krémszinii, barna nyalkacseppek

tornek a felszinre. Ez a tiinet-egyiittes a baktériumos barna rothadas ismertetdjele.
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A hasonld tiineteket okozo baktériumos hervadas esetében az exudatum nem barna, hanem
opalos fehér arnyalati. A beteg ndvény gyokereit altaldban még szaraz talajban is vastagon
beboritjak a talaj szemcsék, melyek a kivalt nyalkaba ragadnak bele. A névények hervadasa
egyéb okokra is visszavezethetd (aszaly, egyes talajgombak, fonalférgek), azonban csak
baktériumos megbetegedés esetén észlelhetdé nyalkakivalas, valamint csak a baktériumos
barna rothadas kérokozojanak exudatuma barna szinti.

Terjedésében a legfontosabb szerepet a fert6zott gumo tolti be, de gyakori a névények
OntézOoviz utjan torténd fertézddése, valamint fonalférgek is terjeszthetik a koérokozot. A
baktérium koztes gazdandvényei, ez altal a betegség gocpontjai lehetnek egyes gyomndvény
fajok, amelyek gyokérzonajaban a R. solanacearum tiinetek eléidézése nélkiil fennmarad. Az
arvakelés szintén infekcids forrasként szolgalhat. A korokozo az allomanyon beliil altalaban
lassan és korlatozottan terjed, de optimalis esetben egy beteg térdl akar 5-5 szomszédos

novény is megfert6zodhet a gyokérzeten keresztiil [Németh, J., 2002].

1.2.2.2. A védekezés lehetbségei

A védekezésben a legnagyobb kihivast a patogén eldfordulasdnak valtozatossaga jelenti. A
R. solanacearum képes novekedni a gazdanovény szoveteiben, mindazonaltal tulél a foldben
és szallitodik a vizzel, valamint a gyomokkal, egyéb névényi szervezetekkel is kapcsolatba
keriil [He, K., 2014]. Hatékony vegyszeres védekezés nem ismert a betegség ellen, ezért
jelenleg csupan a megeléz6 intézkedések szigort betartasaval lehet csokkenteni a fert6z6dés
kockazatat.

Altalanossagban elmondhatd, hogy az alacsony szarazanyag tartalmu burgonya fajtak
sokkalta fogékonyabbak a barna rothaddsra. A sériiléseket (repedés), vagy lokalis
keményitShianyt (iivegesedés, ikerndvés) eredményezd élettani elvaltozasokra vald hajlam
szintén nagymértékben megnovelheti a R.solanacearum fertézésének kockazatat is. A
megfeleld tapanyagellatds biztositasaval, elegendé kalium tartalom mellett és felesleges
nitrogén nélkiil a laza, fert6z6désre fogékony ndvényi szovetek kialakulasa elkeriilhetd. 4-5
éves vetésvaltds megfeleld higiénidval parositva szintén hatékony eszkoz lehet a betegség
megel6zésében [Németh, J., 2002].

Az allamilag ellendrzott, fémzarolt vetégumoéd vasarlasa bizonyos fokti védelmet jelent a
termelok szadmara, hiszen az éallam garanciat vallal a korokozotdl valdo mentességre. A
manapsag a gyakorlatban alkalmazott laboratoriumi ellenérzé6 modszerrel azonban nem
szlirhetéek ki biztonsdgosan az alacsony fertdézottségli tételek, ezért a korokozd
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behurcoldsanak, hazai terjedésének valdszinlisége az alapos ellendrzések ellenére is redlis
vesz€ly. A korokozoval szemben megfeleld mértékben tolerans fajtdk nem ismeretesek,
rezisztens haszonndvények tehat nem allnak a termel6k rendelkezésére.

Ha a betegség mar jelen van a tablan, az Ont6zés abbahagyasaval és a minél korabbi
betakaritassal lehet minimalizalni a termésveszteséget, bar ebben az esetben a termés csak
korlatozottan, a nemzeti névényegészségiigyi hatésagok eldirasainak megfelelden hasznalhato
fel. Magyarorszagon jelenleg a kormanyhivatal Novény-és Talajvédelmi Igazgatdsaga latja el
a hatosagi feladatokat, amely a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH) szakmai
irdnyitasa alatt all. Karantén intézkedések elrendelése esetén a fertdzott tablat zarlat ala
helyezik, azon a teriileten a burgonya és mas gazdandvények termesztését altalaban tobb éves
idotartamra megtiltjak. Az elrendelt intézkedések betartasat szigortian ellenérzik. A novény-
egészségligyi zarlat megtorése esetén biintetd eljarast kezdeményeznek, amelyet a teriiletileg

illetékes tigyészség folytat le [7/2001. FVM rendelet].

1.3. Entomopatogén nematoda / baktérium szimbiotikus
rendszerek

A vizsgalat targyat képezé entomopatogén baktériumok (EPB) a természetes kornyezetben
egy harom résztvevOs rendszer tagjai. Az EPB baktériumok az entomopatogén nematodak
(EPN) bélcsoveiben, azokkal obligat szimbiozisban élnek [Thomas, G. M., 1979]. A
gazdaszervezetként funkcionald egyes rovar fajokra nézve a baktérium patogén és a
fonalféreg altal termelt proteazok is gatoljak a rovar immunmiikodését, igy a rovar és az EPN-
EPB komplex gazda-parazita kapcsolatként irhato le.

A fonélféreg a rovar testliiregébe jutva, garatjan keresztiil kijuttatja a Szimbionta
baktériumokat. A baktériumok virulencia-faktorai, valamint toxin- és enzimtermelése
biztositja a rovar immunrendszerének blokkolasat, majd elpusztitdsat ¢és lebontdsanak
megkezdését. A baktériumok masik fontos szerepe, hogy az altaluk termelt antimikrobidlis
vegyiiletek monoxenikus viszonyokat hoznak Ilétre a rovartetemen beliil, tehat
megakadalyozzdk mas mikroorganizmusok bejutdsat az elpusztult gazdaszervezetbe. Az
entomopatogén baktériumok ez altal rendelkeznek egy olyan kémiai arzenallal, melyet a
természet alkotott meg az evolucié folyaman annak céljabol, hogy antagonista hatast
érhessenek el mas mikroorganizmusokkal szemben, és ezzel elonyhoz juttassak a magasabb

szinten szervez6dott szimbionta partneriiket.
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Optimalis koriilmények kozott az EPN zavartalanul, tobb generacion at is szaporodhat a
baktériumokkal taplalkozva. Egyetlen rovartetemben rendszerint két fonalféreg nemzedék
képes kifejlodni, mivel a taplalkozni kezdd dauerlarvak 24 6rén beliil atalakulnak felnott
egyedekké (1.4. abra). Végezetiil a rovarlarva és a fonalféreg fliggvényében 10-40000
fert6zoképes dauerlarva hagyja el a tetemet, hogy 0j gazdaallatot keressen [Lakatos, T.,
2004].

Ebben a folyamatban az EPB életciklusa két szakaszra oszthatd: nyugalmi szakasz az EPN
bélcsdveiben €lve és szaporodva, valamint a vegetativ szakasz, amely a kiszabadulas utani
ciklust jeloli.

Wy

Talsjon slkalmazva

{

i

K i

1.4, abra: Rovarpatogén nematodak életciklusa [Barbercheck, M. E., 2004]
(1. Infektiv dauerlarvak (1J) a talajban a rovar testnyilasain keresztiil behatolnak; 2. Bejutnak
a rovar testiiregeibe; 3. Feln6tt egyedekké fejlédnek; 4. Szaporodnak, mikézben ) nemzedék
jon létre; 5. Infektiv dauerlarvak (1J) elhagyjak a rovartetemet és 0j gazdaallatot keresnek.)

A nematoda és a baktériumok egyiittmiikodése tehat mindkét fél szamara kolcsondsen
pozitiv. A baktérium okozza a rovar pusztulasat, tapanyagként szolgal a fonalféreg
szaporodasahoz és novekedéséhez, valamint antimikrobidlis hatdsii anyagainak termelésével
megakadalyozza mas organizmusok hozzaférését a rovartetemhez. A fonalféreg védi a kiilsé
hatasoktol a szimbionta baktériumokat és vektorként segiti a rovarba val6 bejutast [Lengyel,
K., 2007; Boszorményi, E., 2010].

A fonalféreg/baktérium szimbiotikus asszociaciok kizardlag a Steinernema/Xenorhabdus
illetve Heterorhabditis/Photorhabdus kapcsolatban 1éteznek [Boemare, N. E., 1993]. A
szimbiotikus kapcsolat mindkét oldalrol genetikailag meghatérozott, igy ez a szimbiozis
szigortian faj-specifikus. A fonalféreg/baktérium szimbiotikus kapcsolat az alabbi abran

szerepl6 felvételek segitségével szemléltethetd (1.5. abra).
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1.5. abra: (A) X. nematophila sejtek S. carpocapsae 1J bélcsé vezikulumaban.
(B) P. luminescens sejtek H. bacteriophora 1J kozépbelének eliilsé szakaszan.
[Ciche, T., 2007]

A fonalférgek biologiai novényvédelemben torténd felhaszndlhatdosaganak és szerepének
felfedezése az 1980-as évekig varatott magara, hiszen ekkor jottek ra, hogy széles kori
foldrajzi  elterjedésiiknek koszonhetden a biologiai ndvényvédelem természetesen
felhasznalhato eszkozei lehetnek a vilag minden tajan [Kaya, H. K., 1993]. Ezeknek az
¢lolényeknek hazankban Oshonos fajai is ismertek, tehat adott kornyezeti tényezdkhoz
igazitott alkalmazasuk Magyarorszagon is lehetséges. Emellett fontos tulajdonsag, hogy
melegvérii allatokra és az emberre gyakorolt negativ hatasaik nem ismeretesek, valamint
rovarkartevd tulajdonsagukat is szelektiven, adott fajokra hatva fejtik ki. A hagyomdanyos
novényvédelemben alkalmazott szerekkel szembeni nagy eldnyiik, hogy alkalmazasuk soran
elleniik rezisztencia kialakul4dsaval nem kell szamolni.

Az EPN-EPB komplexek gyakorlati alkalmazasanak egyik legnagyobb hatranya, hogy
relativ magas koltségekkel érhetd el megfeleld védettség egy adott teriileten a jellemzd
rovarkartevovel szemben. Foként az eljaras fajlagosan draga felhasznalasa okozza azt a tényt,
hogy a korabbi évtizedekben csupan specialis alkalmazasi teriileteken és csekély volumenben
tortént meg a kiilonféle nematoda-baktérium készitmények bioldgiai ndvényvédelemben vald
hasznositasa.

Az ipari megvalositds kezdeti fazisdban parhuzamosan tobb egyetemen is folytak az
infektiv dauerlarvdk nagy mennyiségben torténd termelését célzo kutatdsok Ausztralia, az
Egyesiilt Allamok és Eurdpa intézményeiben is. Ebben az idészakban a University of Kiel
munkacsoportja Dr. Ralf-Udo Ehlers vezetésével elséként megvalositotta a nematodak
tenyésztését bioreaktorban [Ehlers, R. U., 2001]. A késébbi években intenziv kutatas
eredményeként sikeriilt fejleszteni a folyadékban torténd tenyésztési technoldgiat. Ezek a
sikerek vezettek 1997-ben a német e-nema GmbH nevii cég alapitasahoz, amely jelenleg is az
egyik legnagyobb rovarpatogén nematoda készitmények gyartasaval foglalkozo piaci szerepld
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[e-nema]. Az alabbi tablazatban néhany e-nema termék gyakorlati felhasznalasa esetén

varhato jellemzé koltségek keriilnek bemutatasra (1.1. tablazat).

1.1. tablazat: e-nema készitmények esetén a felhasznalas jellemz6i [Fodor, A., 2011]

EPN készitmény Alkalmazasi teriilet Koltségek (€/ha) 1J dauerlarva / ha

nema-green® golf palya 2000 5% 10°
nemycel® gombafarm 800 20%10°
nemapom® hazi kert 500-1000 1,5%10°

A rovarkartevd fonalféreg/baktérium szimbiotikus komplexek gyakorlati alkalmazasanak
kornyezeti hatasokkal szembeni ellenalld képességiik, illetve érzékenységiik is hatart szab.
Ezek a rendszerek viszonylag alacsony UV- ¢és szarazsagtiréssel rendelkeznek [Mukuka, J.,
2010]. Emiatt alkalmazasuk szélesebb korben torténd elterjesztésének az ezen a teriileten
torténd fejlesztésiik adhat lehetdséget. Fodor és munkatarsai [Fodor, A., 1990] munkajukban
erre vonatkozoan a genetikai modositas lehetéségét dolgoztak ki egy, a C. elegans faj
esetében korabban sikeresen alkalmazott modszer alapjan. A jovében ez az elképzelés

képezheti az ezen a teriileten folyd kutatasok egyik elsddleges alapjat és irdnyvonalat.

1.3.1. Entomopatogén fonalférgek (EPN)

Az entomopatogén fonalférgek a kiilonbozd talajok komplexitasanak ellenére az egész
vilagon el6fordulnak, mindenhol azonositottdk mar Oket, el6forduldsukat leginkabb a
rendelkezésre allo célszervezet befolyasolja [Lucskai, A., 2004]. Az entomopatogén

nematodak rendszertani besorolasa az alabbi tablazatban lathat6 (1.2. tablazat).

1.2. tablazat: Entomopatogén nematodak rendszertani besorolasa [Lucskai, A., 2004]

torzs Nematoda
osztaly Secernentea
rend Rhabditida
alrend Rhabditina
focsalad Rhabditoidea
csalad Steinernematidae Heterorhabditidae

nemzetség Steinernema  Neosteinernema  Heterorhabditis
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A Heterorhabditis és a Steinernema nemzetségbe tartozé fajok morfologiai és fizioldgiai
szempontbol is sok hasonldésagot mutatnak, a vizsgalatok mégis azt bizonyitjak, hogy ez csak
a konvergens evolucio kovetkezménye, fejlodésiik fiiggetlen egymastol [Baxter, M. L., 1998].

Az EPN-ek posztembriondlis fejlodési alakjai koziil csak a dauer larvaval (IJ)
talalkozhatunk a talajban, ez a fert6zo larva jut a rovargazdaba, ahol petéit lerakva azok négy
larva stadiumon keresztiil fejlédnek (J1-J4). Az 1J larvak toltik be a vektor szerepét a
gazdaszervezet megtdmadasa soran. Mikdzben a rovar testliregébe juttatjdk a rovarpatogén
baktériumokat, J4 allapotba keriilnek. A dauer larva nem taplalkozik, bélcsdveiben pedig
kizarolag a szimbionta baktériumai vannak jelen. A kapcsolatban résztvevo €lolények kozott
egy olyan jel-kapcsolat miikodik, amely a természetben egyediilalld modon képes befolyassal

lenni a baktériumok osztddasara, sziikséges esetben a proliferacio leallasat is el6 tudja idézni.

-~
recover > l l e | J: ___//"-!
—  eere——.  [fOVar| - I
1 P

e AN
l hermafrodita

ndstény

1.6. abra: Heterorhabditis fajok életciklusa [Lengyel, K., 2007]

Heterorhabditis dauer larva a rovarba jutva onmegtermékenyitésre képes himnossé alakul.
A hermafrodita petéinek egy része testében kel ki és 1J larvava valik, a lerakott petékbdl pedig
valtivari és himnds fonalférgek fejlédnek kiilonbozd aranyban. Az ivar kialakuldsat és az
egyedek kozotti megoszlast a kornyezeti tényezok is befolyasolhatjak [Strauch, O., 1994;
Johnigk, S. A., 1999]. Bizonyos kémiai szignal koncentracido-emelkedésének hatasara a
morfologiailag elkiilonithetd J1 larvak egy része képes infektiv dauer larvava alakulni (1.6.
abra). A hermafroditakra és a ndstényekre egyarant jellemzd, hogy nem rakjak le az Gsszes
petéjiiket, hanem egy résziiket visszatartjak testiikben. Az tigynevezett ’endotokia matricida’

egyedek esetében a larvak az anya testében kelnek ki, majd altaldban dauerlarvava alakulnak.
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A Steinernema fajok dauerlarvaibol nagy altalanossagban csak him és ndstény egyedek
alakulnak ki, néhany esetben fordulhatnak csak el hermafroditak is [Griffin, C. T., 2000].

1.3.2. Entomopatogén baktériumok (EPB)

Az entomopatogén nematodakbdl izolalhatd baktériumok a jelenlegi rendszertani besorolas
szerint az Enterobacteriacae csalad tagjai és két nemzetség képviseldi tartoznak kozéjiik. Bar
riboszoéma adatbazisok alapjan az Enterobacteriacae csaladhoz soroljuk éket, nitrat-reduktaz
negativak, ami a csalad tobbi tagjaval ellentétben all.

Szimbiotikus  egylittmiikodésiik a fonalférgekkel mindkét oldalrdél genetikailag
meghatarozott. A Steinernema fajokkal a Xenorhabdus, a Heterohabditis fajokkal a
Photorhabdus baktériumok élnek egyiitt.

1.7. abra: Xenorhabdus (A) és Photorhabdus (B) telepek LBTA lemezen [Fodor, A., 2012]

Az els6 baktériumot, amelyet entomopatogén fonalféregbdl sikeresen izolaltak,
Achromobacter nematophilus néven irtak le a szakirodalomban. Az 0j nemzetség jelolésére
néhany évvel késébb a Xenorhabdus megnevezést javasoltak [Thomas, G. M., 1979]. Eleinte
minden egyes EPN bélcsovébdl izolalt baktériumot a Xenorhabdus nemzetségbe soroltak. A
Steinernema spp. fonalféreg fajok szimbiontai a X. nematophilus fajt alkottak, mig a
Heterorhabditis spp. szimbiontai X. luminescens fajként keriiltek beazonositasra. Az X.
luminescens elnevezés az egyes torzsek jellegzetes biolumineszcenciara vald képességébdl
szarmazik. 1993-t61 Photorhabdus néven 0j nemzetségbe keriiltek a korabbi X. luminescens
faj képvisel6i [Boemare, N. E., 1993]. A nemzetség szintli elkiilonitést tobbek kozott DNS-
DNS hibridizéciés ¢és fenotipusos eredmények 1is alatamasztottdk. Szallas Emilia és

munkatarsai publikaltak olyan modszert, amely az tgynevezett ,kézjegy-szekvencia”
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(signature sequence) alapjan miikodik és a két nemzetség elkiilonitésére alkalmazhato

[Széllas, E., 1997 ].

1.3.2.1. Xenorhabdus spp.

A Xenorhabdus baktériumok sejtjei palca alaktiak, méretiik 0,3-2x2-10 um. Gram-
negativak, fakultativ anaerobok, sporat nem képeznek. Altaldban 28 °C az optimalis
novekedési homérsékletiik. A glikozt gaz termelése nélkiil alakitjdk 4t savva. Lipaz és
protedz enzimeket is termelnek. Katalaz negativak ¢és daltalaban kevés szénhidratot
fermentalnak. Természetes koriilmények kozott csak a Steinernema spp. nemzetségbe tartozo
entomopatogén nematodak bélcsoveiben talalhatok meg. Az 1980-as évek végén izolaltak a
X. nematophila, a X. poinarii és X. bovienii fajok képviseldit [Akhurst, R. J., 1988]. A 2000-
es évek kozepén Lengyel Katalin és munkatarsai négy 0j Xenorhabdus fajt azonositottak a
kiilonb6z6 orszagokbdl gytijtott nematodakbol, 16S rRNS gén szekvencia alapjan [Lengyel,
K., 2005]. A Xenorhabdus budapestensis és a X. szentirmaii fajokat a kovetkezé években
jelentés érdeklodés Ovezte erds antagonista hatasuk miatt. Az analitikai vizsgalatok széles
spektrumu antimikrobidlis hatassal rendelkez6 anyagok valtozatos csoportjait tartak fel (pl. a
fabclavinok), amelyek késdbb hasznosithatéak lehetnek a ndvény- és allat-, vagy akar a
human gyogyaszatban is [Boszérményi, E., 2009; Fodor, A., 2010; Fuchs, S. W., 2014]. A X.
szentirmaii sajat kisérleteinkben is tanulmanyozott térzsének (DSM-16338) genomjat 2014-
ben szekvenaltak [Gualtieri, M., 2014], azéta a tipus torzs teljes genomja hozzaférhetd

adatbazisokban [XenorhabduScope].

1.3.2.2. Photorhabdus spp.

A Photorhabdus baktériumok sejtjei palca alaktak, méretik 0,5-2x1-10 pm. Gram-
negativak, fakultativ anaerobok, sporat nem képeznek. Mozgékonysaguk korkoros
elhelyezkedésti ostoraiknak koszonhetd. Intracellularis protein kristaly keletkezése csak a
primer sejtekre jellemzd. Biolumineszcencidjuk szabad szemmel is megfigyelhetd sotéthez
adaptalodva, fénymentes helyiségben. A fénykibocsatas intenzitdsa torzsenként valtozo, de a
primer sejtek minden esetben tobb nagysagrenddel erésebb fényt bocsatanak ki, mint a
megfeleld szekunder varians. A nemzetség legismertebb képvisel6i a Photorhabdus

luminescens és a P. temperata.
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1.3. tablazat: Entomopatogén baktérium fajok és szimbionta partneriik

EPB EPN
X. nematophila S. carpocapsae
X. bovienii S. feltiae
X. poinarii S. glaseri
X. budapestensis S. bicornutum
X. szentirmaii S. rarum
P. luminescens H. bacteriophora
P. temperata H. megidis

Az EPB fajok altalanos jellemzbje a ,,fazis-valtas”, azonban a sz6 eredeti értelmétdl eltérve
itt egy irreverzibilis folyamatrdl beszélhetiink, ahol a primer varidns genetikai valtozés
kisérete nélkiil ismeretlen okok miatt alakul véglegesen szekunder varianssa. A folyamatban
tobb gén kifejezddése is gatlas ala keriil, melynek hatasara megvaltozik az enzim-profil, a
sejtek festékkoto-képessége, a telepek morfologidja és motilitasa, valamint ledll az
antimikrobialis anyagok termelése is [Boszorményi, E., 2010; Boemare, N. E., 1997]. A
szekunder varians ez altal a szimbiotikus kapcsolat kiépitésére sem képes, tapforrasként nem
hasznosithatoak a nematodak szamara [Ehlers, R. U., 1990].

Az EPN-EPB szimbidzisban a primer variansnak van kdzponti szerepe, részben ez szolgal
a nematoda taplalékaul, részben pedig csak ez a varians képes antibiotikus hatéssal rendelkezd
komponensek termelésére. A szekunder varians okologiai szerepét még nem ismerjik, a
természetben izolalt fonalférgekbdl még nem azonositottak. A spontdn fazisvaltas a torzsek

fenntartasa soran kovetkezhet be [Lucskai, A., 2004; Fodor, A., 2012].

1.4. EPB-k altal termelt biolégiailag aktiv anyagok

Az entomopatogén nematoddk szimbionta baktériumairdl mar az 1950-es évek végén
feltételezték, hogy antimikrobialis hatasu anyagok termelésére képesek [Dutky, S. R., 1959],
azonban az ,,antibiotikumok fénykoraban” még viszonylag csekély kutatoi érdeklédés Gvezte
a felfedezést. Az els6 antibakterialis hatast vegyiileteket 1981-ben izolaltak [Paul, W. J.,
1981], napjainkban viszont mar tdbb mint negyven kiilonbdzdé biologiailag aktiv szekunder
metabolitot azonositottak Xenorhabdus és Photorhabdus tenyészetekbél. A metabolitok
tobbsége széles spektrumu bioaktivitassal rendelkezik, a Xenorhabdus fajok altal termelt
anyagokrol megallapithatd, hogy sokkal diverzebbek. Akhurst Gram-negativ és Gram-pozitiv

baktériumok ellen is sikeresen tesztelte a masodlagos anyagcseretermékek hatasat. Az EPB-k
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altal termelt kisebb molekulastilytl anyagok tobb baktérium és gomba ndvekedését, mig a
nagyobbak a kdzelebbi rokonsagban allo torzsek novekedését gatoljak [Akhurst, R. J., 1982].
A metabolitok k6zott azonositottak mar antibiotikus, antimikotikus, antiviralis, inszekticid és
nematicid hatasu vegyiileteket is (1.8. abra). Altaldban minden EPB torzs tobbféle, kiilonbozé

tipusu molekulat is termel.

OH O
o OH NH
H 2 H Q
N N\n/NH2 R'
/
(o) OH NH H OR
Xenocoumacin 1 (XCN1) Indol szarmazékok
(antibakterialis, antifungalis) R=H; Ac R'=Me; Et

Desaturase | Saccharopine dehydrogenase (antibakterialis)

OH Cl)H
OH O N
o . on f @ o
H
NM l}l
OH OH o
(0] OH lodinine Xenofuranone A R =Me
Xenocoumacin 2 (XCN2) Xenofuranone B R=H
(gyengén antibakterialis)
(o) Xenortide A
7 x N
: | o
Nematophm
(antibakteridlis, antifungalis)

Xenortide B

H
(o)
o) 7Y T Z “NH

Fenil-etil-amidok 3 (o)
R = Ph; Et; iPr
(citotoxikus)

o HN R" o
s— i 0
)i 0=s 74 O HN o
N 0]
S / \R. ] N
S wr o . . NH
RI RII H
Xenorhabdinl H  n-pentyl o
Xenorhabdinll H  4-methylpentyl
Xenorhabdin lll H  n-heptyl ]
Xenorhabdin IV Me n-pentyl Xenorxide |
Xenorhabdin V' Me 4-methylpentyl Xenorxide I Xenematide
(antibakterialis, antifungalis, inszekticid) H (antibakterialis, inszekticid)

1.8. abra: Xenorhabdus torzsek antimikrobialis anyagcseretermékei [Bode, H. B., 2009]
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A Xenorhabdus nematophila és X. bovienii genomok szekvenalasa mar a 2000-es években
megtortént, €s azonositottak is néhany olyan génklasztert, amelyek szerepet jatszanak a
masodlagos anyagcseretermékek bioszintézisében. A szakirodalomban leirt komponensek
kozott el6fordulnak  Kkis  molekulasulynak, mint az iodinine [Fodor, A., 2008], a
benzilidénaceton [Ji, D., 2004], a fenil-etil-amidok és indol szarmazékok [Li, J., 1995a;
Mclnerney, B. V., 1991a], de létezik néhany Osszetettebb szerkezetli metabolit is, mint a
xenorhabdinok és xenorxide-ok [Li, J., 1998], valamint a xenocoumacin-ok [Mclnerney, B.
V., 1991b]. A xenematide és a xenortide-ok voltak az els6 peptidek, amelyeket X.
nematophila baktériumbdl azonositottak [Lang, K., 2008]. Hatasmechanizmusokat tekintve az
indol szarmazékok (pl. a nematophin) és a xenorhabdinok az RNS- és fehérjeszintézist
gatoljak. A kiilonféle Xenorhabdus torzsek sejtkulturaibol izolalt szekunder metabolitokat az

alabbi tablazat foglalja 6ssze (1.4. tablazat).

1.4. tablazat: Xenorhabdus torzsekbél nyert szekunder metabolitok

Evszam Hatéanyag EPB forras Szerzok
1991. xenorhabdin és xenocoumacin X. nematophila Mclnerney et al.
1997. nematophin X. nematophila Liet al
1998. xenorxide X. bovienii Lietal.
2002. xenomin X. bovienii Webster et al.
2008. xenortide és xenematide X. nematophila Lang et al.
2008. iodinine X. szentirmaii Fodor et al.
2009. ciklolipopeptidek (PAX molekulak) X. nematophila Gualtieri ef al.
20009. bicornutin-A X. budapestensis Boszorményi et al.
2012. GP-19 és EP-20 X. budapestensis Xiao et al.

X. budapestensis

, . - Fuchs et al.
és X. szentirmaii

2014. fabclavinok

Photorhabdus baktériumok tenyészeteibdl hidroxisztilbéneket és kiilonb6z6 antrakinon
szarmazékokat sikeriilt kimutatni (1.9. abra), amelyek rendelkeznek antimikrobialis hatassal
[Li, J., 1995b]. A Photorhabdus genomszekvencia értelmezése soran tobb génrdl is

feltételezték, hogy szerepet jatszhatnak az antibiotikumok termelésében [Duchaud, E., 2003].
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20 lokuszon Osszesen 33 gént emlitenek a szerzok, amelyek egy része mar azonositott

antibiotikum szintetazokkal mutat homologiat, illetve peptid szintézisért felelds.

OR, O OR,

OH

O \
R

OH

Izopropil-sztilbén R =Me

Etil-sztilbén R=H
(antibakterialis, antifungalis, inszekticid) R, R, Ry R, R;
OH AQ-256 H H H H H
O o AQ-270a Me H H H H
AQ-270b H Me H H H
O AQ-284a Me Me H H H
AQ-284b H Me H H Me
OH AQ-300 H Me OH H Me
Epoxi-sztilbén AQ-314 Me Me H OMe H
(antibakteridlis, citotoxikus) (antibakterialis, hangya és madar riaszto)

1.9. abra: Photorhabdus torzsek antimikrobialis anyagcseretermékei [Bode, H. B., 2009]

A kisérletek mas-mas eredményt mutattak a bioaktiv anyagok mennyiségében és
Osszetételében is, eltérd torzseket vizsgalva [Hu, K., 2000; Webster, J. M., 2002]. Az in vitro
antibiotikum termelés befolyasolhato a tdptalaj Osszetételének, a homérséklet és a
levegdztetés mértékének valtoztatdsdval is. Mivel a folyamat soran spontdn bekovetkezd
fazisvaltas utan keletkezd szekunder sejtek antibiotikum termelése leall, vagy minimalis
szintre csOkken, a laboratoriumban termelt antibiotikum maximalis mennyisége igen valtozo

lehet.

1.4.1. Antimikrobialis peptidek

Az antimikrobidlis peptidek (AMP) a legtobb €161ény természetes védekezd rendszerének
részei a patogén korokozok elleni kiizdelemben. Szamtalan el6nyos tulajdonsaggal
rendelkeznek, ilyen a termikus stabilitasuk és a viszonylag kis molekulastlyuk (<10 kDa).
Széles spektrumu antibiotikus aktivitdsuk a mikroorganizmusok valtozatos korében fejti ki
hatasat, igy alkalmasak Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok, ¢élesztok, gombak,
virusok és protozoonok elleni védekezésre is. Az elmult két évtizedben szamos €161énybol
izolaltak antimikrobidlis peptideket, tobbek kozott gerincesekbdl, gerinctelenekbdl,

novényekbdl, gombakbdl és baktériumokbol [Reddy, K. V. R., 2004].
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NMR spektroszkopia segitségével végzett strukturdlis vizsgéalatok alapjan az

antimikrobialis peptideket 5 nagy csoportba osztottak [Reddy, K. V. R., 2004]:

* a-hélix struktarékat alkotd peptidek,

»  cisztein-szarmazékokban gazdag peptidek,

*  B-redo struktarakat alkotd peptidek,

» reguldris aminosavakban gazdag peptidek (arginin, prolin, hisztatin),

* ritka és modosult aminosavakbol allo peptidek.

Legfontosabb tulajdonsaguk, hogy nehezen alakul ki elleniik rezisztencia [Hastings, P.,
2004]. Ennek koszonhetden sikeresen alkalmazhatoak lehetnek a gydgyszerészetben, az
integralt ndvényvédelemben és mas teriileteken is.

Bér az antimikrobidlis peptidek hatdsmechanizmusa tovabbra sem ismert pontosan, a
kiilonb6z6 vélemények megegyeznek abban, hogy szelektiven szakitjak fel a sejthartyat, ami
a sejt liziséhez vezet. A peptidek amfipatikus tulajdonsaga fontos szerepet jatszik a
folyamatban. Az AMP molekulaval torténd kolcsonhatds atmeneti porusok, nyilasok
képz6dését is eldidézheti a sejtmembranon, eldsegitve ezzel a peptidek intracellularis
transzportjat [Maroti, G., 2011]. A lehetséges membran-interakciokat az 1.10. abra szemlélteti

[Li, Y., 2012].

(C)Hordo-donga (D) Aggregat csatorna

(A) Gyiiris (B) Szonyeg-szeri

1.10. abra: Antimikrobialis peptidek hatasmechanizmusa [Li, Y., 2012]
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A. A gyliris modellben a peptidek dsszekapcsolodnak és a keletkezd porusok mentén
folyamatos elhajlasra kényszeritik a lipid monorétegeket, igy mind a beé¢kelddott
peptidek, mind a lipid fej csoportok vizes zarvanyokat alakitanak ki.

B. A szényeg modellben a peptid lancok szdényegszeriien lefedik a membranok
feliiletét és a detergens hatdsnak koszonhetden oldhatéva teszik azt egy bizonyos
kiiszob-koncentracio felett. Altaldban magas peptid:lipid ardny sziikséges a
folyamat lejatszodasahoz.

C. A hordo-donga modellben a peptidek a sejtmembranhoz koétédnek, majd
beékelddnek a membran hidroféb magjaba, egy porust kialakitva azon. A feliileten
keletkezett nyilas a citoplazma folyadék szivargasat okozza ¢és ez altal a sejt
pusztulasat.

D. Az aggregat csatorna modellben a peptidek beékelédnek a membranba és
szabalytalan aggregatum-csoportokba rendezddnek, amelyek képesek athatolni a
membranon. Ezek az aggregdtumok viz molekuldkat is szallitanak magukkal,

csatorndkat kialakitva az ionok és nagyobb molekuldk 4tjutdsdhoz.

Az antimikrobialis peptidek kdzé sorolhatd a korabban emlitett Xenorhabdus masodlagos
anyagcsere termékek koziil a xenematide, a xenortide-ok és néhany PAX-molekula, amelyek
mind gyliriis szerkezettel rendelkeznek. A regularis aminosavakban gazdag peptidek kozé
tartoz6 UV-aktiv molekula a bicornutin-A, melyet Magyarorszagon izolaltak 2008-ban
Xenorhabdus budapestensis sejt kulturajabol [Boszorményi, E., 2009]. Linearis hexapeptid
szerkezetét eleinte csak részlegesen sikeriilt tisztazni, argininben gazdag, a C-terminalis pedig
ismeretlen volt (RLRRRX). Késobb egy német kutatocsoport MALDI-CID-MS2 analizis
segitségével hatarozta meg a molekula elsddleges szerkezetét (1.11. abra). A hianyz6 C-
terminalis tomege a mérések alapjan 88,1 Da-nak adodott. A bicornutin Al kémiai Uton
torténd szintetizalasa L és D konfiguracioban is megtortént. Emellett a C-terminalis
pozicioban feniletilamin gyodkkel rendelkezé bicornutin A2 szarmazékot (859,59 Da) is
azonositottak X. budapestensis DSM 16342 tenyészetb6l. A vizsgalt bicornutin
modosulatoknak azonban egyike sem mutatott antibiotikus aktivitast in vitro kisérletekben
[Fuchs, S. W., 2012].
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Bicornutin A2 R=
HN NH,

1.11. abra: Bicornutin A1 és A2 molekulaszerkezete [Fuchs, S. W., 2012]

Tovabbi Xenorhabdus budapestensis sejt-tenyészetbdl izolalt peptidek kozé tartozik a GP-
19 ¢és az EP-20, melyek erés antimikrobialis aktivitast mutattak novénypatogén
baktériumokkal (Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria, Pseudomonas solanacearum,
Prototheca wickerhamii) és gombakkal (Phytophthora capsici, Verticillium dahliae,
Fusarium omysporum, Fusarium graminearum) szemben. Héstabilak és ellenalloak
enzimatikus hidrolizissel szemben. A GP-19 neutralis molekula, az EP-20 nett6 negativ
toltéssel rendelkezik. A GP-19 aminosav szekvencidgja GPVGLLSSPGSLPPVGGAP, az EP-
20 aminosav-sorrendje EGPVGLADPDGPASAPLGAP [Xiao, Y., 2012]. Szerkezetiik
alapjan szintén a regularis aminosavakban gazdag antimikrobialis peptidek k6z¢€ sorolhatdak,
egyik {6 alkot6 elemiik a prolin.

A fabclavinok nem-riboszomalis uton képz6do peptid-poliketid hibridek, melyek egy
poliamino-csoporthoz kapcsolédnak (1.12. abra). Molekulaszerkezetiiket dsszetett NMR és
tomegspektroszkopids modszerek segitségével sikeriilt meghatdrozni. A fabclavinok
szerkezetiiket tekintve hasonloak a kationos antimikrobialis peptidekhez [Lin, L., 2015],
amelyek szinergista hatasuknak koszonhetéen képesek erdsiteni a kombindltan hasznalt
antibiotikumok hatékonysagat [Hancock, R. E. W., 2001]. In vitro kisérletekben hatasosnak
bizonyultak Bacillus subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Plasmodium falciparum,
Saccharomyces cerevisiae, Trypanosoma brucei és T. cruzi ellen [Fuchs, S. W., 2014].

A széles-spektrumu aktivitds a fabclavinok altalanos jellegli toxicitasat jelzi, amely a
természetben fontos védelmi szerepet tolt be az EPN-EPB komplex Iétfenntartasa
szempontjabol, mivel képesek tavol tartani a kompetitiv organizmusokat (baktériumok,

gombak, protozodk) az elpusztult gazdadllatban és a talajban is. A fabclavinokat sikeriilt
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kimutatni X. budapestensis és X. szentirmaii EPB torzsekbol egyarant. A vegyiilet-csoport

bioszintéziséért felelds gén-klaszter azonositasa is megtortént [Fuchs, S. W., 2014].

Elnevezés |No.| n

R
HN Fabclavinla | 1| 2
Q Fabclavinlb | 2 | 1

HO (o) o
ISEUB T,
N i NH
H,N' N NH w Fabclavinlla | 3 | 2 \[/>
: (o) NI-&/%, Fabclavinllb | 4 | 1 N
0 OH NH, NH,
[HO N/\/\/\/\/\/P\/\/\/\i)\
H 3
B)
HN/\\N H,N
HO (0] o S (o)
H (0]
HN" N N NA
2 H NH Fabclavin IVa
HO N/\/\/\/\/\/P\/\/\/\i)\
2

1.12. abra: Fabclavinok szerkezete [Fuchs, S. W., 2014]
(A. X. budapestensis baktériumbél, B. X. szentirmaii baktériumbol azonositott)

Napjainkban a kiilonb6zd eredetli antimikrobidlis peptidek egyre fontosabb szerepet
jatszanak életiinkben. Az AMP tipust hatéanyagok elsdsorban azért keriilnek az érdeklddés
kozéppontjaba, mert sokan ugy gondoljak, hogy a jovOben megfeleld alternativat jelenthetnek
az ¢lelmiszeriparban alkalmazott tartdsitoszerekkel, vagy a hagyomanyos antibiotikumokkal
szemben. Igy élelmiszer-adalékanyagként, valamint a gyogyszeriparban fertézések,
betegségek kezelése (pl. multidrog-rezisztens baktériumok elleni védekezés) céljabdl is nagy
hangsulyt fektetnek kutatasukra és fejlesztéstikre [Li, Y., 2012].
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1.5. Ceélkitiizések

Az éltalam végzett kisérletek célja, hogy megvizsgaljam az entomopatogén baktériumok
felhasznalasaval 1étrehozhatd biopreparatumokat, felhasznalhatoak Iehetnek-e bakterialis
eredetli ndvénypatogén korokozok ellen az integralt ndvényvédelemben.

A szakirodalmi adatgyiijtés alapjan, elsdsorban két erés antagonista hatassal rendelkezd
EPB torzs (Xenorhabdus budapestensis ¢s X. szentirmaii) sejtmentes fermentleveinek
eléallitasat, majd antimikrobialis aktivitasuk mérését tervezem végrehajtani, in vitro
kisérletek nagyszamu mintan torténé elvégzésével. Az adatok Gsszehasonlitasa lehetséges az
ugyanezen torzsekkel végzett korabbi vizsgalati eredmények alapjan [Boszorményi, E., 2009;
Fodor, A., 2012]. Az igéretesebb antibiotikum-termeld torzs kivalasztasa utan kiilonb6zo
tisztitottsdgi fokt mintdkat tervezek eldallitani. Az elkészitett biopreparatumok hatdsdnak
igazolasa érdekében kiilonb6z6 antibiotikum-érzékenységi modszerek adaptalasa és
alkalmazasa sziikséges.

In vivo kisérletekben két olyan novényi korokozot (Erwinia amylovora és Ralstonia
solanacearum) valasztottam a hatasossag igazolasara, melyekkel szemben a jelenleg érvényes
szabalyozas miatt nincs megfelel6 védekezési mod a hazai gyakorlatban. A novénykisérletek
soran az elkészitett biopreparatumok fitotoxikus hatasat is sziikséges vizsgalni, hiszen az
alkalmazhatdsag alapfeltétele, hogy a védendd gazdandvényben ne jelentkezzen kdrosodés a
kezelés hatasara. Végiil az eredmények tekintetében értékelhetd a kiilonbozo tisztitottsagi

fokt mintak novényvédelmi célu felhasznalhatosaga.
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2. Anyagok és médszerek

2.1. Anyagok

2.1.1. Entomopatogén baktérium torzsek

A kisérletek soran alkalmazott antagonista baktérium térzsek a Xenorhabdus budapestensis
DSM-16342" (EMA) és a Xenorhabdus szentirmaii DSM-16338" (EMC) voltak. Mindkét
torzset Lengyel Katalin irta le el6szor. A X. szentirmaii baktériumokat S. rarum, mig a X.
budapestensis-t a S. bicornutum nematoda fajbdl izolaltak [Lengyel, K., 2005]. A DSMZ
(Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) torzsgylijtemény
tipustorzseiként keriiltek elhelyezésre a megjelolt azonositd szammal Németorszagban. Az
entomopatogén baktériumok folyamatos fenntartasat és tenyésztésiiket Luria-Bertani Broth
(LB), illetve modositott Luria Agar (LBA) tapkozegek felhasznalasaval végeztem 25 °C
hémérsékleten [Ausubel, F. M., 1999]. Az antibiotikum-termel6 primer sejtek ¢és az inaktiv
szekunder varians megkiilonboztetésére LBTA indikator taptalajon Szélesztettem a torzseket.
A festékanyagok megkotésére a szekunder sejtek nem képesek, a primer telepek viszont
sotétkék szinnel rendelkeznek 48 ora inkubalast kovetéen 25 °C-on [Leclerc, M. C., 1991]. A
megfeleld EPB torzs primer (sotétkék) kiilonalldo ,,maganyos telepet” oltdkaccsal LB
tapoldatba oltottam, B. Braun Biotech International Certomat S és Certomat HK tipusu
termosztalhatd korkords sikrazogépben 25 °C-on felndvesztve tomény inokulum oldatot
készitettem, majd 60%-0s glicerin oldattal 2:1 arinyban elegyitve 2 cm®-es Eppendorf

edényekben -20 °C-on taroltam a kovetkezd felhasznalasig.

2.1.2. Teszt baktériumok

Az antimikrobialis hatés tesztelését ndvénypatogén baktériumokon végeztem el. A torzsek
a Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyiijteményébdl (NCAIM Budapest)
szarmaznak [NCAIM]. Nagy szamban valasztottam olyan korokozokat, melyek esetén mar
rendelkezésre all a szakirodalomban olyan vizsgalati adat, amely alapjan a reprodukalhatdsag
ellendrizhetd, illetve a vizsgdlatok szamaval és korével az ismeretek bOvitése is

megvalosulhat.
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A tesztelt mikroorganizmusok az Agrobacterium, Clavibacter, Curtobacterium, Dickeya,
Erwinia, Klebsiella, Pseudomonas, Ralstonia és Xanthomonas nemzetségek képviseldi.
Tobbséglik Gram-negativ korokozo6, de Gram-pozitiv baktérium is megtalalhatd kozottiik
(Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae).

Az E. amylovora négy kiilonb6zd torzsét is hasznaltam a kisérletekben. Az Eal jeldlési
vad tipusu torzset — amely rifampinra és streptomycinre egyarant érzékeny — Dr. Hevesi
Maria izolalta 1995-ben egy tilizelhalassal fert6z6dott almafardl Nyarlérine telepiilésen
[Hevesi, M., 1996]. A tobbi harom E. amylovora térzs Dr. A. L. Jones (Michigan State
University) professzortol szarmazik [McGhee, G. C., 2000]. Az Eal10 jeli torzs rifampinra
rezisztens, de érzékeny strepromycinre. Két tovabbi tdrzs rezisztens streptomycinre &S
érzékenységet mutat rifampin ellen. Ezek koziil az Ea88 avirulens, mig az Ea Call virulens
baktérium torzs [Boszorményi, E., 2009].

A vizsgalt novénypatogén baktérium torzseket a 2.1. tablazat foglalja ssze.

2.1. tablazat: Kisérletekben tesztelt novénypatogén baktérium torzsek

Teszt baktérium Torzsszam Betegség
Agrobacterium tumefaciens NCAIM B.01681 gyokérgolyva
Clavibacter michiganense ; ar ]
._ g NCAIM B.01531 paradicsom baktejrlurnos rak,
ssp. michiganense hervadas
Curtobacterium flaccumfaciens )
NCAIM B.01612 cékla érnekrozisa
pv. betae
Dickeya chrysanthemi NCAIM B.01839 bakter,lumos her,vadas’
lagyrothadas
Erwinia amylovora NCAIM B.01728 (Eal)
Erwinia amylovora Eal110 rif?
tiizelhalas
Erwinia amylovora Ea88 str” avirulens
Erwinia amylovora EaCal1 str® virulens
Erwinia carotovora NCAIM B.01109 baktériumos lagyrothadas
Pseudomonas corrugata NCAIM B.01637 p§zeugomonaszqs
szarszovetbarnulas
Pseudomonas fluorescens NCAIM B.01665
lagyrothadas
Pseudomonas fluorescens NCAIM B.01969

-42 -



Pseudomonas syringae
pv. glycinea

NCAIM B.01574

szo0ja baktériumos hervadasa

Pseudomonas syringae
pv. lachrymans

NCAIM B.01537

uborka pszeudomonaszos
betegsége

Pseudomonas syringae
pv. morsprunorum

NCAIM B.01684

csonthéjasok baktériumos
rakosodasa

Pseudomonas syringae
pv. savastanoi

NCAIM B.01823

pszeudomonaszos rakosodas

Pseudomonas syringae

NCAIM B.01556

bab baktériumos zsirfoltossaga,

csonthéjas gyiimolcsok
rakosodasa

pv. syringae
Ralstonia solanacearum 879 (PD2762)
Ralstonia solanacearum R1240

paradicsom, paprika, burgonya
baktériumos hervadasa

Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli

NCAIM B.01523

bab baktériumos hervadasa

Xanthomonas campestris
pv. carotae

NCAIM B.01699

sargarépa baktériumos hervadasa

Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria

NCAIM B.01857

paradicsom és paprika
baktériumos varasodasa

2.1.3. Gazdanovények

In vivo kisérletek folytatasahoz olyan gazdandvényeket alkalmaztam, amelyek infekcioja a

kivalasztott korokozokkal és alkalmas metodika segitségével viszonylag egyszeriien

megvalosithatd, valamint modellezhetd a betegség altal kivaltott tlinet-egylittes. A

vizsgalatokhoz hasznalt ndvényeket szabalyozott, ellendrzott koriilmények kozott nevelték,

igy az egyes egyedek kozotti eltérések mértéke elhanyagolhato.

2.1.3.1. Alma -’Watson Jonathan’

Az E. amylovora baktérium fertézését, illetve azzal szemben kifejtett gatlo hatast a

"Watson Jonathan’ nevii alma fajtan vizsgaltam, amely egy kereskedelmi forgalomban

el6forduld, tiizelhalasra fogékony fajta. A kisérleti névényanyagot képez6 viragzatokat a
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Budapesti Corvinus Egyetem (BCE) Kertészettudomanyi Kar Kisérleti Uzemének és

Tangazdasaganak génbanki fajtagylijteményébdl, Soroksaron szereztiik be.

2.1.3.2. Burgonya - ’Balatoni rézsa’

A burgonyaval végzett novénykisérletekben a keszthelyi nemesitésti ’Balatoni rozsa’ fajtat
vizsgaltam, amely a 87.3143 x Kuroda keresztezésébdl szarmazik és 2007-ben kapott allami
mindsitést. A hazai vetéburgonya szaporitdsban vezetd fajta, termesztési teriilete
Magyarorszagon megkozeliti az 1000 ha-t. Nagy méretii gumok jellemzik, melyek kozepes
szarazanyag-tartalommal rendelkeznek (19-20 %) [Balatoni rozsa]. A kisérleti névényanyag
steril mikroszaporitasi eljarassal, kontrollalt koriilmények kozott ndvesztett és Murashige-
Skoog (MS) taptalajon gyokereztetett 6 hetes nevelési idejii burgonya névényekbdl allt,
melyet a keszthelyi Burgonyakutatasi Kozpontbol szereztiink be (Pannon Egyetem,

Agrartudomanyi Centrum, Burgonyakutatasi Kézpont).

2.1.4. Taptalajok, oldatok

A baktériumok fenntartasahoz, illetve a kisérletek soran folyadék fazisban Luria-Bertani
Broth (LB), szilard taptalajon modositott Luria-Bertani Agar (LBA) tapkozegeket hasznaltam.
Az LBTA indikéator taptalaj — amely a primer EPB sejtek megkiilonboztetésére alkalmas —
készitése esetén az LBA OsszetevOihez autoklavozast kovetden, 50-60 °C koriili
hémérsékleten kell hozzaadni a két festékanyagot, amelyek a kékes szinarnyalatot
eredményezik (0,0025% BTB ¢és 0,004% TTC) [Drace, K., 2008]. A festékanyagok
(bromtimolkék és 2,3,5-trifeniltetrazolium-klorid) megkotésére csak az antimikrobialis
anyagok termelésére is képes primer telepek képesek. Lagy agart (SA) agardiffuzios és
feliilrétegzéses tesztek esetén hasznaltam. Az alkalmazott tapkozegek a Biolab Zrt. termékei
voltak. Az 1 liter tapkozeg készitéséhez felhasznalt Osszetevoket a 2.2. tablazat foglalja ossze.
A tapkozegeket Osszemérést kovetden autoklavban (121 °C hdmérséklet, 1 bar nyomas, 20

perc) sterilizaltam.
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2.2. tablazat: Az alkalmazott tapkozegek Osszetevoi

Eleszt6 .
Kivonat Tripton NacCl Agar BTB TTC
LB 59/l 10 g/l 10 g/l
2xLB 10 g/l 20 g/l 20 g/l
LBA 59/ 10 g/l 10 g/l 17 g/l
LBTA 5 g/l 10 g/l 10 g/l 17 g/l 0,0025% 0,004%
SA 6 g/l
2.1.5. Antibiotikumok
A kivalasztott nOvénypatogén teszt Dbaktériumok  viselkedését hagyomanyos

antibiotikumokkal szemben is vizsgaltam. A kisérletek sordan minden antibiotikum esetében

olyan koncentraciot alkalmaztam, amely alapjan biztonsaggal eldonthetd az adott tdrzs

rezisztenciaja. Az antibiotikum koncentraciokat a CLSI szabvanyban Enterobacteriaceae

baktériumokra meghatarozott MIC standard értékek alapjan allitottam be (2.3. tablazat).

2.3. tablazat: Az alkalmazott antibiotikumok jellemzé MIC értékei Enterocateriaceae

baktériumokra [CLSI, 2011]

MIC Standard* (ng/ml)

Antimikrobialis

hatéanyag Jelolés S | R
Ampicillin AM <8 16 >32
Carbenicillin CB <16 5 > 64
Chloramphenicol CHL <8 16 >32
Gentamicin GM <4 8 >16
Kanamycin KM <16 32 > 64
Nalidixinsav NAL <16 - >32
Rifampin RIF <1 2 >4
Streptomycin STR - - -
Tetracyclin TET <4 8 >16

*CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-First Informational

Supplement. CLSI document M100-S21. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute;

2011.
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A kisérletekhez hasznalt antibiotikum-oldatok eldallitasat a szilard, por alaku hatéanyag-

komponensekbdl (Sigma-Aldrich) kiindulva, az eldirt protokoll figyelembe vételével

végeztem. Az oldatok elkészitését, valamint a kisérletekben hasznalt végsé oldat-

koncentracidkat a 2.4. tablazat szemlélteti.

2.4, tablazat: Antibiotikum-oldatok készitése [CLSI, 2011]

. - . Végso
Antimikrobidlis o140+ Higiisr  Toroo it fonc
Yag | (mg/mi)
T foszfat puffer, foszfat puffer,
Mgl pH80:01mol/l  pH6.0 01moll 2 =
Carbenicillin viz 6,4 64
Chloramphenicol 95% etanol viz 3,2 32
Gentamicin viz 1,6 16
Kanamycin viz 6,4 64
Y5 térfogat viz,
Nalidixinsav majd 1 mol/l NaOH- 3,2 32
ot hozza csepegtetve
Rifampin metanol 0,4 4
Streptomycin viz 3,2 32
Tetracyclin viz 1,6 16

*CLSI. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing; Twenty-First

Informational Supplement. CLSI document M100-S21. Wayne, PA: Clinical and Laboratory
Standards Institute; 2011.

2.2. Modszerek

2.2.1. Baktériumok fenntartasa és tenyésztése

A baktériumtorzsek tartos tarolasa -20 °C-on fagyasztassal tortént, az adott baktérium

inokulum ¢és glicerin oldat elegyének formajaban. A kisérletek idészakaban a sziikséges

torzsek fenntartasat LBA szilard taptalajon szélesztéssel végeztem, hetente atoltassal. Mind az
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entomopatogén, mind a ndvénypatogén térzsek hdmérsékleti optimuma a 25-28 °C kozotti
tartomanyba esik, ezért novesztésiiket 25 °C-on termosztalva, folyadék fazisban szaporités

esetén LB tapoldatban 150-200 rpm fordulatszamon razatva végeztem.

2.2.2. Telepszamlalas

A telepszamlalasos modszer alkalmas egy adott baktérium tdrzs vizes (szintelen) oldatban
1évo sejtszama ¢€s az oldat optikai slrisége kozotti Osszefiiggés meghatarozasara. Az
eredmény alkalmazasaval tetszdleges sejtkoncentracioval rendelkez6 oldat készithet6 az adott
baktériumbol egy megfeleléen tomény vizes szuszpenzidt készitve, majd az abszorbancia
alapjan torténd szamitas szerint az oldatot higitva.

A mérés soran az adott teszt baktérium toérzset LBA téptalajra szélesztettem, majd 48 6ra
inkubaciot (25 °C) kovetéen a felszaporodott baktérium telepeket laminaris boxban steril
fiziologias sooldattal lemostam a szilard taptalaj felszinérdl és kémcsébe pipettazva 5 ml-re
egészitettem ki. Az igy kapott tdmény sejt-szuszpenziobol kiindulva higitasi sort készitettem
kémcsovekben steril 0,9%-0os NaCl oldat felhasznalasaval, majd mindegyikb6l 10 pl
mennyiséget szélesztettem LBA lemezekre, 3 ismétlésben. A kiilonb6zd higitasok
abszorbanciajat 620 nm hulliamhosszon mértem desztillalt vizzel szemben Hach-Lange DR
3900 spektrofotométerrel. Végiil az adatokat abrazolva kaptam meg az optikai denzitas (OD)
¢s a higitdsok kozotti Osszefiiggést. A szélesztett lemezeken 48 ora inkubdlas (25 °C) utan
meghataroztam a kindtt baktérium telepek szdmat (CFU - ’colony forming unit’), igy a
megfeleld higitasokhoz sejtszam adatok rendelhetéek. A mérést az E. amylovora Eal és a

Ralstonia solanacearum R1240 térzsekkel végeztem el.

2.2.3. Sejtmentes kondicionalt Xenorhabdus fermentlé elballitasa

A Xenorhabdus budapestensis DSM-16342" és Xenorhabdus szentirmaii DSM-16338"
EPB torzseket LBTA taptalajon szélesztettem. 48 oOra inkubdalas (25 °C) utdn a sotétkek
szinnel rendelkez6 kiilonallo telepeket - amely az AMP-termel6 primer varianst jelzi [Leclerc,
M. C., 1991] - 3-3 ml LB tapoldatba oltottam kémcsovekben, majd 25 °C hémérsékleten
razattam (200 rpm) 24 6ran keresztiil. A 1épték-novelés ezutan két 1€épésben valdsult meg:

200, majd 1000 ml térfogatti Erlenmeyer-lombikokban, melyek steril dugdval voltak ellatva.
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A folyadék-kultarak a rendelkezésre all6 lombik-térfogatok negyedét tették ki, igy razatassal
biztosithatéak voltak a baktériumok szaporodasdhoz sziikséges aerob koriilmények. A
stacioner fazis elérését kovetden centrifugaltam a sejt-kultarakat (15000 g, 20 perc), a
kiilonb6z6 sarzsok feliiluszoit kiilon cimkézett tivegekbe gylijtve. A lombikok aljan maradt
inokulum feleslegbdl feliilrétegzéses teszthez elore elkészitett LBA lemezekre pipettaztam 5-5
pul mennyiségeket, majd 5 nap inkubdlast (25 °C) kovetden az elOkisérletek alapjan
érzékenynek bizonyult E. amylovora Eal torzzsel szemben teszteltem. A gatlasi zona
kialakulasaval ellendrizhetd, hogy az adott tenyészet nem valtott fenotipust a laboratoriumi
novesztés soran. Az aktivnak bizonyulod centrifugdlt sarzsokat 0,22 pum pérusatmérdji
szlir6vel (Merck Millipore), vakuumszivattya alkalmazasaval sziirtem (2.1. abra). Az eljaras
végén nyert sejtmentes kondicionalt fermentleveket (CFCM) hiitében taroltuk a

felhasznalasig, 4 °C hémérsékleten.

2.1. abra: Centrifugalt Xenorhabdus fermentlé sziirése

2.2.4. Tisztitott bioaktiv frakcio eloallitasa

Az EMA sejtmentes kondicionalt fermentlébél (CFCM) 3 liter mennyiséget tovabbi
tisztitdsnak vetettem ala. Az eldkészitett oldatokat 48 oOran keresztiil razattam 150 rpm
fordulaton, 20 g/l - el6zdleg desztillalt vizben autoklav segitségével (121 °C, 30 perc) aktivalt
- Amberlite® XAD 11807 (Alfa Aesar GmbH & Co KG) kationcseréld gyantaval, a bioaktiv

anyagok adszorbealasa érdekében [Boszorményi, E., 2009]. A gyanta mosasa és az extrahalas
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ezutan tobb lépésben, desztillalt vizzel és kiillonbozé toménységli metanol-oldatokkal tortént,
vakuumszivattyu alkalmazasa mellett a kovetkezd sorrendben:

1. 11 steril deszt. vizzel {ivegsziirdn mosatva a szennyezddések eltavolitasa a gyantarol,
A gyanta atmosdasa 0,45 pm pérusatmérdji sziiréfeltétre (Merck Millipore),
500 ml 25 %-0s MeOH-al tovabbi szennyez6 anyagok eliminalhatdak,
3x300 ml 50 %-0s MeOH a szinanyagok és inaktiv vegyiiletek eltavolitasara,
3x%300 ml 80 %-0s MeOH-al elualhaté néhany tovabbi komponens - foként triptamin -,

© o~ wD

300 ml tomény MeOH, 3 ml 2 N HCl-val savanyitva.

Az eljaras 1-5. pontjaiban keletkezd eludtumok antimikrobidlis hatasi anyagot nem, vagy
csak elhanyagolhatdé mennyiségben tartalmaznak. A savas kémhatasi, tomény metanolos
frakciot - amely a bioaktiv komponenseket mennyiségileg tartalmazza - rotacids vakuum-
desztillalo berendezés (Heidolph VV 2000) segitségével kiméletes koriilmények kozott (35 °C
hémérsékleten) beparoltam hozzavetdleg 50 ml térfogatra (2.2. abra), majd 2 N NH,OH-oldat

segitségével kozombositettem pH~6 értekig.

2.2. abra: CFCM beparlasa rotaciés vaikuum-desztillacioval

A neutralizalt mintat ezutan teljesen szarazra paroltam, a folyamat végén pedig

tomegméréssel meghataroztam az eléallitott biopreparatum mennyiségét (2.3. abra).
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Az eljaras eredményeként kapott EMA tisztitott bioaktiv anyag kiilonféle in vitro
kisérletekben, valamint nodvénykisérletben alma viragzatokon is tesztelésre Kkeriilt a
szakirodalomban leirt modszerek alapjan.

Az EMA ¢és EMC CFCM oldatokbol 1-1 liter mennyiséget ugyanilyen metodika
alkalmazésaval tisztitottam, aranyosan kisebb vegyszermennyiségek felhasznalasaval. Az igy

kapott tisztitott EMA és EMC biopreparatumon analitikai vizsgalatokat folytattam.

2.3. abra: Az eloallitott EMA biopreparatum

2.2.5. In vitro vizsgalati médszerek

2.2.5.1. Teszt baktériumok érzékenysége hagyomanyos
antibiotikumokkal szemben

A konvencionalis antibiotikumokkal elvégzett kisérletek elsdsorban annak megallapitasara
szolgaltak, hogy - a féleg E. coli-ra megallapitott - antibiotikum koncentraciok koziil melyek
azok, amelyekre érzékenyek illetve rezisztensek a vizsgalt ndvénypatogén teszt baktériumok.
Ennek megfeleléen minden antibiotikumbdl egy meghatirozott koncentracio keriilt
vizsgélatra.

A mintdk Osszemérését steril laminaris flilkében, 96-lyuku sejttenyésztd plate-eken
végeztem el. Az elrendezést a 2.5. tdblazat szemlélteti. Minden egyes mikrotitrator lemez két
teszt baktérium érzékenységének vizsgalatara szolgalt. Az antibiotikumokat 3-3 parhuzamos
alkalmazasaval teszteltem a baktériumok ellen (3-11. szamu oszlopok). Ezekben az esetekben
188 ul autoklavozott LB tapoldatot mértem be, amelyet a kisérlet inditdsakor beoltottam 10 pl

mennyiségli, elézdleg O/N felndvesztett teszt baktérium inokulummal, majd 2 pl-t
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pipettdztam hozzd a megfeleld antibiotikum tdrzsoldatbol, igy kialakitva a végsd vizsgalt
koncentraciot (2.4. tablazat).

A lemezek szélein (1. és 12. szamu oszlopok), valamint a tesztelt mintak kozott (D és H
sorok) negativ kontrollként tiszta autoklavozott LB tapoldatot pipettaztam (200 ul). Ezzel
ellendrizhetd, hogy a plate-ek nem fertézédtek be a kisérlet alatt. A 2. oszlopban 190 ul LB
tapoldatot 10 pl mennyiségili teszt baktérium inokulummal oltottam be. Ezek a mintak pozitiv

kontrollként a baktériumok szaporodasat szemléltették antibiotikum hianyaban.

2.5. tablazat: Teszt baktériumok vizsgalata hagyomanyos antibiotikumokkal szemben

1| 2 | 3|45 |6 |7 8 9|10/ 11]1
LB | LB+ Tbl* | AM | CB | CHL | GM | KM | NAL | RIF | STR | TET | LB

A

B

C

D (LB)
1| 2 | 3|45 |6 7] 8 91|11
LB | LB+ Th2* | AM [ CB [ CHL [ GM | KM | NAL [ RIF [ STR | TET | LB

E

F

G

H (LB)

*Tb1 = Teszt baktérium1; Tb2 = Teszt baktérium?2

Osszemérést kovetéen a plate-eket feddlemezzel ellatva razdgépre helyeztem, majd 120
rpm fordulatszdmon rédzattam 24 oOran keresztiil, 25 °C-on termosztilva. Az értékelés
vizualisan tortént a mintdk optikai denzitasa alapjan, amely a sejtszaporulattal aranyos. EQy
adott teszt baktérium abban az esetben jelolhetd rezisztensnek egy antibiotikum ellen, ha a
pozitiv kontrollhoz viszonyitva kozel azonos zavarossidg figyelheté meg az értékelés

idépontjaban.

2.2.5.2. Felllrétegzéses mérés

Az angol nyelvii szakirodalomban ’overlay bioassay’ néven leirt modszer az él6
Xenorhabdus sejtek antagonista hatasanak vizsgalatara alkalmas [Furgani, G., 2008].
Segitségével igazolhatd az antimikrobidlis anyagok termelése - primer fazis jelenléte

folyadék-kultiraban -, amennyiben ¢érzékeny torzsekkel szemben végezzik a tesztet.
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Ugyanakkor mivel nincs standardizalva a lemezre kicseppentett EPB inokulum sejtszama,
pontosabb informaciét nem ad a keletkezé antimikrobialis anyagok fajlagos mennyiségére
vonatkozoan, ezért foként dsszehasonlitd elemzésekre, valamint az érzékenység mértékének
hozzavetdleges megallapitasara hasznalhat6 rutinszertien.

A feliilrétegzéses kisérletek eldkészitéseként 9 cm atmérdji steril, milanyag Petri
csészékbe autoklavozott LBA taptalajt Ontdttem ki. Megszilardulast kovetden log fazisu
EMA, illetve EMC baktériumok LB folyadékkultarajabol 5 pl mennyiséget pipettaztam az
LBA taptalajt tartalmazo lemezek kozepére. Ezt 5 napos inkubalas kovette 25 °C
hémérsékleten, amely idészak alatt a kicseppentett antagonista baktérium ndvekedése
biztositott, mindemellett a termelédd bioaktiv anyagok a tapkozegbe diffundalnak a
baktérium-telep kornyezetében. A vizsgalanddé névénypatogén organizmusokat 5-5 ml steril
LB tapoldatba oltottam kémcsovekben a teszt elvégzését megel6z6 napon, majd 25 °C-on
termosztalva razatasra keriiltek 200 rpm fordulaton, 24 orén keresztiil. A novénypatogén
baktérium torzs felndvesztett folyadék-kultirajabol és 45 °C-on termosztalt lagyagarbol 1:20
aranyban szuszpenziot képeztem (200 ul inokulum + 3,8 ml SA), majd homogenizaltam. A
szuszpenziot ez utan az elokészitett LBA lemezek feliiletén kell szétoszlatni, mieldtt a

lagyagar megdermed. Végiil 48 6ra inkubdacio sziikséges 25 °C-on.

1.Antagonista
baktérium

Gatlasi (felilrétegzés)

zona
2. Aktiv
hatéanyagot
tartalmazo
oldat

(agardiffiizio)

Novénypatogén
teszt baktérium

2.4. abra: Feliilrétegzéses teszt és agardiffiizios lyuk teszt értékelése
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Erzékeny teszt baktérium esetén koncentrikus kor alaku inaktivacids zona kialakuldsa
figyelheté meg az antibiotikum-termeld EPB torzs kornyezetében. Az értékelést a 48 ora
inkubacid utdn mérhet6 gatlasi zona atmérdjének megallapitasa jelenti, amit mm-ben szokas
megadni (2.4. abra). A teszteket minden esetben legalabb harom parhuzamos mérésével

végeztem.

2.2.5.3. Agardiffuziés lyuk teszt

Az agardiffuzidos moédszer elnevezése €s elméleti hattere abbol a megallapitasbol ered,
hogy a vizsgalandd vegyiiletek az agar tapkozegben diffuzioval képesek terjedni és
hatékonysaguktol fiiggéen valtjak ki a teszt organizmusok szaporodas-gatlasi zonajat. Az
érzékeny teszt baktérium esetén kialakuld inaktivaciés zoéna mérete fiigg a vizsgalt
antimikrobidlis hatdsu vegyiilet difftizids sebességétdl, koncentraciojatdl és természetesen a
tesztelt mikroorganizmus érzékenységétol is. A mérés elvégzésére két, némileg eltérd valtozat
is elterjedt. Az un. korong diffuzioés teszt esetén az eldre elkészitett taptalajba hordozdanyag
segitségével (korong), mig a lyuk tesztben hordozodanyag nélkiil, altaldban vizes oldat
formajaban juttatjuk a hatdanyagot a tapkozegbe.

A kisérleteket a lyuk teszt alkalmazasaval végeztem [Fodor, A., 2012]. Az agardiffuzios
teszt az EPB sejtektol teljes mértékben elvalasztott oldatok, vegyiiletek biologiai
aktivitasanak meghatarozasara hasznalhatdo. Ennek megfeleléen az EMA illetve EMC
folyadék-kultarakbol nyert sejtmentes fermentlevek (CFCM), valamint a tovabbi tisztitas
eredményeként eldallitott EMA biopreparatum steril desztillalt vizzel higitott oldatainak
antibakterilis hatasat vizsgaltam a mddszerrel.

Az agardiffuzios kisérletek elokészitéseként 6 cm atmeérdjli steril, miianyag Petri csészékbe
autoklavozott LBA taptalajt ontottem ki. A ndvénypatogén teszt baktériumokat 5-5 ml steril
LB tapoldatba oltottam kémcsovekben a teszt elvégzését megel6z6 napon, majd 25 °C-on
termosztalva rdzatasra keriiltek 200 rpm fordulaton, 24 oran keresztil. A ndvénypatogén
baktérium torzs felndvesztett folyadék-kulturajabol és 45 °C-on termosztalt lagyagarbol 1:10
aranyban szuszpenziot képeztem (200 pl inokulum + 1,8 ml SA), majd homogenizaltam. A
szuszpenziot az elOkészitett LBA lemezek feliiletén kell szétoszlatni, mieldtt a lagyagar
megdermed. Megszilardulas utan kdzvetleniil steril dugofuroval 8 mm atmérdjii lyukat fartam
a lemezek kozepébe, majd kiilonb6z6 koncentracidkban a lemez szintjével azonos magassagig

pipettaztam a vizsgalando oldatokat.
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Az értékelés a feliilrétegzéses teszthez hasonloan a 48 6ra inkubacids id6 utan mérhetd
gatlasi zona atméréjének meghatarozasaval torténik, az eredményt mm-ben adjuk meg (2.4.

abra). A kisérletek soran minden minta esetén legalabb harom parhuzamos mérést végeztem.

2.2.5.4. Baktericid hatas folyadék fazisban

Folyékony kozegben torténd in vitro vizsgalatra a Furgani és munkatarsai altal leirt
modszert alkalmaztam [Furgani, G., 2008]. Higitasi sort készitettem 6-lyuka sejttenyésztd
plate-eken az eléallitott antibakterialis hatast EMA illetve EMC CFCM mintakbol 2xLB
tapoldat segitségével. Az 0sszemérést steril laminaris fiilkében végeztem el oly mddon, hogy
minden egyes lemezen egy adott baktérium ellen harom kiilonb6z6 koncentracio vizsgalhato,
két parhuzamos méréssel. A mintanként 4-4 ml térfogatban kialakitott végs6 CFCM
koncentraciok térfogatszazalékban megadva a kdvetkezdk voltak: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80
¢és 100 (V/V)% (2.6. tablazat).

2.6. tablazat: Mintak el6készitése baktericid hatas folyadékban torténé vizsgalatahoz

EMA/EMCCFCM(@ml) 0 04 08 12 16 20 24 32

2xLB (ml) 39 35 31 2,7 23 19 15 07

CFCM (VIV)% 0 10 20 30 40 50 60 80

A mérés inditdsakor 100 pl mennyiségli, elézdleg O/N felndvesztett teszt baktérium
inokulumot pipettaztam az Osszemért oldatokhoz, majd 24 oran keresztil razattam a
lemezeket 120 rpm fordulaton, 25 °C-on termosztalva. Negativ kontrollként tiszta, Gsszemért
oldatokat hasznaltam, melyek nem keriiltek beoltasra baktérium inokulummal.

Az értékelés masnap a mintak optikai stiriségének (OD) meghatarozasaval tortént. A teszt
baktériumok sejtszamara kifejtett gatld hatds vizsgalata a tapoldatban 1év6 sejtek
fényelnyelésén alapul. Az abszorbanciat 620 nm hulldmhosszon mértem Hach-Lange DR

3900 spektrofotométerrel.
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2.2.5.5. MID (maximalis hatékony higitas)

A folyadék fazisban elvégzett kisérlet értékelésének idépontjaban minden egyes mintabol
50 pl mennyiséget szélesztettem elore elkészitett LBA taptalajra, két parhuzamos
alkalmazasaval. A lemezeket ezutan 25 °C-on inkubaltam 48 oran keresztiil, majd a kindtt
telepek alapjan tortént az értékelés [Furgani, G., 2008]. A MID érték a vizsgalt antibakterialis
hatast CFCM-nek az a legnagyobb higitasa, amely képes megakaddlyozni a teszt baktérium
novekedését. Amennyiben az eredményt a CFCM-re vonatkozo térfogatszazalékban adjuk
meg, minél kisebb a MID értéke, annal nagyobb az adott teszt baktériummal szemben Kifejtett

gatl6 hatés.

2.2.5.6. MIC (minimalis inhibiciés koncentracio)

crer

Az eldallitott EMA Dbiopreparatum minimalis gatld koncentracidjanak (MIC)
meghatarozasahoz a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) altal kozolt szabvany
makrodiltaciés modszerét vettem alapul [CLSI, 2012]. A mérést az E. amylovora Eal torzzsel
szemben végeztem el, 6-lyuku sejttenyészté plate-eken. Sorozathigitisos modszert
alkalmaztam folyékony LB tapkozeggel. A tisztitasi eljards eredményeként kapott
szarazanyagot tomény metanolban feloldva 10 mg/ml koncentracioju torzsoldatot készitettem,
amelybdl kiindulva steril desztillalt viz segitségével felez6 higitasi sort készitettem az 1000 -

1,0 pg/ml tartoményban. A mérés inditdsakor 100-100 pl azonos mennyiségeket pipettaztam

cre

crer

sejtszam-OD 0Osszefiiggés alapjan allitottam be 5x10° CFU/ml értékre egy frissen novesztett
stiri baktérium-kultara higitasaval. Antimikrobialis anyagot nem tartalmazo6 kontroll mintat is
készitettem a mikrobdk szaporoddsanak ellendrzésére. A minimalis gatld koncentracio
megallapitdsa a vizudlisan értékelhetd moddszerek kozé tartozik. Az eredményeket 24 ora
inkubalas (25 °C) és razatas (120 rpm) utan allapitottam meg. A teszteket 3 parhuzamos minta
alkalmazasaval végeztem, igy minden egyes plate-en két kiilonb6zd koncentracid volt

vizsgélhato.
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2.2.5.7. MBC (minimalis baktericid koncentracio)

A minimalis baktericid koncentracio (MBC) meghatarozasahoz a Smith-Palmer altal leirt
modszert vettem alapul [Smith-Palmer, A., 1998]. A MIC érték vizualis megallapitasat
kovetden a sejttenyésztd plate-ek minden egyes mintajabol 50 pl mennyiségeket szélesztettem
elére elkészitett LBA lemezekre 3 parhuzamossal, majd 48 oran at inkubaltam 25 °C
hémérsékleten. Az MBC értékét az a legalacsonyabb koncentracidé adja, amely esetében

egyaltalan nem nének ki baktérium telepek a szélesztett lemezeken.

2.2.6. In vivo vizsgalati médszerek

2.2.6.1. Hatékonysag mesterségesen fert6zott alma viragokon
tlizelhalas ellen

A Xenorhabdus budapestensis CFCM-bdl kinyert szarazanyagot tomény metanolban

crer

mérélombikokban steril desztillalt vizzel higitva allitottam el6 a vizsgaland6 mér6oldatokat
az 500 - 4,0 pug/ml koncentracio-tartomanyban (500, 300, 200, 150, 100, 62, 31, 16, 8, 4
pg/ml).

A mérboldatok tlizelhalas elleni hatékonysagat almafa viragokon teszteltem a Pusey altal
leirt modszer modositott valtozata alapjan [Pusey, P. L., 1999; Toéth, M., 2013]. A
tlizelhalasra érzékeny *Watson Jonathan’ fajtaju almafakrol 300 darab ballon allapot viragot
gyljtéttem a Budapesti Corvinus Egyetem tangazdasagaban, Soroksaron. A laboratoériumba

szallitas papirzacskokban, hiités mellett tortént (2.5. abra).
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2.5. abra: Virag mintak begyiijtése és szallitasa

Ezt kovetden a viragzatokat az eldkészitett inkubacidos dobozokban 1évé kémcsdvekbe
helyeztem, amelyek 1 %-os szachar6z-oldattal voltak sziniiltig toltve. Az atlatszoé miianyagbol
késziilt inkubacidés dobozok aljan glicerin és viz meghatarozott elegye biztositotta az E.

amylovora teszt baktérium szamara optimalis 84%-os relativ paratartalmat (2.6. abra).

2.6. abra: Virag mintak elhelyezése az inkubaciés dobozokban

Masnap a kinyilt virdgokat kézi permetezd segitségével preventiv kezelésnek vetettem ala.
Az eldallitott antimikrobidlis hatdsi preparatum 10 kiilonb6zé koncentracidban keriilt
tesztelésre 10 kiilon inkubécidos dobozban. Minden egyes doboz 20 kezelt, és 10 darab
kezeletlen (desztillalt vizzel permetezett) viragot tartalmazott. A kezelés utan 3 oréaval

viragonként 10 pl Eal inokulumot (5 % 108 CFU/mI) juttattam a bibeszéalak tovéhez automata
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pipetta segitségével. Negativ kontrollként 50 darab kezeletlen és nem fertézott virag szolgalt
egy kiilon inkubacids dobozban. A laboratérium homérsékletét folyamatosan 23-24 °C kozott
biztositottuk a kisérlet alatt.

A viragok fertézottsége az inokulalast kovetd 5. napon értékelhetd, a viragok hosszanti

atvagasaval, 4 fokozatu skala alapjan (fertézési index, fi=0 - 3) (2.7. abra).

2.7. abra: Viragok fertozottségének elbiralasahoz hasznalt skala (f;)
(O: tiinetmentes, 1: 30%-ig barnult szerv (bibe és porzo),
2: 60%-ig barnult szerv (csésze és vacok), 3: 100%-ig barnult virag)

Az azonos kezelési csoportba tartozo viragok tekintetében a betegség mértéke a Bertrand

¢és Gottwald altal kozolt alabbi képlet alapjan szamithato [Bertrand, P. F., 1978].

BV:Z fi>< ni/n

Ahol

By: a betegség mértéke a viragszerveken,
fi: a fert6zési index (tiinetek erdssége),

ni: a fertézési indexhez tartozod gyakorisag,

n: a vizsgalt virdgok szdma.

Az eredményeket a teszt baktérium visszaizolaldsaval is megkiséreltem alatamasztani. Az
értékelt virdgokat kezelési moddjuk szerint csoportositva dorzsmozsarban elmorzsoltam
viragonként 100 pl steril desztillalt viz hozzaadasa mellett, majd a képzodott extraktumokbol
higitasi sort készitettem. Az oldatokbdl 50 pl mennyiségeket szélesztettem eldre elkészitett

LBA lemezekre 2 parhuzamos alkalmazasaval, majd 48 ora inkubalast (25 °C) kovetden a
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kinétt telepek morfologiaja és szama (CFU) alapjan becsiilheté az €16 E. amylovora sejtek

atlagos mennyisége viragonként (2.8. abra).
1 csoportba tartozo Gsszes virag

- -

" ndévenyi extraktum Készitése a viragokbol EN

vuuu UV U h[g[tésok vuu

OO0O| OO0\ OO0 GOO
00 000 000 GO0

Higitott mintak szélesztése LBA lemezeKken

2.8. abra: E. amylovora Eal sejtek visszaizolalasa az értékelt viragokbol

2.2.6.2. Fertdzési kisérlet burgonya novényeken

A fert6zési kisérletben a Ralstonia solanacearum R1240 teszt baktérium toérzset LBA
taptalajon szélesztettem, majd 25 °C hdOmérsékleten 48 Oran keresztil inkubéltam. A
felndvesztett telepeket laminaris boxban sterilizalt csapvizzel lemostam a szilard taptalaj
felszinér6l és lombikba pipettazva 30 ml-re egészitettem ki. Az igy kapott tomény sejt-
szuszpenziobol kiindulva higitasi sort készitettem kémcsovekben autoklavozott csapvizzel 8
ml térfogatokban 6sszemérve, 2-2 parhuzamossal. Kontrollként tiszta autoklavozott csapvizet
hasznaltam. Megallapitottam a kiilonbozd higitdsok abszorbancidjat 620 nm hulldmhosszon

Hach-Lange DR 3900 spektrofotométerrel. A tomény kiindulasi baktérium-szuszpenzid sejt-
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crer

a higitasok aranyaban adtam meg a R. solanacearum sejtszamot (2.7. tablazat).

2.7. tablazat: Baktérium oldatok elkészitése a burgonya fert6zési kisérletben

Higitas 1 0,5 0,25 10P 10¢? 10°Y 10

Abszorbancia

1,050 0585 0306 0,126 0,014 0,005 0,002
(=620 nm)

R. solanacearum
R1240
sejtkoncentracio
(CFU/ml)

6x10°  3x10® 15x10®8  6x10"  6x10° 6x10°  6x10*

A kémcsovekben Osszemért teszt baktérium oldatokat inkubacios dobozba allitottam, majd
kémcsovenként 2-2 mikroszaporitott burgonya ndvényt helyeztem az oldatokba (2.9. abra).
Allapotuk véltozasat vizualisan kovettem nyomon 18 napon keresztiil, amely idészak alatt
harom alkalommal osztdlyoztam a ndvények fertdzottségét 4 fokozata skéla alapjan (fertdzési
index, f; = 0: tiinetmentes, 1: 30%-ig barnult névény (hervadas, szaron és a felsé leveleken
barnulas megjelenése), 2: 60%-ig barnult névény (teljes hervadas, levelek tobbsége elhalt), 3:
100%-ig barnult novény). Az azonos kezelési csoportba tartozé ndvényeken a betegség
atlagos mértékét az alma virdagok esetében alkalmazott Bertrand-Gottwald formula

adaptalasaval hataroztam meg [Bertrand, P. F., 1978].

anz fi>< ni/n

Ahol

Bn: a betegség mérteke a ndvényeken,

fi: a fertdzési index (tiinetek erdssége),

ni: a fertézési indexhez tartozé gyakorisag,

n: a vizsgalt ndvények szama.

-60 -



2.9. abra: Mikroszaporitott burgonya novények vizsgalata fert6zési kisérletben

A 2.2.5.4 fejezetben ismertetett modszerhez hasonld metodika alkalmazasaval vizsgaltam
meg, hogy egy megfeleléen tomény Ralstonia solanacearum sejtszammal rendelkez6 oldatot
— amely a fertézési kisérlet eredményei alapjan biztonsaggal okoz baktériumos hervadas
betegséget burgonya ndvényen az adott kisérleti koriilmények kozott — eltérd higitasi EMA
CFCM-el elegyitve milyen mértékii baktericid hatas figyelheté meg az id6 fliggvényében. A
6-lyukt sejttenyésztd plate-eken Osszemért mintakat (2.8. tablazat) 2-2 ml tomény R.
solanacearum R1240 teszt baktérium inokulummal oltottam be, igy kialakitva a megadott
CFCM koncentréaciokat.

Az inokulumot LBA lemezen el6zdleg felndvesztett telepekbdl steril csapvizzel lemosva

e

2.8. tablazat: Mintak 6sszemérése R. solanacearum elleni baktericid hatas vizsgalatahoz

EMA CFCM (ml) 0O 04 08 12 16 20 24 28 3,2 36 40 6,0
Steril csapviz (ml 6,0 56 52 48 44 40 36 32 28 24 20 O
EMACFCM (VIV)% 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 75

A mintdkat 120 rpm fordulaton és 25 °C hémérsékleten razattam B. Braun Biotech
International Certomat S és Certomat HK tipust termosztalhato korkords sikrazogépben. A
kisérlet inditasat kdvetoen 2, 4, 6, 8 és 24 ora elteltével mintat vettem az oldatokbol, és 20-20
ul mennyiségeket szélesztettem LBA lemezeken 2-2 parhuzamossal, majd 48 6ra inkubalas
utan sejtszamléalas alapjan meghatarozhatdo az adott kezelési idépontokban vett mintak

sejtszam-koncentraciodja.
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2.2.6.3. Fitotoxikus hatas vizsgalata

Az antimikrobidlis hatasi EMA CFCM fitotoxicitasat a fertdzési kisérlethez hasonld
modon tanulmanyoztam. A sejtmentes fermentlébdl 8 kiilonb6zo higitast készitettem
kémcsovekben, autoklavozott csapvizzel 8 ml térfogatokban dsszemérve, 2-2 parhuzamossal.

Kontrollként tiszta autoklavozott csapvizet hasznaltam (2.9. tablazat).

2.9. tablazat: EMA CFCM higitasok elkészitése a fitotoxicitas vizsgalatahoz

EMA CFCM (ml) 0O 04 08 16 24 3,2 40 6,0 8,0
Steril csapviz (ml 80 76 72 64 56 48 40 20 O
EMACFCM (VIV)% 0 5 10 20 30 40 50 75 100

A kémcsovekben 6sszemért oldatokat inkubacios dobozba allitottam, majd kémcsovenként
2-2 mikroszaporitott burgonya névényt helyeztem az oldatokba. Allapotuk valtozasat a
fertdzési kisérletben is alkalmazott bonitdlason alapuld modszerrel kovettem nyomon 18
skala segitségével (0 - 3), majd az adatok alapjan szamitottam atlagértéket az azonos kezelési

csoportba tartozd novényekre vonatkozoan.

2.2.7. Statisztikai analizis

Az EMA ¢és EMC baktériumok altal indukalt inaktivacios zondk mérete (feliilrétegzéses
kiilonbségek  eldontésére ANOVA  analizist alkalmaztam, majd a tobbszords
Osszehasonlitasokat a Scheffé post hoc teszttel végeztem p < 0,05 szignifikancia szinten.

A X. budapestensis sejtmentes fermentléb6l eldallitott biopreparatum nyolc eltérd
higitasban szintén vizsgalatra keriilt agardiffuziés tesztben E. amylovora Eal teszt
baktériummal szemben. A null-hipotézis az volt, hogy Osszefliggés van az alkalmazott
biopreparatum-dozis €s az indukalt inaktivacios zona kozott, ezért a kisérleti eredményekbdl

szarmaz0 adatsorok korrelacigjat is vizsgaltam.
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Az E. amylovora Eal baktériummal fert6zott és biopreparatummal kezelt alma viragokon
¢észlelhetd, tlizelhalas betegségre jellemzé tiinetek (nekrdzissal —érintett  szovetek
kiterjedésének mértéke) teljesen randomizalt kisérletként lettek elemezve egy szempontos
varianciaanalizissel, és nem-parametrikus Kruskal-Wallis teszt szolgalt a kezelések kozotti
kiilonbségek megéllapitasara. Az alkalmazott bioprepardtum-dozis és a kezelt virdgok
extraktumaibdl kinyert életképes Eal sejtek visszaizolalasabol nyert CFU/virag adatok kozotti
korrelacid ugyancsak meghatarozasra kertilt.

A statisztikai analizist a STATISTICA 8 (StatSoft® Inc., Tulsa, OK, USA) szoftverrel

végeztem.

2.2.8. Analitikai vizsgalatok

Az EPB torzsek altal termelt antimikrobialis hatasi molekuldk, els6sorban az
antimikrobidlis peptidek kémiai analizise, tanulmanyozésa tobbféle modon is megvaldsithato.
Pehr Edman fejlesztette ki az tigynevezett Edman degradacio modszerét [Edman, P., 1950],
amely alkalmas az aminosav szekvencia meghatarozasara. Ebben az eljarasban az N-
termindlis aminosav minden Iépésben szelektiven eltavolithatd a fehérjérdl és analizélhato,
altalaban valamilyen kromatografias modszerrel. Mivel a reakcio hatasfoka nem 100%-0s
(eléfordul, hogy nem hasad le az aminosav), minden ciklus utan egyre t6bb az azonositando
nagyobb méretli fehérjék aminosav-sorrendjének meghatarozasara is, a gyakorlatban altalaban
30 aminosav hosszusagig szoktak elvégezni a fehérje szekvenalasat.

Egy fehérje infravords spektruma informaciot szolgaltat a polipeptidlanc szerkezetét és az
aminosav oldallancok elhelyezkedését illetéen [Barth, A., 2000]. Ebbdl kifolydlag az
infravoros spektroszkopia kiilonosen hasznos eszkozt jelent a fehérjeszerkezeti kutatasokban.
Egy peptidben talalhatd adott oldallanc abszorbancidja 1ényegesen eltérhet az oldatban vagy
tulajdonsagaibol fakadoan modosulhat a kotések elektron siiriisége és polaritasa, melynek
kovetkeztében valtozik a rezgési frekvencia és az abszorpcids koefficiens is. Ezért a
szakirodalomban megadott elnyelési savokat érdemes csupan iranymutatd adatként kezelni a

mérés soran kapott spektrum értelmezésekor [Hernandez-Ledesma, B., 2004].
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Az FT-IR spektrum felvétele, elemzése Thermo Nicolet AVATAR FT-IR-330 FTIR
spektrométerrel tortént. Az UV spektrum meghatarozasa Hitachi U-2910 UV-Vis
spektrofotométer alkalmazaséaval valosult meg.

A vizsgalt EMA ¢és EMC biopreparatum mintak a 2.2.4 fejezetben leirt moddszerrel
késziiltek 1-1 I sejtmentes fermentlébdl kiindulva. A folyamat végén, a HCl-val savanyitott
tomény MeOH frakcio kinyerése utan egy tovabbi extrakcids 1épés keriilt beiktatasra, amely a
MeOH-os kezeléssel ekvivalens mennyiségli i-PrOH felhasznalasaval tortént, a gyantan
atmosva. A tomény MeOH ¢és az i-PrOH oldatokat az EMA és EMC esetében is szarazra
paroltuk vakuum-desztillacioval, igy 4 kiillonbozé biopreparatum minta analitikai vizsgalata

volt kivitelezhet6 (2.10. tablazat).

2.10. tablazat: Analitikai vizsgalatok céljabol el6allitott biopreparatum mintak jellemz6i

Minta fajtaja kezelés szerint Minta tomege (g) Beparlasi maradék jellege
EMA (cc. MeOH+HCI) 0,2191 szaraz, vilagos barna szinii
EMA (i-PrOH) 0,1207 nedves, vilagossarga szinii
EMC (cc. MeOH+HCI) 0,2389 nedves, pirosas-barna szinti
EMC (i-PrOH) 0,0347 nedves, pirosas-barna szinii

Az infravords spektroszkopia elvégzéséhez a mintak eldkészitésére volt sziikség. Kis
mennyiségli szilard minta KBr finom pordval lett Osszekeverve, majd mechanikus prés
segitségével attetsz0 pasztillak kialakitasa tortént meg. Nagy nyomads hatasara a KBr keverék
polimorf atalakulason megy keresztill, amely homogén és infra-ateresztd pasztillat
eredményez. A mérések soran a felbontas 2,000 cm™ volt. Osszesen 16 pasztazas / felvétel

késziilt.
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3. Eredmények

A Xenorhabdus budapestensis és a X. szentirmaii entomopatogén baktérium torzsek
antagonista képességét és az altaluk el6allitott bioaktiv anyagok szerkezetét, valamint
hatékonysagukat vizsgaltam élelmiszertermelés szempontjabol jelentdséggel  bird
haszonnévények korokozd baktériumaival szemben. A szakirodalomban szamottevo
mennyiségli publikacié talalhatd, mely a kiilonb6z6 EPB torzsek hatékonysaganak
vizsgalatara iranyuld kisérleteket és azok eredményeit prezentalja. Uj névénypatogén torzsek
szabvanyos modszerrel torténd tesztelése esetén igy megfeleld Osszehasonlitdsi alap all
rendelkezésre. Az antimikrobidlis hatassal rendelkezd anyagcseretermékek izolalasaval ¢és
molekulaszerkezetiik azonositasaval szintén szamos kozlemény foglalkozik. A sejtmentes
fermentlevekben el6forduld vegyliletek valtozatossaga és a bioaktiv molekuldk nagy szdma
miatt azonban az ilyen iranya kutatasok tovabbra is indokoltak.

A jelen dolgozat egyik célja a két Xenorhabdus torzs ndvényvédelmi potencialjanak
Osszehasonlitasa, melyet 22 korokozé baktérium torzs kiilonféle in vitro modszerekkel torténd
tesztelése révén végeztem el. A bioaktiv metabolitokat tartalmazo oldatok fitotoxikus,
novényt karosité hatdsaval, valamint ndvényeken illetve azok egyes részein, szervein
elvégzett kisérletekrdl joval kevesebb publikacié talalhatdo a szakirodalomban. A dolgozat
masik f6 irdnyvonala ebbdl az okbdl kifolydlag két kivalasztott ndvény — alma és burgonya —
tisztitott EPB fermentlevekre adott valaszreakcidinak tanulmanyozasat, valamint azok
bakterialis fertézésének, betegségének — tlizelhalds és baktériumos barna rothadds —
megeldzeésére, kezelésére iranyulo kisérleteket foglalja magaba.

A munka elsé fazisaban megtortént a ndvénypatogén teszt baktériumok érzékenységének
felmérése konvencionalis antibiotikumokkal szemben, majd a két EPB torzs
antagonizmusanak erdsségét hasonlitottam dssze néhany kivalasztott korokozon. A tovabbi in
vitro és novényeken elvégzett kisérletek, valamint az analitikai vizsgalatok el6készitéseként
sziikséges volt a sejtmentes, antimikrobialis metabolitokat tartalmazo oldatok és a tisztitott
biopreparatumok eléallitasa.

Az EPB sejtektol elvalasztott bioaktiv anyagok nagyszdmu mintdn és kisérletben elvégzett
tesztelése soran nyert adatokbol a két Xenorhabdus torzs névényvédelmi potencialja
Osszehasonlithatd a hatasossag alapjan, emellett a vizsgalati eredmények jelentds hanyada

alkalmas a biopreparatum antimikrobialis hatdsanak szdmszer(i meghatdrozasara is.
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A novénykisérleteket mar csak az egyik, igéretesebbnek bizonyuldé EPB torzzsel végeztem.
A vonatkozo6 eredmények egyrészt ramutatnak a kinyert fermentlevek tovabbi tisztitasanak és
formulazasanak sziikségességére, masrészt alatamasztjak az in vitro kisérletekben tapasztalt
antibiotikus hatast és eldrevetitik a tisztitott anyagok novényeken torténd alkalmazasanak
lehetdségét.

Mindemellett a két EPB torzs fermentlevébdl kinyert bioaktiv szarazanyag mintakat
analitikai vizsgalatokban is elemeztem, melynek eredményeként kvalitativ informéaciokat

kaptam a torzsek altal termelt antimikrobialis peptideket felépitd aminosavakra vonatkozoan.

3.1. Invitro vizsgalati médszerek

A kutatas ezen fazisdban laminaris boxban, steril koriilmények kozott hajtottam végre a
kisérleteket. A novénypatogén teszt baktériumok érzékenységét kiilonféle szabvanyos, és a
szakirodalomban kozolt mikrobiologiai modszer alkalmazaséval vizsgaltam. A mérések
kozott megtalalhatd folyadék-fazisban ¢és szilard taptalajon elvégzett kisérlet is, melyek

informaciot szolgaltatnak a jelentkezé antimikrobialis hatas mértékét illetGen.

3.1.1. Teszt baktériumok érzékenysége hagyomanyos antibiotikumokkal
szemben

A CLSI szabvany eldirasai alapjan elkészitett antibiotikum oldatokat 17 kivalasztott
korokoz6 torzson teszteltem. Az elvégzett kisérletek eredményeit a 3.1. tablazat mutatja be. A
96-lyuku sejttenyésztd plate-eken az értékelés idopontjaban a pozitiv kontrollhoz viszonyitva
hasonlo sejtszaporulatot elérd mintdk esetében az adott antibiotikummal szemben
egyértelmiien rezisztensnek (R) jeldltem a teszt baktériumot. A szemmel lathato, de kevésbé
intenziv sejtszdm-novekedés esetében mérsékelten rezisztens (MR) jelolést hasznéaltam. A
tovabbi esetekben, amikor az inokulummal bejuttatott baktérium mennyiség nem volt képes
reprodukciora, az adott antibiotikum ellen érzékeny a teszt baktérium.

A kisérlet eredményei alapjan természetesen nem lehet biztonsaggal kijelenteni, hogy
minden megallapitott antibiotikum-rezisztencia altalanos jelleggel érvényes az adott torzsre
nézve, hiszen egyrészt az E. coli-ra megallapitott antibiotikum koncentraciokat alkalmaztam
az Osszes teszt baktérium esetében, masrészt az O/N felndvesztett baktérium-inokulumok a

torzsenként eltérd szaporodasi sebességek miatt kiilonféle kiindulasi sejtszam-koncentraciokat
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eredményeztek a 24 0Ords razatds inditdsdnak idOpontjaban. A kapott adatokat mindezek

figyelembe vételével sziikséges értelmezni és elemezni.

3.1. tablazat: Teszt baktériumok rezisztencidja antibiotikumokkal szemben
(R —rezisztens, MR — mérsékelten rezisztens)

| om[kw SR Am | B |TEr| cHL|NaL| R

Clavibacter michiganense
ssp. michiganense

Curtobacterium flaccumfaciens
pv. betae

Dickeya chrysanthemi
Erwinia amylovora Eal
Erwinia amylovora Ea88
Erwinia amylovora Eal10
Erwinia amylovora EaCall
Erwinia carotovora
Pseudomonas corrugata
Pseudomonas fluorescens B1665
Pseudomonas fluorescens B1969

Pseudomonas syringae
pv. glycinea

Pseudomonas syringae
pv. lachrymans

Pseudomonas syringae
pv. morsprunorum

Pseudomonas syringae
pv. savastanoi

Ralstonia solanacearum 1240

Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli

R
MR R
R
R
R
R

MR R MR

MR

3.1.2. Felulrétegzéses mérés

MR

R

MR R

MR

MR R

MR
MR

MR

MR

MR

A feliilrétegzéses teszt az ¢l6 EMA ¢és EMC sejtek antibiotikum termelését és

antagonizmusat bizonyitja. Ezaltal véalaszt ad arra is, hogy a kiindulasi baktérium kulturaban

nem tortént fazisvaltas, azaz a primer sejtek termelik az antimikrobialis hatasi anyagokat. A

mérést 10 kivalasztott ndvénypatogén baktériumon végeztem el mindkét EPB torzzsel.
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EEMA EEMC

80

3.1. abra: Feliilrétegzéses mérés eredményei

Az eredményeket (inaktivacidos zona atmérdje mm-ben megadva) a 3.1. abra szemlélteti.
Az Osszes tesztelt korokozd érzékenynek bizonyult, minden esetben tisztan kivehetd
inaktivacios zona volt megfigyelhetd az értékelés iddpontjaban (3.2. abra).

Harom teszt baktérium esetében (Clavibacter michiganense ssp. michiganense, Erwinia
amylovora Eal ¢és Pseudomonas syringae pv. savastanoi) az LBA lemez kozepén 1évé X.
budapestensis szignifikansan nagyobb méretii gatlasi zona kialakitasara volt képes, mint a X.
szentirmaii. A legnagyobb inaktivacios zona atméré (65,3 + 2,1 mm) Curtobacterium
flaccumfaciens pv. betae tesztelése esetén adodott X. budapestensis entomopatogén
baktériummal szemben.

Altalanossagban megallapithato, hogy a X. szentirmaii EPB torzs vonatkozé mérési
eredményei nagyobb szorassal adhatoak meg. Ennek oka az angol szakirodalomban
~swarming motility” kifejezéssel hivatkozott jelenség, amely a baktériumkolonia gyors
helyvaltoztatd mozgasara utal. Ez a tulajdonsag a két EPB torzs koziil csak az EMC-re
jellemzd, kovetkezménye pedig, hogy az LBA lemez kozepére kicseppentett sejtek telepet
alkotva eltérd, sok esetben kiterjedtebb alakzatot formalnak, novelve ez altal a gatldsi zona
atmérojét is.
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3.2. abra: X. budapestensis (EMA) antagonista hatasa E. amylovora Eal novénypatogén
baktériummal szemben feliilrétegzéses tesztben

3.1.3. Agardiffuziés lyuk teszt

Agardiffuzios tesztben a baktérium sejtektdl elvalasztott folyadékok, illetve a tovabbi
tisztitasi eljarasok segitségével eldallitott szaraz mintak vizes oldatainak antimikrobialis
hatasa is vizsgalhato.

A mérést 22 teszt baktériumon végeztem el mindkét EPB torzs sejtmentes fermentleveinek
higitasaival. Négy koncentracioban (40, 60, 80 és 100 (V/V)%) teszteltem az antimikrobialis
hatast oldatokat. Az eredményeket (inaktivacidos zona atméréje mm-ben megadva) teszt
baktériumok szerint csoportositva abrazoltam a CFCM oldatok térfogatszazalékos
Osszetételének fliggvényében, kiilon diagramon az EMA ¢és az EMC fermentlevek
vonatkozasaban (3.3. abra és 3.4. abra).

A teszt baktériumok koziil az EMA CFCM 19, mig az EMC CFCM 16 torzs ndvekedését
gatolta. Mindkét entomopatogén baktérium (EMA és EMC) sejtmentes fermentleve
hatastalannak bizonyult harom ndvénypatogén torzzsel szemben (Pseudomonas corrugata,
Pseudomonas fluorescens B1969, Ralstonia solanacearum 879). Ezen feliil az EMC CFCM
még tovabbi harom korokozd novekedését nem gatolta (Pseudomonas fluorescens B1665,
Pseudomonas syringae pv. morsprunorum, Ralstonia solanacearum 1240).

A kiilonb6zé CFCM koncentraciok kozotti kiilonbségek analizisére a Scheffé post hoc
tesztet alkalmaztam, amely alapjan a gatldsi zona atmérék mérete — azaz a kivaltott
antibakteridlis hatas erdssége — statisztikailag nem minden esetben dozis-fiiggd. Két hasonlo
mértékli higitds esetében gyakran nem kimutathato az eltérés az eredmények szérdsa miatt.
Ennek ellenére az atlagértékek kozott hatdrozott tendencia megnyilvanulasa lathato,

egyértelmil dozis-fliggés allapithatd meg.
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3.3. abra: EMA CFCM mérési eredményei agardiffiuzios tesztben
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3.4. abra: EMC CFCM mérési eredményei agardiffuzios tesztben

Az ¢érzékeny teszt baktériumok esetében tisztan kivehetd inaktivaciés zona volt

megfigyelhet6 az értékelés idépontjaban (3.5. abra).
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3.5. abra: EMA (bal) és EMC (jobb) CFCM oldatok 40 (V/V)%-os higitasainak
antibakterialis hatasa agardiffazios lyuk tesztben Pseudomonas syringae pv. savastanoi
teszt baktérium ellen

A X. budapestensis fermentlevek feldolgozasabol nyert EMA biopreparatum szintén
tesztelésre keriilt agardiffuzids mérésben. A szaraz minta egy részének steril desztillalt vizben
torténd feloldasaval egy tomény torzsoldat késziilt (5 mg/ml), amelybdl tovabbi vizes
higitassal hoztam létre a kisérletben hasznalt munkaoldatokat (40, 62, 100, 150, 200, 300,
500, 1000 pg/ml). A mérést csak az E. amylovora Eal korokozo torzson végeztem el, amely a

CFCM Kkisérletekben érzékenynek bizonyult. A mérési eredményeket a 3.6. abra mutatja be.
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EMA biopreparatum (pug/ml)
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=
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3.6. abra: EMA biopreparatum vizes oldatainak hatasa agardiffuzios tesztben,
E. amylovora Eal baktériummal szemben

Mivel ebben az esetben aktiv szarazanyag-tartalomra vonatkoztatva lehet megadni az

crer
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3.7. abra: Dozis-hatas 6sszefiiggés agardiffizios tesztben

A legjobb illeszkedéssel logaritmikus korrelacio allapithatdé meg az adatsorban (3.7. abra).
Ennek oka, hogy viszonylag széles koncentracio-tartomany keriilt vizsgélat ala. Az 50 - 200
pg/ml kozotti tartomany megkozelitéleg linearisnak tekintheté, azonban 500 pg/ml-nél
toményebb oldatok esetén a modszer adottsagaival kapcsolatos limitaldo tényezok (pl.
diffuzios gatlas) hatdsa egyre inkabb érvényesiil, a gorbe telitési tartomany felé kozelit

magasabb koncentraciok esetén.

3.1.4. Baktericid hatas folyadék fazisban

Az EPB sejtektdl elvéalasztott CFCM oldatok (EMA és EMC) baktericid hatasat folyékony
oldatokat a mérés inditasakor O/N felndvesztett korokozo inokulummal oltottam be. A
sejtszaporulatra kifejtett gatlo hatas a 24 6ra razatas és inkubalds utan mérhetd optikai siirliség
alapjan allapithatd meg. A mérési eredményeket (az oldatok CFCM-tartalmanak
fliggvényében a kialakult optikai denzitas értékek) novénypatogén térzsenként eltérd szinben
abrazolva a 3.8. abra és a 3.9. abra mutatja be.

Az O/N felndvesztett teszt baktérium torzsek eltérd szaporodési sebességiiknek és
sejtméretiiknek kdszonhetden kiilonbozd optikai siirliség elérését tudjdk megvaldsitani. Az

Erwinia, Ralstonia és Xanthomonas torzsekre magasabb abszorbancia érték volt jellemzd
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CFCM hianyaban, mig a Pseudomonas torzsek — a P. fluorescens B1969 kivételével —

esetében alacsonyabb volt az optikai stiriség az értékelés idopontjaban.
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§ EMA E. amylovora Eal
§ 1,600 === E. amylovora Ea88
‘,'<" e E. amylovora Eal10
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3.8. abra: EMA CFCM baktericid hatasa folyékony tapkozegben

A X. budapestensis tenyészetbdl nyert EMA CFCM mar 10 (V/V)%-os tdoménységben is
képes volt gatolni a sejtek novekedését 9 teszt baktérium (P. s. pv. lachrymans, P. s. pv.
morsprunorum, P. fluorescens B1665, P. s. pv. savastanoi, A. tumefaciens, E. amylovora Eal,
E. amylovora Ea88, E. amylovora Eal10 és X. a. pv. phaseoli) esetében. A R. solanacearum
R1240 torzzsel szemben a teljes gatlashoz legaldbb 20 (V/V)% CFCM koncentracio volt
sziikséges. A P. corrugata és P. fluorescens B1969 novénypatogén torzsek az alacsonyabb
CFCM-tartalommal rendelkez6 oldatokban kozel azonos sejtszaporulatot értek el az
antimikrobialis anyagot nem tartalmazo mintahoz viszonyitva, igy ezek a torzsek ellenallonak
tekinthetéek az EMA hatdanyagaival szemben. A CFCM koncentracié novekedésével a higitd
tapkozeg (2xLLB) aranya csokken, igy a tdpanyag-limitacid hatdsa egyre inkabb érvényesiil. Ez
magyarazhatja, hogy az ellenall6 korokozokat tartalmazé mintak optikai denzitdsanak értéke

40 (VIV)%-0s CFCM-tartalom felett jelentdsen csokken, a negativ kontrollhoz kozelit.
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3.9. abra: EMC CFCM baktericid hatasa folyékony tapkozegben

A X. szentirmaii kulturabdl készitett EMC CFCM 10 (V/V)%-os koncentracioban 5 teszt
baktérium (P. s. pv. lachrymans, P. s. pv. savastanoi, P. fluorescens B1665, E. amylovora Eal
és A. tumefaciens) novekedését volt képes teljesen gatolni. Tovabbi 4 novénypatogén
baktérium (P. s. pv. morsprunorum, E. amylovora Ea88, E. amylovora Eall0, X. a. pv.
phaseoli) ellen a 20 (V/V)%-os koncentracié bizonyult hatékonynak. Az EMC CFCM
hatéanyagaival szemben ellenallonak tekinthet6 a R. solanacearum R1240, a P. corrugata és
a P. fluorescens B1969 torzs.

A teljes CFCM koncentracio-tartomanyt tekintve tovabbi kovetkeztetéseket lehet levonni
az abszorbancia adatok 0sszekotésével megrajzolt gorbék lefutasa alapjan. Figyelembe véve,
hogy az eldallitott antimikrobidlis hatasi mintdk a szakirodalmi ismeretek szerint tobbféle,
valtozatos hatdsmechanizmussal rendelkezd bioaktiv komponenst is tartalmazhatnak, a
CFCM oldatokat ,,hatéanyag-koktél”-ként érdemes kezelni. Ebben az esetben a P. corrugata
és a P. fluorescens B1969 torzsekrdl biztonsaggal megallapithatd a kisérlet eredményei
alapjan, hogy az EMC CFCM oldat egyik 0OsszetevOje sincs hatdssal a korokozo
szaporoddsara, hiszen a gorbék szigorian monoton csdkkend tendencidja a tapanyag-
limitacioval van 6sszhangban. Azokban az esetekben, amikor az OD magas értékrdl hirtelen a

negativ kontroll szintjére csokken (pl. X. a. pv. phaseoli 20 (V/V)% EMC CFCM mellett),
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arrol lehet sz, hogy egy (vagy tobb) aktiv komponens elérte a gatlashoz sziikséges

kiisz6bdozis szintjét.

3.1.5. MID (maximalis hatékony higitas)

A MID definicio szerint a vizsgalt antibakterialis hatasu oldatnak az a legnagyobb higitasa,
amelyben az adott teszt baktérium megfeleld tapkozeg és kornyezeti koriilmények biztositasa
mellett is novekedésre képtelen. Az EMA és EMC CFCM oldatok MID értékeit az egyes

tesztelt novénypatogén korokozokkal szemben a 3.2. tablazat mutatja be.

3.2. tablazat: Teszt baktérium torzsek MID értékei EMA és EMC CFCM oldatokra

Teszt baktérium MID (EMA CFCM) MID (EMC CFCM)
A. tumefaciens 10 10
E. amylovora Eal 10 10
E. amylovora Ea88 10 20
E. amylovora Eal10 10 20
P. corrugata 40 80
P. fluorescens B1665 10 10
P. fluorescens B1969 50 100
P. s. pv. lachrymans 10 10
P. s. pv. morsprunorum 10 20
P. s. pv. savastanoi 10 10
R. solanacearum R1240 20 50
X. a. pv. phaseoli 10 20

Az eredmény a CFCM-tartalomra vonatkoztatva térfogatszdzalékban adhatdé meg, igy
minél kisebb a MID értéke, annal nagyobb az adott teszt baktériummal szemben kifejtett gatld

hatas.
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3.1.6. MIC és MBC értékek

A minimalis inhibicids koncentracio (MIC) meghatarozasa altalanossagban tekintve az
egyik legalapvetobb laboratoriumi mérés, amellyel egy antimikrobidlis hatdsu anyag
aktivitasa mérhet6 egy organizmussal szemben [Turnidge, J. D., 2003]. Az EMA CFCM
oldatokbdl tovabbi tisztitassal eldallitott biopreparatum kiilonbozo higitasai a CLSI szabvany
makrodilaciés modszere alapjan keriiltek tesztelésre E. amylovora Eal ndvénypatogén
torzzsel szemben az antibakterialis aktivitds meghatarozasa céljabol [CLSI, 2012].

Vizualisan értékelve a mintakat a legkisebb gatlo koncentracid, azaz a MIC értéke 8 pg/ml-
nek adodott. A mintak szélesztését kovetden néhany telep mégis képes volt novekedni LBA
lemezeken ebben a koncentracidoban, igy a minimalis baktericid koncentraci6 (MBC)
eredménye az eggyel nagyobb tesztelt koncentracioként, 16 upg/ml értéken kertilt
meghatarozasra. Megallapithatd, hogy nincs jelentds kiilonbség a hatékony MIC és MBC
értekek  kozott, igy a kivaltott hatds inkdbb baktericidnek tekinthetd, mint
bakteriosztatikusnak.

3.2. Invivo vizsgalati médszerek

A kutatbmunka ezen szakaszaban az in vitro kisérletek alapjan némileg erdsebb
antimikrobialis hatast kivalto X. budapestensis EPB torzs, illetve a baktérium sejtektdl
elvalasztott EMA CFCM oldatok és az EMA biopreparatum desztillalt vizes oldatainak
tesztelése tortént. A vizsgalatokat olyan gazdandvényeken végeztiik el, amelyek potencialisan
veszélyeztetettek az adott karositoval szemben. Megteleld védekezési mdodszer hianyaban az
ujfajta névényvédelmi célu készitmények fejlesztése esetiikben indokolt és megalapozott.

Az E. amylovora és a R. solanacearum baktériumokra egyarant karantén eldirasok
érvényesek Magyarorszagon, ezért szabadfoldi kisérletek végzése nem engedélyezett. A
vizsgalatokat ebbdl az okbdl kifolydlag laboratériumi koriilmények kozott, szepardltan
hajtottuk végre alma viragzatokon és mikroszaporitott burgonya ndvényeken, kiilonds
figyelmet forditva a fert6zott novények és anyagok artalmatlanitasara, fertStlenitésére a
kisérletek végeztével.

Az eldallitott mintak antimikrobialis hatasa mellett a védendd novényeken tapasztalhato

fitotoxikus tiinetek értékelése, tanulményozasa is megvaldsult.
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3.2.1. Hatékonysag mesterségesen fert6zott alma viragokon tiizelhalas
ellen

Elézetes kisérletek sordn bizonyitast nyert, hogy a higitattan EMA CFCM oldat artalmas
alma viragzatra. Kézi permetezdvel torténd kezelés barnulast, nekrotikus tiineteket, a szovetek
elhalasat okozta a viragokon. Erdemes megjegyezni, hogy a sejtmentes fermentlében olyan
anyagok jelenléte is feltételezheté, amelyek a mikrobialis novekedést gatoljak, illetve
latszolagos biologiai hatassal rendelkeznek, azonban nem nevezhetéek a klasszikus
értelemben véve antibiotikus hatdsu komponenseknek. Ezek a vegyiiletek altalaban nem
kozvetleniil fejtik ki hatdsukat a sejtekre, hanem valamilyen egyéb tényezé megvaltoztatasan
keresztiil (pl. pH eltolas) [Baell, J., 2014]. A tervezett in vivo kisérletben ezért a tovabbi
tisztitasi folyamatoknak alavetett EMA biopreparatum keriilt tesztelésre az E. amylovora Eal
torzzsel szemben.

A tisztitott bioprepardtum hatisossagat az alma virdgzatok értékelése alapjan szamszerii

adatokkal a 3.3. tablazat mutatja be.

3.3. tablazat: EMA biopreparatum hatisossaga alma viragzatokon

Kezelés Ertékelés
Elé-kezelés: Fertégés: Fert6zési index (f;) |
EMA b'OPr.e,P' Eal inokulum 0 1 2 3 Sell 82 H
koncentracioja S e — atlagos szima
(ng/ml) Fert6zési index gyakorisaga (n;) By (CFUlvirag)
0 10 pl 4 6 28 12 1.96 1.0x10’
4 10 pl 1 3 10 6 2.05 8.4x10°
8 10 pul 3 9 3 5 1.50 6.2x10°
16 10 pl 3 10 4 3 1.35 5.4x10°
31 10 pl 6 9 4 1 1.00 2.8x10°
62 10 pl 13 4 3 0 0.50 6.5x10°
100 10 ul 17 3 0 0 0.15 1.1x10°
150 10 pl 18 2 0 0 0.10 5.0x10%
200 10 ul 18 2 0 0 0.10 6.3x10"
300 10 pl 17 2 1 0 0.20 1.4x10°
500 10 ul 19 1 0 0 0.05 3.8x10*
Kontroll - 47 3 0 0 0.06 0
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Az azonos kezelési csoportba tartozo viragok 0sszefiiggésében a betegség mértékének (By)
szamitasa a Bertrand-Gottwald formula alapjan tortént [Bertrand, P. F., 1978]: Zfixni/n, ahol f;
jeloli a tiinetek eréssége alapjan megallapitott fertézési indexet, n; az egyes fertézési indexhez
tartozo gyakorisagot adja meg, mig n az adott kezelési csoportba tartoz6 dsszes virdg szama.
A kiilonboz6 kezelések Osszehasonlitasa a virdgokon észlelt tlizelhaldsra jellemzd tiinetek
alapjan egy 0-t0l 3-ig terjedd skalan tortént, igy parametrikus tesztek nem hasznalhatoak
statisztikai analizis céljara. A kezelési modok atfogd dsszehasonlitasat ebbdl az okbol a nem-
parametrikus Kruskal-Wallis teszt alkalmazasaval végeztem. Az eredményeket a 3.10. abra

szemlélteti.
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3.10. abra: EMA biopreparatummal torténo preventiv kezelés hatasa elézéleg E.
amylovora Eal teszt baktériummal mesterségesen fert6zott alma viragokon

Az adott koriilmények kozott preventiv kezelésnek alavetett és el6zOleg mesterségesen E.
amylovora Eal torzzsel fert6zott Watson Jonathan alma viragokon 62 pg/ml és annal nagyobb
EMA hatdéanyag dozisok esetében szignifikdnsan csokkent a fertdzési indexhez tartozo
gyakorisag (a virdgokon észlelheté tlizelhalas tiinetek mértéke) a negativ kontrollhoz

(desztillalt vizzel kezelve) viszonyitva, ¢és szignifikansan nem kiilonbozik a pozitiv
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kontrollhoz képest (nem fertézott Eal torzzsel). A 300 pg/ml és annal nagyobb toménységben
torténd kezelések azonban nekrotikus tiineteket, apré barna foltokat okoztak az alma

viragzatok sziromlevelein (3.11. abra).

3.11. abra: 300 ng/ml EMA biopreparatummal kezelt, E. amylovora Eal baktériummal
fert6zott viragok az értékelés idopontjaban

Az Eal baktérium sejtek atlagos szamanak meghatdrozasa (CFU/virdg) a kisérleti
novényanyag feldolgozdsaval tortént, majd a visszaizolalhaté ¢€s morfologia alapjan
beazonosithatd E. amylovora telepek szamlalasan alapult. A virdg mintakbol kezelési
csoportonként vizes extraktumot képeztem, majd tobbféle higitasban, 2-2 parhuzamos
alkalmazasdval LBA lemezeken szélesztve, 48 ora inkubdlast kovetden keriilt sor az
értékelésre. Szignifikdns korrelacid allapithatd meg (p < 0,05) az EMA biopreparatum
dozisok kozott a virdg mintakbdl visszaizolalt életképes Eal sejtek szama alapjan.
Mindamellett fontos megjegyezni, hogy az adatsor szorasa viszonylag nagy, az illeszkedés
nem tokéletes (r = -0,56), amely jelzi a modszer hidnyossagait. Mindazonaltal, kiegészitd
vizsgalatként a metodika alkalmasnak bizonyult az életképes korokozd sejtszam

nagysagrendbeli valtozasanak kimutatasara.

3.2.2. Fert6zési kisérlet burgonya novényeken

A fertdzési kisérlet annak megallapitasara szolgalt, hogy az adott koriilmények kozott
mekkora az a R. solanacearum sejtszam-koncentracid, amely esetében a mikroszaporitott

burgonya nodvényeken a baktériumos barna rothadds betegség tiinetei egyértelmiien
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jelentkeznek. A vizsgalat értékelését az alma viragok esetében alkalmazott Bertrand-Gottwald
formula adaptalasaval végeztem el [Bertrand, P. F., 1978].

A kémcsovekben Osszemért teszt baktérium oldatokban elhelyezkedd mikroszaporitott
burgonya novényeken 3 kiilonb6z6 idOpontban tortént a fertézési indexek megallapitasa,

amely alapjan a B, érték meghatarozasra kertiilt az egyes kezelési csoportokra (3.4. tablazat).

3.4. tablazat: Kisérleti burgonya novények allapota alapjan meghatarozott B, értékek a
R. solanacearum fertézési kisérletben

R. solanacearum
R1240 sejtszam ~ 6x10°  3x10° 1,5x10° 6x10" 6x10° 6x10° 6x10* Kontroll
(CFU/ml)

B, (3 nap) 175 125 0,75 0 0 0 0 0
B, (6 nap) 2,25 2 1,5 0,5 0 0 0 0
Bn (18 nap) 3 3 3 3 0,75 025 025 0,12

Az adatok alapjan 6x10" CFU/ml és annal nagyobb R. solanacearum R1240 baktérium
sejtszam esetében szignifikdnsan novekedett a fertdzési indexhez tartozd gyakorisag (a
novényeken észlelhetd baktériumos barna rothadas tlinetek mértéke) a kontrollhoz (sterilizalt

csapvizbe meritve a ndvényeket) viszonyitva, 18 nap kezelést kovetden.

Az EMA CFCM oldat kiilonb6z6 foku higitasainak teszt baktériumra kifejtett baktericid
hatasat az id6 fliggvényében kiilon kisérletben vizsgaltam. A R. solanacearum inokulum LBA
lemezen eldzbleg felnovesztett telepekbdl steril csapvizzel lemosva késziilt, majd
telepszamlalasos modszerrel keriilt meghatarozasra az oldat sejt-koncentracidja, amely
4,8x108 CFU/ml-nek adédott. A 6-lyuku sejttenyészté plate-eken Ssszemért EMA CFCM
oldatok (2.8. tablazat) beoltasa 2-2 ml tomény R. solanacearum R1240 inokulummal tortént,
igy a 8-8 ml végtérfogatokban 1,2x10® CFU/ml teszt baktériumot tartalmaztak a minték,
amely a fert6zési kisérlet eredményei alapjdn a betegségre jellemzd korképet okozzdk a
kisérleti novényeken az adott koriilmények kozott. Osszemérést kdvetden az oldatok
inkubalas mellett razatasra keriiltek, majd 5 eltéré iddpontban torténtek a mintavételek. Az
LBA lemezeken szélesztett mennyiségekbdl kialakult baktérium telepek szama alapjan az
adott kezelési idépontban jelenlévd életképes R. solanacearum sejtszam-koncentraciod

(CFU/ml) keriilt meghatarozasra, melyet a 3.5. tablazat mutat be.
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3.5. tablazat: EMA CFCM oldatok baktericid hatasanak nyomonkovetése folyadék
kozegben R. solanacearum R1240 teszt baktériummal szemben

EMA CFCM (V/V)% 0 5 10 15 20 25
2 6ra utan (CFU/ml)  péazsit  4,65x10° 25x10° 2,2x10°  4,5x10*  2x10*
4 6ra utan (CFU/ml)  péazsit  4,05x10° 7,5x10°  6x10*  2,5x10°  1,5x10°
6 6ra utan (CFU/ml)  péazsit  3,4x10°  7x10* 4x10*  1,65x10* 4,5x10°
8 6ra utan (CFU/ml)  pazsit 8x10* 10* 1,6x10*  4,5x10° -
24 éra utan (CFU/ml)  pazsit  2,5x10° - - - -
- : nem kimutathat6
EMA CFCM (VIV)% 30 35 40 45 50 75
2 6ra utan (CFU/ml) 10* 10* - 5x10° 5x10° 5x10°
4 6ra utan (CFU/ml)  5x10° - - - - -
6 6ra utan (CFU/ml)  2,5x10° - - 2,5x10°  5x10° -
8 6ra utan (CFU/ml) - - - - - -
24 6ra utan (CFU/ml) = = = - - -

- : nem kimutathatd

Az adatok alapjan megallapithatd, hogy a X. budapestensis sejtmentes fermentleve erds

citotoxikus hatast fejt ki a korokozo R. solanacearum R1240 torzsének sejtjeire. A baktérium

sejtszam csokkenése mar 2 oras kezelés soran is kvantitative kimutathato, a valtozas mértéke

tobb mint két nagysagrend 5 (V/V)% EMA CFCM koncentracid esetében. 8 oras kezelés

esetén a baktericid hatas csaknem teljes, 24 oras kezelés utan pedig teljes, 10 (V/V)% és annal

nagyobb dézisok esetén.

3.2.3. Eloallitott mintak fitotoxikus hatasa

A X. budapestensis kultarabol eléallitott EMA CFCM oldat kisérleti burgonya ndvényekre

gyakorolt hatdsanak, toxikussagdnak vizsgalata a fertdzési kisérletben alkalmazott modszerrel

tortént, a novényeket kiilonbozo higitdsu mintakban elhelyezve.
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A kisérleti novények kondicidja 3, 6 és 18 nap elteltével keriilt értékelésre, majd a
kozépértékek meghatarozasaval az egyes kezelési csoportok atlagos allapot-romlésa

szamszer(sithet6 (3.6. tablazat).

3.6. tablazat: EMA CFCM oldat fitotoxikus hatasanak vizsgalata alapjan megallapitott
értékek mikroszaporitott burgonya névényeken

?\%(,CA)FCM 100 75 50 40 30 20 10 Kontroll
3 nap utan 0,75 0,25 0 0 0 0 0 0
6 nap utan 2,25 2,5 1,75 1,5 1 0,25 0 0
18 nap utan 3 3 3 3 3 3 1,75 0

0: tlinetmentes, 1: 30%-ig barnult novény (hervadas, szaron és a felsé leveleken barnulas
megjelenése), 2: 60%-ig barnult névény (teljes hervadas, levelek tobbsége elhalt), 3: 100%-ig barnult

novény

Az eredmények alapjan megallapithato, hogy 3 nap elteltével csak a tomény sejtmentes
fermentlében elhelyezett novényeken volt tapasztalhaté enyhe karosodas. 6 nap utan a 20
(VIV)% és annal higabb mintak esetében tovabbra sem mutatkozott szignifikans eltérés a
kontroll novényekhez viszonyitva, azonban 18 nap eltelte utan - a 10 (V/V)% also tesztelt
értekkel kezeltek és a kontroll kivételével - az Osszes novény elpusztult. E késeltetett
fitotoxikus hatas feltehetéleg a X. budapestensis anyagcseretermékeinek (antimikrobialis
hatastt vegyliletek mellett kiilonféle toxinok ¢és enzimek) felhalmozddasaval és a
komponensek egy részének lassii lebomlasaval magyardzhatd. A CFCM oldat 6sszetevoi tehat
tartalmaznak olyan elemeket, amelyek a gyokérzonan keresztiil felszivodva burgonya névény

karosodasat idézhetik elo.

3.3. Analitikai vizsgalatok

A peptidek és proteinek nagy teljesitményli folyadék-kromatografiaval (HPLC) torténd
elvalasztasdt kovetden azonositdsuk legprecizebben tomegspektroszkopids modszerrel
végezhet6 el [Herraiz, T., 1997]. Jollehet, ez egy meglehetdsen draga modszer.

Alacsony hullamhosszon (<220 nm) az abszorbancia alapjan detektalhatoak peptid kotések

¢s aminosav oldallancok nanomol és pikomol koézotti kimutatasi hatdr mellett. Az aromas
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oldallanccal rendelkezé peptidek (fenilalanin (Phe), tirozin (Tyr) és triptofan (Trp)) 254
¢s/vagy 280 nm hullamhosszon detektalhatoak. Ebbol addddan felvettiik az antimikrobialis

hatast mintak UV spektrumait. A mérések eredményeit a 3.7. tablazat mutatja be.

3.7. tablazat: Tisztitott mintak UV abszorbanciaja (nm)

EMA EMC
iPrOH MeOH iPrOH MeOH
201 203 200 202
213 218 - 217

Az FT-IR spektrumok felvétele a 2.2.8 fejezetben leirt modon tortént. Az eredmények az
alabbi abrakon lathatoak a forrdas EPB torzsek (EMA ¢és EMC), illetve az oldészerek (cc.
MeOH + HCI, i-PrOH) kiilonb6z6 kombinacidinak vonatkozasaban (3.12. abra, 3.13. abra,
3.14. 4bra, 3.15. abra).
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3.12. abra: Tisztitott EMA biopreparatum i-PrOH frakciéja
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3.13. abra: Tisztitott EMA biopreparatum MeOH frakcidja

Aminosavak esetében csak két oldallanc csoport elnyelése valésul meg abban a szinkép-
savban, amely mas csoportokkal torténd atfedésektél mentes, és igy alkalmas lehet
egyértelmii konzekvencia levonasara tovabbi kisérletek elvégzése nélkiil is. Ezek a cisztein
SH csoportja (2550-2600 cm™), valamint a protonalt karboxil csoportok karbonil csoportja
(1710-1790 Cm'l). Ezek a csoportok a mintdk elemzésébdl kapott FT-IR spektrumok egyikén
sem voltak kimutathatoak.

Az Osszes tobbi oldallanc elnyelése atfedésben van mas oldallancok vagy a polipeptidlanc
elnyelésével, igy tovabbi kiegészitd vizsgalatok sziikségesek, hogy a szinképekben eléforduld
elnyelési savok egyértelmiien hozzarendelheték legyenek specifikus oldallanc csoportokhoz a
kotési és csoportfrekvencidk karakterisztikus hullimszamai alapjan.

Megfelel6 elvalasztas-technika alkalmazasanak hianyaban, csupan az FT-IR spektrumok
értelmezése alapjan valdéban nem azonosithatoak egyértelmiien sem egyedi komponensek,
sem peptideken taldlhaté oldallancok. A mintdkban az egyes kotési és csoportfrekvenciak
elnyelési savjai alapjan feltételezhetéek bizonyos aminosav oldallancok jelenléte, azonban

ezek a megallapitasok egyértelmi kijelentéseket nem tesznek lehetdvé.
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A glutamin oldallancok v(C=0) rezgése 1680 cm™ koriil erésen abszorbeal az infravords
tartomanyban, az elnyelési sav érzékeny a H-kotésre, €s minél alacsonyabb az elnyelési sav
pozicioja, annal erdsebb a H-kotés.

A glutaméat deprotonalt karboxil csoportjanak v(C=0) rezgése két erds elnyelési savot
mutat 1400 és 1570 cm’ kozelében, ezek a szimmetrikus és aszimmetrikus
vegyértékrezgéseket jelolik.

A hisztidin v(CN) rezgése egy tovabbi jol hasznalhat6 elnyelési sav 1100 cm™ kozelében.

A tirozin viszonylag er0s infravoros abszorber, polaris karakterének koszonhetéen. A
legélesebb elnyelési savok a v(CC), a v(C-0O) és a 6(COH) rezgésekbdl szarmaznak, sorban az
1517, a 1235-1270 és a 1169-1260 cm™ tartoményban (3.8. tablazat és 3.9. tablazat).

3.8. tablazat: Tisztitott EMA preparatum kiilonb6z6 oldoészer frakciéinak FT-IR

spektruma
Elnyelési sav pozicioja (cm™) Azonosithato csoport
i-PrOH MeOH
lutamin (v(CO) proteinekben
1659 1654 s MCO)p L
1659-1696 cm™)
hisztidin (v(C=C) proteinekben
1634 1638 L
1617 cm™)
tirozin (v(CC) gytirli proteinekben
] 1605 (V(CC) gyt f
1615 cm™)
lutamin (v45(COO-) proteinekben
1548 1556 ¢ i 5
1553-1575 cm™)
) 1520 tirozin (v(CC) gytri, 6(CH)
proteinekben 1516-1518 cm™)
1446 - lizin (3(CHy) proteinekben 1445 cm™)
lutamin (vs(COO-) proteinekben
1409 1405 ¢ (lC009p X
1397-1424 cm™)
tirozin (6(COH) proteinekben
1246 1234 .
1228-1250 cm™)
hisztidin (v(CN), 6(CH) proteinekben
1108 1082 (AER), & )pl
1094-1114 cm™)

- 86 -




Amig a d,5(CHgs), a 6(CHy) és a ds(CH3) rezgések elnyelési savjai 1465, 1450 és 1375 cmt
kozelében viszonylag jol detektalhato csoportfrekvencidk, a 3(CH) és a y(CHy) rezgések mar
gyakran atfedésben vannak mas csoportok elnyelési savjaival. Csupan a szamottevo
infravords  elnyeléssel rendelkezd triptofan azonosithaté a 1334 és 1455 cm™

hullamszamoknal észlelt abszorbancia alapjan (3.8. tablazat és 3.9. tablazat).

3.9. tablazat: Tisztitott EMC preparatum kiilonb6z6 oldoszer frakciéinak FT-IR

spektruma
Elnyelési sav pozicidja (cm™) Azonosithato csoport
I-PrOH MeOH
lutamin (v(CO) proteinekben
_ 653 glutamin ({CO) prote
1659-1696 cm™)
hisztidin (v(C=C) proteinekben
1640 - P
1617 cm™)
lutamin (v,5(COO-) proteinekben
1548 1542 s ((COO) p

1553-1575 cm™)

triptofan (v(CHb)?, v(CCb)?, v(CN)
1446 1452 proteinekben 1455 cm™) / lizin (8(CHy)
proteinekben 1445 cm™)

glutamin (vs(COO-) proteinekben

1403 1406 -1
1397-1424 cm™)
triptofan (v(CCp)?, v(CN)
proteinekben 1334 cm™) /
: 1336 o _
lizin (y(CH2), y(CHy) proteinekben
1345 cm™
tirozin (8(COH) proteinekben
1246 1245 1
1228-1250 cm™)
- 1201 triptofan (v(CC), 1203 cm™)
- 1152 prolin (y(CHy), 1168 cm™)
i . hisztidin (v(CN), 8(CH) proteinekben

1094-1114 cm™)

“b” és “p” jeldli a benzol és pirrol csoportokat.
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4. Osszefoglalas

A doktori munkdmban entomopatogén baktériumokkal végeztem szamos kisérletet,
novényi korokozok elleni védekezés céljabol. A szakirodalmi adatok alapjan kivalasztott EPB
torzsek anyagcseretermékeinek antimikrobialis hatdsa €16 sejtek segitségével, valamint a
fermentlevek feldolgozasaval kiilonbozd tisztitottsdgi foku, sejtektdl elvalasztott mintak
tesztelésével is meghatarozasra keriilt. A dolgozat és a doktori munka célja, hogy
megvizsgaljam két olyan baktérium (Xenorhabdus budapestensis és X. szentirmaii)
novényvédelmi célokra torténd hasznositasanak lehetdségét, amelyek a kiilfoldi
szakirodalombol és a hazai kutatasokbol egyarant ismertek, valamint publikaciok sora
bizonyitja, hogy bioaktiv metabolitok széles skéaldjanak termelésére képesek. A kisérletek
targykore a mikrobioldgiai tesztek mellett kiterjedt a laboratériumban végezhetd
novénykisérletekre, valamint a fermentlevekbdl kinyert preparatumok analitikai vizsgalatara
IS.

A teszt baktériumok altaldnos érzékenységét 9 kiillonb6zd hagyomanyos antibiotikummal
szemben vizsgalva az a kovetkeztetés vonhaté le, hogy az E. coli-ra megallapitott
antibiotikum koncentraciok esetében a kivalasztott kérokozok mindegyike egy vagy tobb
komponensre rezisztens, illetve mérsékelten rezisztens.

A feliilrétegzéses teszt két vagy tobb antibiotikum termeld baktérium hatasanak
Osszevetésére jol alkalmazhatdé modszer. A mérések preciz elvégzését ugyan megnehezitette a
X. szentirmaii torzs esetében észlelhet6 ,,swarming motility” effektus, azonban az €16 primer
sejtek antagonista képessége minden tesztelt névénypatogén torzzsel szemben egyértelmiien
mutatkozott. A mérési eredmények alapjan a X. budapestensis atlagosan nagyobb méretii
gatlasi zonak kialakitasara volt képes.

Fodor és munkatarsai a tesztelt korokozo torzsek koziil EMA esetében 8, EMC esetében
pedig 7 azonos novénypatogén baktériumon végezték el a feliilrétegzéses mérést, melyek
kivétel nélkiil pozitiv eredményt adtak, tehat a két Xenorhabdus térzs antagonizmusa és a
reprodukalhatdsag igazolva lett ezen novényi korokozokkal szemben [Fodor, A., 2012]. Az
adatok Osszevetése alapjan jellemzdéen 10-20% eltérés tapasztalhaté az inaktivacids zona
atmérok kozott, amely a viszonylag sok, mérést befolyasolo faktor (taptalaj rétegvastagsaga,
baktérium torzsek sejtszam-koncentracidja, stb.) miatt nyilvanulhat meg. Pseudomonas
syringae pv. savastanoi, Erwinia carotovora, valamint EMC esetében Clavibacter

michiganense ssp. michiganense nem kertilt tesztelésre korabbi kutatasokban (4.1. tablazat).
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4.1. tablazat: Feliilrétegzéses mérés eredményeinek dsszehasonlitasa szakirodalmi

adatokkal

Jelen dolgozat

Fodor, A., 2012

Teszt baktérium EMA EMC EMA EMC
A. tumefaciens 48,75+1,50 4325+6,29 36,67+1,15 24,33 + 4,04
C. m. ssp. michiganense 60,75+ 1,71 46,25 +£6,55 47,33+2,33 NT
C. f. pv. betae 65,25+ 2,06 60,50 + 8,74 34,16 £ 0,76 47,67 £2,08
E. amylovora Eal 61,50 1,29 53,25 +4,79 4400+ 0,50 43,33+1,44
E. carotovora 51,50 £ 1,29 52,50 £ 4,04 NT NT
P.s. pv. glycinea 52,50 £2,08  48,75+7,54 48,75+10,04 4533 +3,05
P. s. pv. savastanoi 54,00+3,16  44,25+2,99 NT NT
P.s. pv. syringae 51,75+2,75  4425+591  4550+0,50 23,83 +2,02
X. C. pv. carotae 55,50 £ 1,00 52,75 £ 5,25 51,00+ 1,22 48,50+ 11,67
X. C. pv. vesicatoria 62,25 £2,22 58,50 + 5,80 58,50 £ 0,50 19,00 + 2,60

NT: nem tesztelt

A tapasztalt gatld hatas alapjan az antagonista, él6 Xenorhabdus sejtek kijuttatasa a
védendd novényekre, kornyezetiikbe a betegség kezelésének és a tiinetek csokkentésének egy
elméleti alternativdja lehet, bar kivitelezése vélhetden szamos akadéalyba iitkozne. Az €16
preparatum hatékonysaga nehezen szabalyozhato, a baktérium sejtek mikroflorara gyakorolt
hat4sa ismeretlen, ezért tovabbi 6kologiai vizsgalatok elvégzését igényelné. Az alkalmazast
tovabb nehezitené, hogy a kornyezeti feltételek a gyakorlatban altaldban nem adottak az EPB
fajok megfeleld ideig tartdo taléléséhez. Emellett a sejtek spontan fazisvaltasa és ezzel
parhuzamosan az antibiotikus hatassal rendelkezd anyagok termelésének megsziinése egy
nem szabalyozhato folyamat, igy a szimbionta nematodak jelenléte nélkiil a primer variansok
atalakulasa feltehetden hamar bekdvetkezne.

A sejtmentes Xenorhabdus fermentleveket agardiffizios tesztben vizsgalva 7 teszt
baktérium (Curtobacterium flaccumfaciens pv. betae, Dickeya chrysanthemi, Pseudomonas
fluorescens B1665, Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum, Pseudomonas syringae pv. savastanoi, Ralstonia solanacearum R1240) ellen

EMA CFCM esetében szignifikansan nagyobb méretli inaktivaciés zona atmérdk voltak

crer
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(Eal) és az antibiotikum rezisztens mutans Erwinia amylovora torzsek (Ea88, Eallo,
EaCall) egyformén reagiltak az EPB hatéanyagokra, szignifikans kiilonbség nem
tapasztalhat6 az indukalt gatlasi zondk atmérdi kozott. Tehat a streptomycin és rifampin elleni
rezisztencia nem jelent védelmet az EMA ¢és EMC antimikrobidlis anyagcseretermékeivel
szemben. A Pseudomonas fluorescens és Ralstonia solanacearum fajokat tekintve eltérés
allapithatd meg az egyes torzsek érzékenysége kozott. A P. fluorescens B1969 és a P.
corrugata (amely a P. fluorescens csoporthoz tartozik) torzsek rezisztensnek mutatkoztak
EMA CFCM ellen, mig a P. fluorescens B1665 egyértelmiien érzékeny volt. Hasonloképpen
R. solanacearum 879 rezisztens, mig az R1240 torzs szenzitiv fenotipus.

Szakirodalmi adatokkal 0Osszevetve Fodor és munkatarsai azonos ndvénypatogén
koérokozok ellen az EMC CFCM esetén kozel azonos méretli, mig EMA CFCM
vonatkozasaban jellemzden 30-40 %-al kisebb gatlasi zona atmérdket kaptak (4.2. tablazat)
[Fodor, A., 2012]. Az eltérést a folyadék-kultarakban elért X. budapestensis sejtkoncentracio,
a primer sejtek aranya, valamint ezen tényezok fliggvényében az eldallitott antimikrobidlis

anyagok mennyisége kozotti kiilonbség okozhatta.

4.2. tablazat: Agardiffizios mérés eredményeinek 6sszehasonlitasa szakirodalmi
adatokkal

Jelen dolgozat Fodor, A., 2012

Teszt baktérium EMACFCM EMCCFCM EMACFCM EMCCFCM

C. f. pv. betae 30,67+ 0,58 21,67 +0,58 19,18+0,88 23,10+ 0,09
D. chrysanthemi 24,33 +0,58 20,33 £0,58 19,24 £0,84 24,64 +0,83
E. amylovora Eal 22,33+0,58  23,00+0,00 20,79+0,69 24,82+ 1,13
P. s. pv. lachrymans 29,00+ 0,00 24,00£0,00 22,54+1,58  2397+1,75
P. s. pv. syringae 22,33 £0,58 22,33 £0,58 16,88 + 0,88 20,13 +4,3
X.a. pv. phaseoli 23,00+ 0,00 23,67 £0,58 20,52 £ 3,18 22,04 £2,76

A folyadék-fazisban végrehajtott kisérletek eredményei — a MID értékek megallapitasa
egyes novényi korokozok ellen — alatdmasztottak, hogy a X. budapestensis Kkultarabol
eloallitott CFCM oldat er6sebb antimikrobialis hatassal bir, mint az EMC CFCM. Az
agardiffiizios tesztben ellenallonak mutatkoz6 torzsek esetében a MID értéke altaldban 30-nal
nagyobb, mig az érzékeny torzsek vonatkozasaban rendszerint 10-20 (V/V)% CFCM

koncentracioval teljes baktericid hatds volt kimutathato.
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Az elvégzett in vitro mikrobioldgiai tesztek eredményei alapjan a két EPB torzs
antimikrobidlis hatdsa kozott jelentés kiilonbség nem tapasztalhatd, azonban a X.
budapestensis torzsrél megallapithatd, hogy altalanossagban némileg nagyobb mértékii gatlast
indukalt, valamint szélesebb célszervezet-skalan fejtette ki hatasat, ezért igéretesebb
mikroorganizmusnak tekinthetd ndvényvédelmi célu bioprepardtum eldallitasara. A tovabbi
vizsgalatokat ebbl az okbol kifolyolag a X. budapestensis DSM-16342" (EMA) EPB torzsre
fokuszalva hajtottam végre.

Az EMA CFCM oldatokbol ioncseréld gyantan adszorbealt, majd tobb 1épéses metanolos
extrakcioval és rotacios vakuum-desztillacioval dusitott biopreparatum minta vizes oldata a
CLSI szabvany makrodiliciés modszere alapjan keriilt tesztelésre E. amylovora Eal
novénypatogén torzzsel szemben az antibakteridlis aktivitds meghatarozasa céljabol [CLSI,
2012]. Megallapitottam, hogy a legkisebb gétld koncentracid, azaz a MIC értéke 8 pg/ml, a
minimalis baktericid koncentracio (MBC) pedig 16 pg/ml-nek adodott. A kapott eredmények
alapjan az eldallitott bioprepardtum a hagyomanyos antibiotikum komponensekre
megallapitott MIC standard értékek koncentracio-tartomanyaban képes kifejteni
antibakterialis hatasat (2.3. tablazat). A tisztitott szarazanyag minta tobbféle hatdanyag
komponens keverékének tekinthetd, emellett Gsszetevdi kozott kis mennyiségben inaktiv
anyagok is lehetnek. Az egyes EMA hatéanyag komponensek kozott eléfordulhatnak
szinergisztikus hatasok, melyek egy ilyen komplex keverék hatasossagat fokozzak,
novényvédelmi célokra torténd hasznositasat pedig eldsegithetik.

Boszorményi és munkatarsai fiatal almafak hajtasain kimutattak a X. budapestensis
CFCM sziirletének hatdsossagat a tlizelhalas tiineteinek mérséklésében, laboratoriumi és
tiveghazi kisérletekben egyarant [Boszorményi, E., 2009]. Ez a tanulmany foként a vegetativ
hajtasfertézésre fokuszalt, azzal Osszefliggésben allapitott meg kisérleti eredményeket,
melyek kozelitéleg a streptomycin korabban alkalmazott dozisaval megegyez6 hatasrol
szdmolnak be, higitatlan EMA CFCM hasznalata esetén.

Alma virdgzatok EMA hatéanyagokkal torténd kezelésére vonatkozoan azonban nem
torténtek korabbi vizsgalatok. Az elterjedt kisérleti metodikakat alkalmazva az értékelésnél
altalaban a novény kiillonbozo részein (virag, hajtas) megjelend betegségtiinet stlyossdgabol
vonhato le kovetkeztetés. A viragzat, kiillonosen az elsédleges viragzatok megdvasa kiemelt
szempont, hiszen az E. amylovora fert6zések leggyakrabban tavasszal, az els6dleges
viragzatok megjelenésekor kovetkeznek be. Ebben az esetben kozvetleniil csokken a termény
hozama, tovabb terjedve pedig a baktérium sejtek elpusztitjdk a foagakat, valamint

inokulumként szolgalnak a hajtasfert6zés és masodlagos viragfertdzés szamara [Beer, S. V.,
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1976]. Mindemellett, az iltetvények permetezését bakterialis fertézések elleni védekezés
gyanant altaldban a virdgzasi periodus alatt célszerl elvégezni gyiimolesfak esetében. Tehat, a
fertézés megeldzésére kipermetezett novényvédd készitménynek képesnek kell lennie a
korokozok szamanak csokkentésére, a viragzatok karositasa nélkiil.

A mesterségesen E. amylovora Eal kérokozoval fertézott alma viragzatokon végrehajtott
kisérletek arrdl tettek tanubizonysagot, hogy a 62-200 pg/ml koncentracid-tartomanyban
alkalmazva az EMA biopreparatumot a preventiv kezelés szignifikdnsan csokkentette az
¢életképes E. amylovora sejtek szamat és a betegség mértékét, emellett nem okozott karosodast
a kornyezeti hatasokra érzékeny viragszerveken. Az E. amylovora kisebb nagysagrendi
populacioi (<10°> CFU) az egyes kezelt viragzatokon nem bizonyultak elegendének tiinetek
eléidézéséhez. A kisérlet eredményei alapjan az antimikrobialis komponenseket tartalmazo
EMA CFCM oldatbol tisztitott frakcido egy igéretes biopreparatum, amely alkalmas a
tlzelhalds betegség tlineteinek mérséklésére ellendrzott koriilmények kozott a fertdzést
megeldzden alkalmazva.

A mikroszaporitott burgonya névényeken elvégzett fertézési kisérletben meghataroztam,
hogy az adott koriilmények kozott 6x10° CFU/ml R. solanacearum sejtszam-koncentracid
sziikséges a baktériumos barna rothadas betegség kialakuldsahoz. A modszer tovabbi
fejlesztésével olyan laboratoriumban végezhetd eljaras alapjaul szolgalhat, amely alkalmas
lehet a R. solanacearum fert6zéssel szemben mutatott ellenalld képesség vizsgalatara
kiilonb6zd burgonya fajtdk esetében, valamint a betegség kialakulasanak megeldzését célzo
novényveédo szerek tesztelése is elvégezhetd.

Az EMA CFCM oldat baktericid hatasat az id6 fliggvényében vizsgalva megallapithato,
hogy a X. budapestensis sejtmentes fermentleve a R. solanacearum R1240 térzsének sejtjeire
mar 2 oras kezelés soran is erés citotoxikus hatast fejt ki. A R. solanacearum sejtek szama
tobb mint két nagysagrenddel csokkent 5 (V/V)% EMA CFCM koncentraciot alkalmazva, 24
oras kezelés utan pedig teljes baktericid hatas érhet6 el 10 (V/V)% és annal nagyobb dézisok
esetén.

A CFCM oldat fitotoxikus hatdsa mikroszaporitott Balatoni rézsa fajtaji burgonya
novények gyokérzondjan keresztiil felszivodva 3 napos kezelés utan csak a tomény sejtmentes
fermentlé esetében mutatkozott meg, azonban 18 napos kezelés utan mar a 10 (V/V)% als6
tesztelt koncentracio is egyértelmiien kimutathaté karosodast idézett el a kezeletlen kontroll
novényekhez viszonyitva. Alma virdgzatok permetezéssel torténd kezelése szintén erds
szovetkarosodast idézett el higitatlan EMA CFCM oldatot alkalmazva, igy — bar a vegetativ

hajtasfertézés tiineteinek és terjedésének mérséklésére alkalmas lenne a X. budapestensis
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tomény sejtmentes fermentleve [Boszorményi, E., 2009] — felhasznalhatdsaga névényvédelmi
célokra erdsen korlatozott, a CFCM oldat tovabbi tisztitdsa, az antimikrobialis hatasu
anyagcseretermékek dusitasa sziikséges 1épés.

A nagymiiszeres analitikai vizsgalatok az elkészitett bioprepardtum mintakban
valdszinisitik X. budapestensis esetében glutamin, hisztidin, tirozin és lizin, X. szentirmaii
esetében glutamin, hisztidin, triptofan, lizin, tirozin és prolin aminosav egységek jelenlétét,
melyek feltehetden az aktiv AMP molekulak alkotéelemei.

Az Gsszetétel még a tisztitott mintak esetében is rendkiviil komplex és valtozatos, ezért
nehéz feladat a hatéanyagok molekulaszerkezetének preciz meghatdrozdsa. A hasonld
profillal foglalkozd6 modern kutat6 intézetekben manapsag mar nem ,,vakon” keresnek aktiv
anyagcseretermékeket a fermentlevekben, hanem az EPB torzs genom szekvencidja alapjan
megjosoljak, hogy milyen komponensek varhatok, majd célzottan ezeket azonositjak.

Ehhez hasonl6 infrastruktiraval és apparatussal sajnos nem rendelkeztink a munka
soran, ezért esetemben a cél foként az lehetett, hogy viszonylag reprodukalhatd peptid-
Osszetételll frakciokat izoldljak, és azok hasznalhatdsdgat vizsgaljam, hiszen a szinergista
hatasoknak koszonhetden a kiilonféle OsszetevOk akar erdsithetik is egymast a megfeleld
mértékben tisztitott preparatumban.

Mivel a kinyert frakcio hatéanyag-Osszetétele rendkiviil komplex, érdemes a bioaktiv
komponensek feltdrasaval, azonositdsaval, hatdasmechanizmusuk megértésével foglalkozni a
tovabbiakban is. Emellett az egyes hatéanyag komponensek kozott 1étrejovd szinergisztikus
hatdsok kutatédsa is 1ényeges ¢és indokolt.

A novényvédelmi célu felhasznélast szem el6tt tartva egy termék fejlesztése esetén az
optimalis mértékben tisztitott Xenorhabdus hatéanyagokat adalékanyagok hozzaadasaval, az
alkalmazas kortilményeinek megfeleléen formuldzva allithato eldé hasznosithatd készitmény.
Az engedélyezési folyamat sordn a biologiai hatékonysdg aldtdmasztisa mellett szamos
tovabbi kérdésre is valaszt kell adni (ndvényvédd szer fizikai, kémiai és technikai
tulajdonsagai, alkalmazasi adatok, toxikoldgiai vizsgélatok, kezelt termékekben,
¢lelmiszerekben és takarmanyokban, illetve ezek feliiletén taldlhaté szermaradékok, a
novényveédo szer sorsa €s viselkedése a kornyezetben, 6kotoxikoldgiai vizsgalatok) [89/2004.
FVM rendelet].

A mezdgazdasagban kialakulo 1) szemlélet kulcseleme az integralt védelem, melynek
egyik hatarteriilete az ¢él6 szervezetek altal termelt antimikrobidlis hatasi anyagok
felhasznalasa a novényorvoslasban. Tapasztalataim azt mutatjak, hogy a X. budapestensis

masodlagos anyagcseretermékei  potencidlisan  alkalmasak a  tlizelhalds betegség
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megel6zésére. A vizsgalt X. budapestensis és X. szentirmaii EPB torzsek széles-spektrumi
bioaktivitassal rendelkez6 komponenseket képesek eldallitani és ezaltal forrasat képezhetik

ujfajta, bioldgiai eredetii hatdanyagoknak €s novényvédo szereknek.
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5. Tézisek

1. tézis: Az EMA CFCM oldatot agardiffiizios tesztben vizsgalva bizonyitottam, hogy
a X. budapestensis sejtmentes fermentlevére eltéréen reagalhatnak ugyanazon fajhoz
tartozo Kiilonb6zo korokozé torzsek.

A P. fluorescens B1969 és a P. corrugata B1637 torzsek rezisztensnek mutatkoztak
EMA CFCM ellen, mig a P. fluorescens B1665 érzékeny. Hasonloképpen R. solanacearum
879 rezisztens, mig az R1240 torzs szenzitiv fenotipus.

2. tézis: Az EMA CFCM oldatokbdl ioncserélé gyantan adszorbealt, majd tobb
lépéses metanolos extrakcioval ¢és rotacios vakuum-desztillaicioval dusitott
biopreparatum minta vizes oldatarél bizonyitottam, hogy Erwinia amylovora Eal
novénypatogén torzzsel szemben minimalis gatlé koncentriaciéja 8 pg/ml, minimalis
baktericid koncentracidja 16 pg/ml.

Az EMA CFCM oldatokbol eléallitott biopreparatum minta vizes oldatat a CLSI
szabvany makrodiliciés modszere alapjan vizsgaltam E. amylovora Eal ndvénypatogén
torzzsel szemben. Megallapitottam, hogy nincs jelentds kiilonbség a hatékony MIC és MBC
értékek kozott, igy a kivaltott hatas inkabb baktericid, mint bakteriosztatikus.

3. tézis: Mesterségesen E. amylovora Eal kérokozoval fert6zott alma viragzatokon
bizonyitottam, hogy a 62-200 pg/ml koncentraciéo-tartomanyban alkalmazva az EMA
biopreparatumot a preventiv kezelés képes csokkenteni az életképes E. amylovora sejtek
szamat és a tiizelhalas betegség kialakulasanak mértékét, emellett nem okoz karosodast
a viragszerveken.

Az adott koriilmények kozott preventiv kezelésnek alavetett és el6z6leg mesterségesen
E. amylovora Eal torzzsel fert6zott Watson Jonathan alma viragokon 62 pg/ml és annal
nagyobb EMA hatéanyag dozisok esetében szignifikdnsan csokkent a fert6zési indexhez
tartozd gyakorisdg a negativ kontrollhoz (desztillalt vizzel kezelve) viszonyitva, €s
szignifikansan nem kiilonbozik a pozitiv kontrollhoz képest (nem fert6zott Eal torzzsel).

4. tézis: Mikroszaporitott burgonya novényeken fertézési kisérletben bizonyitottam,
hogy az adott koriilmények kozott 6x10° CFU/ml R. solanacearum sejtszam-
koncentracio sziikséges a baktériumos barna rothadas betegség kialakulasahoz.

A leirt eljaras olyan laboratoriumban végezhetd reprodukéalhatdé moédszer alapjaul
szolgalhat, amely alkalmas a R. solanacearum fertézéssel szemben mutatott ellenallo
képesség vizsgalatara kiilonb6z6é burgonya fajtak esetén, valamint a betegség kialakulasanak
megeldzését célzo novényvedo szerek tesztelése is elvégezhetd.
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5. tézis: Novénykisérletekben bizonyitottam az EMA CFCM oldat erés fitotoxikus
hatasat, amely alapjan felhasznalhatosaga novényvédelmi célokra erdsen korlatozott.

A fitotoxikus hatas mikroszaporitott Balatoni rozsa fajtaju burgonya ndvények
gyokérzonajan keresztiil felszivodva 3 napos kezelés utan csak a tomény sejtmentes fermentlé
esetében mutatkozott meg, azonban 18 napos kezelés utdn mar a 10 (V/V)% alsé tesztelt
koncentracio is egyértelmilen kimutathatdo karosodast idézett el6. Alma viragzatok
permetezéssel torténd kezelése szintén erds szovetkdrosodast idézett eld higitatlan EMA
CFCM oldatot alkalmazva. A CFCM oldat tovabbi tisztitiasa, az antimikrobialis hatasa
anyagcseretermékek dusitasa sziikséges 1€pés.
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