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1. A munka el6zményei, a kitiizott célok

A Dbiologiai védekezés alternativ lehetdség a kémiai védekezésnél,
amelynek célja a korokozok megsemmisitése vagy karos hatasuk csokkentése.
Az utébbi 40 év eredményeinek koOszonhetd, hogy a bioldgiai
novényvédelemre alkalmas készitmények mar kereskedelmi forgalomban is
kaphatok (Baker és Cook, 1974; Cook és Baker, 1983; Cook, 1993).

Tobb szerzé szamol be a bioldgiai védekezés hatasossagarol, eltérd
gazda-patogén kapcsolatban (Tzeng et al., 1994; Nishioka et al., 1997; Bir¢ et
al., 1998; Vanneste, 2000).

Biologiai védekezésre alkalmas antagonista szervezetek hatasos
metabolitjairdl szamos kozlemény ad hirt (Amellal et al., 1998; Vanneste,
2000). Az antagonista baktérium fennmaradasanak lehetdségét — eredeti
gazdanovényére visszajuttatva — Kearn és Hale (1995) tanulméanyozta. A
tlizelhalas betegség tiinetei eredményesen csokkentheték voltak antagonista
baktérium felhasznalasaval (Vanneste, 1996; Vanneste, 2000).

A talajfert6zottség csokkentésének ismert modszere a Bacillus subtilis
alkalmazasa (Bochow, 1992). A Pantoea agglomerans epifiton baktérium a
talajban is fellelhet6, és biologiai védekezésre szintén alkalmas (Brenner,
1983; Vanneste, 2000).

Tanulmanyom célkitiizése az volt, hogy olyan antagonista baktériumot
keressek, amely alkalmas tobb, jelentds kart eldidéz6 novénybetegség
lekiizdésére, igy az almatermési novények tlizelhalas betegségét okozd
Erwinia amylovora (Hevesi, 1996; Németh, 1999), a paprika és paradicsom
varasfoltossagat eldidézé Xanthomonas vesicatoria, a paradicsomrakot okozo
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Klement, 1959. In: Ubrizsy,
1965) ellen.

Az  emlitett betegségekkel szemben intenziv = védekezési
technologiakat alkalmaznak Magyarorszagon is, amelyek tobbé, kevésbé
eredményesek a karok csokkentésére.

A bioldogiai védekezés vilagszerte fejlodoben van, amelynek célja
olyan mikroorganizmusok keresése, amelyek alkalmasak a nehéz feladat



betdltésére (Vajna, 1987; Aponyi-Garamvolgyi, 1989; Dormanns-Simon et al.,
1997; Vanneste, 2000).

Annak ellenére, hogy a betegségek lekiizdésénél nem a biologiai
védekezés a leghatasosabb moddszer, tovabba elterjedése sem olyan gyakori,
mint a kémiai védekezésé, jelentdsége eclsOsorban abban van, hogy
kornyezetkiméld eljaras, ezért a jovoben fontos szerepe feltételezheto.

A jelen tanulmany célja, hogy olyan antagonista baktérium talalasa és
meghatarozasa, amely alkalmas a biologiai védekezés céljainak betoltésére.

Kutatasaink soran a kovetkezo6 részfeladatok végzése volt sziikséges:

— antagonista baktériumokat izoldlni a filloplanbol €s a rizoszférabol
(magyarorszagi és libiai eredetii talajmintakbol),

— az antagonista hatas elbiralasdhoz ismert in vitro moédszereket
alkalmazni, illetve ujakat kidolgozni,

— meghatarozni az antagonistak antibakterialis spektrumat eltérd
nemzetségekhez tartozo baktériumfajok felhasznalasaval,

— jellemezni az antagonistadkat morfologiai, kulturalis és biokémiai
modszerekkel,

— olyan 1Gj in vitro moddszereket fejleszteni, amelyekkel elbiralhato
alkalmassaguk a tlizelhalas, a paprika és paradicsom varasfoltossaga és a
paradicsomrak betegségének lekiizdésére,

— a Dbetegségek elleni védekezésnél alkalmazhaté technologiat
kidolgozni (elo- és utokezelés) laboratériumi és ndvényhazi koriilmények
kozott,

— az antagonista baktérium perzisztenciajat természetes kdrnyezetében
(alma filloplan) tanulmanyozni.

2. Anyag és modszer

Filloplan-eredetii antagonista baktériumok izolalasahoz Starking
almafajta levelét és éretlen gyiimolcsét hasznaltuk, a rizoplan-eredetliekhez
pedig magyarorszagi és libiai talajmintakat gy{jtottiink be. Hatasukat a
paradicsomrakot okozd Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, a
paprika és paradicsom varas foltossagat okozo Xanthomonas vesicatoria, az
almatermésii novények tiizelhalasat okozod Erwinia amylovora, valamint a



sz616golyvat  okozd  Agrobacterium  vitis, kiilonb6z6 noévényfajok
lagyrothadasat okozé Erwinia carotovora, a krizantém szardnak barna
rothadasat okozo Erwinia chrisanthemi pv. chrisanthemi, a muskatli
levélfoltossagat és hervadasat okozo Xanthomonas hortorum pv. pelargonii, a
bab kozonséges baktériumos foltbetegségét okozd Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli és a Pseudomonas syringae kiilonb6z6 patovarietaszainak
felhasznalasaval biraltuk el, utobbiak kiilonféle
novényfajokon.levélfoltossagot, hervadast, rakos tiineteket okoznak.

Az izolatumok gombakra gyakorolt hatasat Geotrichum candidum-on
és Fusarium oxysporum f. spp.-on is megvizsgaltuk eltéré Osszetételil
taptalajokon: Nutrient agaron, Burgonya-dextroz-, King-B-, Eleszté-dextroz-
¢s CaCos-agar taptalajokon.

Az izolalashoz és az antagonista hatas elbiralasahoz lagyagar réteg
technikat, keresztcsikos modszert hasznaltunk, €s az antagonista hatas
meglétére és mértékére a ndvénykorokozd baktériumok tenyészetein okozott
gatlasi zonabol kovetkeztettiink.

Az antagonistak hatasos metabolittermelését 1-7 napon keresztiil
meértiik az elobb felsorolt tesztorganizmusokkal.

Burgonya-dextr6z levesben és Ayer-féle alaptapoldatban 7 napig
nevelt baktérium-szuszpenciokbdl tenyészetsziirletet készitettiink, majd
1:12,5, 1:25, 1:50 aranyban higitottuk és Burgonya-dextr6z agarhoz kevertiik.
A szilirletek hatasat Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis sp.
michiganensis-re és Xanthomonas vesicatoria-ra vizsgaltuk lagy agarréteg
modszerrel.

Meghataroztuk a legkisebb gatld koncentraciot (MIC-érték). A
»~mérgezett-agaros” lemezeken megszamoltuk a kindtt patogén baktériumok
koloniait, amelybdl kiszamithato volt a kontrollhoz viszonyitott gatld hatas.

Az epifiton antagonista hatast baktériumfaj kolonizalé képességét,
perzisztenciajat alma- lombleveleken vizsgaltuk tavaszi és nyari honapokban
3 egymastol fiiggetlen kisérletben, levelekbdl vett mintakkal. A mintakbol az
antagonista baktériumot szelektiv, Trimethoprim antibiotikum tartalmt
taptalajon tenyésztettiik, és a sejtek szamat 1 cm’ levélfeliiletre vetitve
szamitottuk ki.



Az antagonistak artalmatlansagat, illetve hasznalhatosagat a
biologiai védekezésnél kiilonbdzé ndvényekre permetezve birdltuk el: dohany-
, paprika-, paradicsom-, almalevél felhasznalasaval, valamint hiperszenzitiv
reakciot nem okozo képességiiket dohanylevélbe injekcidzva. Lagyrothadast
okozo képesség hianyat burgonyagumo szdvetén vizsgaltuk.

Morfologiai tulajdonsagat és tenyészbélyegét mind az almafarol
izolalt, mind a talajbodl izolalt antagonista baktériumnak meghataroztuk. Ezek
kozott a flagellak 1étét, szdmat és helyzetét elektronmikroszkoppal, Gram-
tulajdonsagat KOH-teszttel, sporaképzését hokezeléssel, fejlodésiiket és
telepeik szinét PDA, Nutrient, King-B és YDC taptalajon vizsgaltuk.

Biokémiai  jellemzésiiknél a  citokrom oxiddz  enzimet,
gliikézoxidaciot €s fermentaciot vizsgaltuk (Sands. In: Klement et al., 1990).
Egyéb, mas 20 biokémiai vizsgalathoz API 20 E mikrotesztet alkalmaztunk,
amely az Enterobacteriaceae nemzetséghez tartozo baktériumfajok jellemz6
biokémiai vizsgalatait teszi lehetové (Goor et al., 1984). A talajizolatum
meghatarozasahoz a katalaz enzim vizsgalatat, keményit6-, eszkulin-, kazein-
hidrolizist, H,S-képzést (TSI taptalajon) és malonat-hasznositast (malonat-
fenilalanin-tapkozegben) értékeltiik (Barrow és Feltham, 1993).

Az antagonistdk  hatdsat talajpan  Orbottyanbél  szarmazo
talajmintakban vizsgaltuk, amelyekbe ismert szamu korokozo- és angagonista
baktériumsejtet kevertiink. A koérokozo sejtszamanak valtozasatl g talajra
vonatkoztattuk.

A X. vesicatoria paprika (XV 14) és paradicsom (SOS8) torzsének
visszaizolalasdhoz a Nitrofurantoin, a C. michiganensis subsp. michiganensis
visszaizolalasdhoz a Linkomicin szelektiv hatasat hasznaltuk ki. Az
antibiotikumok a talaj természetes mikroflorajat is gyéritettek.

Az almafarol izolalt antagonista baktérium depressziv hatasat a
tiizelhalas tiineteinek kifejlédésére a *Granny Smith’, *Starking’, ’Liberty’,
’Spartan’, ’Prima’, ’Csanyi-M9’, ’Idared-M4’,’Idared-M9°, "Mutsu-M9’ és
’Freedom-MM106° almafajtakon vizsgaltuk pre- és poszt kezelésben az E.
amylovora inokulacioja el6tt 24 oraval, illetve utan levélkorong médszerrel. A
korongokat az antagonista (HIP32 torzs), illetve E. amylovora (Ea 23, Ea 17,
Ea 1 és Ea 29 torzsek) felhasznalasaval kezeltiik oly modon, hogy az 5 x 10°
toménységli szuszpenzidba martogattuk. Hasonld kisérleteket végeztiink



Cydonia oblonga teljes levelekkel, Cotoneaster sp. viragokkal, alma- és korte
egész levelekkel és -termésekkel. A betegség mértékét folyamatosan kovettiik,
a betegségfok meghatarozasa alapjan. Az els6 értékelést a tlinetek
megjelenésével egyidoben végeztiik Stat Graph szamitogép-programmal.

A paprika (Cecei SH) és paradicsom (Kecskeméti 262) baktériumos
varasodasanak betegségére gyakorolt hatdst novényhdzban nevelt
palantakon végeztiik pre-, illetve poszt kezeléssel.

Megfigyeléseinket a betegség mértékének meghatarozasa mellett a
paprikapalantak leveleinek megszamlilasara ¢s a levelek méreteinek
Osszehasonlitasara is kiterjesztettiik.

A kezelések hatastartamat az antagonistaval elékezelt palantakon 7
napon at mértiik naponként.

3. Eredmények

A filloplan és rizoplan eredetii antagonistak izoldlasa és szelektalasa
soran meggy6zddtiink arrdl, hogy mindkét €léhelyen szdmos antagonista
hatast baktériumfaj talalhatd, amelyek antibakterialis hatastiak voltak az
Erwinia amylovora-ra, a Xanthomonas vesicatoria paprika- és
paradicsomtorzseire, valamint a Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis-re.

Az antagonista izoladtumok antimikrobialis spektrumanak
vizsgalatanal megallapitottuk, hogy ez a hatds igen széleskorii, és néhany
vizsgalt gombafajra is kiterjed, igy a Geotrichum candidum-ra és a Fusarium
oxysporum f. spp.-okra. A vizsgalt koérokozok novekedését az antagonistak
gatoltadk — csekély kiilonbséget mutatva —, de rezisztenst kozottik nem
talaltunk.

A megvizsgalt mintegy 300 filloplan eredetli, antagonista hatast
mutatd kolonia koziil tovabbi vizsgalatra 34-et szelektaltunk, majd ezekbdl
egyet (32) valasztottunk ki, hatarozott tiszta gatlasi zona alapjan, amely
valamennyi kérokozoé tenyészetén megmutatkozott. A tovabbi hatasvizsgalatot
ezzel a torzzsel folytattuk, majd elvégeztik a taxonomiai besorolasat.
Hasonloan jartunk el a talajbdl szarmazo, minteg 850 izolatum szelektalasanal,
ahol a valasztasunk a 225. jelti izolatumra esett.



A HIP32-es izolatum  tenyészetsziirletének  hatasvizsgalatanal
megallapitottuk, hogy ,,mérgezett” agaron ndtt baktériumfajok (Erwinia
amylovora, Xanthomonas vesicatoria, Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis) kolonidinak szamanak csokkentéséhez a Basal-taptalaj
alkalmasabb, mint a Burgonya-dextrdz és Nutrient tapleves.

A tenyészetszlirlet hatdsossaga a tenyésztési id6tol fiiggott. A hatas
6., 7. napos inkubalas utan nem fokozodott, ennél rovidebb id6 esetén a
metabolit aktiv hatasa kisebb volt.

Az almafardl izolalt baktériumtorzs a természetes kornyezetébe
visszajuttatva (majustdl augusztusig) fennmaradt, a populacié szama nem
csokkent, s6t jelentds sejtszamnovekedés volt tapasztalhatd. Szaporodasahoz a
melegebb iddszak kedvezobb volt.

Az epifiton (HIP32) és a talajbdl szarmazéd izolatum (HIR225)
novényekre gyakorolt hatasat vizsgaltuk abbol a célbdl, hogy kizarjuk a
novények Karositasanak lehetéségét. A tesztndovényeken (dohanyon,
paradicsomon, paprikdn, almalevélen) karosodds nem volt tapasztalhatéo a
permetezéses kezelést kdvetden. Az izolatumok hiperszenzitiv reakciot nem
indukaltak  dohanylevélbe injekciézva. Pektolitikus enzim  hatdsat
burgonyaszeleten nem allapitottuk meg.

A HIP32-es izolatum elektronmikroszképos vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy peritrich flagellaval rendelkezik, Gram negativ, nem
képez fluoreszcensz pigmentet, nem sporaképzo, a gliikozt fermentacioval
bontja. Megallapitottuk, hogy az Enterobacteriaceae csaladhoz tartozik, a faj
Pantoea agglomerans és a G;-es biocsoport tagja.

A talajizolatum (HIR225) nem termel fluoreszcensz pigmentet,
peritrich flagellaval rendelkezik, endosporaképzo. Az egyéb biokémiai
vizsgalat alapjan a Bacillaceae csaladhoz tartozé Bacillus subtilis
baktériumfajba soroltuk.

Az antagonistak novénykorokozokra gyakorolt hatasat a talajban
szintén megvizsgaltuk, a korokozokat szelektiv taptalajon visszaizolaltuk.
Megallapitottuk, hogy mind a Pantoea agglomerans, mind a Bacillus subtilis a

crcr

redukalta a Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis-t.



A tilizelhalas betegségtiineteit a Pantoea agglomerans tobb
gazdanovényfajon redukalta, igy kiilonb6z6 almafajtan, korte-, birs- és
Cotoneasterlevélen, alma-, birs- és kortegyiimolcson. Az alkalmazott pre- és
poszt kezelés eredményes volt, de a fertdzés eldtti kezelés hatdsosabbnak
bizonyult. Almalevélkorongon az eldkezelés 50-98%-o0s, az utdkezelés pedig
34-51%-os tiinetcsokkenést okozott.

A levélfoltbetegség redukalasa paradicsom- és paprikapalantin
iiveghazi koriilmények kozott szintén eredményes volt az epifiton antagonista
hatasara. A statisztikai analizis szerint az el6kezelés a fiatalabb (6 leveles)
palantdkon 45%-os, az idosebbeken (12 leveleseken) 25%-0s hatast mutatott.
Az antagonistaval tortént kezelés utan a tiinetek redukalasa mellett egyéb
jarulékos hatas is jelentkezett: a levelek hullasa megallt, a levéllemezek
mérete nagyobb volt, és a ndvények szine haragoszold szinivé valt. A
védOhatds 6 napos eldkezelést kovetden volt a legkifejezettebb. Az
eredmények szerint a Pantoea agglomerans alkalmazasa jelentds védéhatast
eredményezett az almatermésii ndvények tlizelhalas betegségével és a paprika
¢s paradicsom varasfoltossag betegségével szemben.

Uj tudominyos eredmények

Két 1j antagonista hatasu torzset izolaltunk: a filloplanbodl a HIP 32, a
rizoszférabol a HIR 225 jelzésiit, amelyet Pantoea agglomerans-nak, illetve
Bacillus subtilis-nek hataroztunk meg. Mindketté széles hatasspektrummal
rendelkezett, valamennyi vizsgalt novénykorokozd baktériumfaj ndvekedését
gatolta in vitro koriilményekben.

A tlzelhalas, valamint a paprika- és paradicsom varasfoltossaganak
redukalasara a Pantoea agglomerans-t (HIP 32) alkalmasnak talaltuk.

A Pantoea agglomerans almafa lomblevelére juttatva perzisztensnek
bizonyult, populacidja természetes koriilmények kozott megsokszorozodott.
Ezért a tiizelhalas betegség lekiizdésére a gyakorlatban is alkalmazhatonak
tartjuk.



Az altalunk izolalt Bacillus subtilis-szel (HIR 225) csokkenteni tudtuk
a talaj fert6zottségét, melyet a Xanthomonas vesicatoria és Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis okozott.

4. Kovetkeztetések és javaslatok

Almafa filloplanban, valamint magyarorszagi és libiai eredetii talajban
nagyszamu, a novénykorokozo baktériumokra €s gombakra gatld hatasu
baktériumfajt  talaltunk. Koziilik szdmos széles hatdsspektrummal
rendelkezett.

A kiilonb6z6 morfoldgiai, fiziologiai és biokémiai tulajdonsagot mutatod
epifiton ¢és talajlako baktériumfa; koziil azokat valogattuk ki, amelyek
valamennyi vizsgalt modszerrel a leghatékonyabbnak bizonyultak.

A talajbol izolalt baktériumot (HIR 225) Bacillus subtilis-nek hataroztuk
meg, amelynek szerepe a bioldgiai védekezésben ismert.

A Pantoea agglomerans hatasat tobb fontos novénykorokozo
baktériumfajjal szemben igazoltuk. Megallapitottuk depressziv hatdsat az
almatermésii novények (alma, korte, birs, Cotoneaster) tiizelhalas betegség
tiineteire tobb modszerrel. Az antagonistaval torténd elokezelés hatasosabb
volt, mint a fert6zést kdvetd utdkezelés.

Egyéb novénybetegség lekiizdésénél is alkalmasnak talaltuk, igy a
paprika ¢és paradicsom varas foltossag tiineteinek kifejlodését is
megakadalyozta, amelyet a Xanthomonas vesicatoria okoz.

Valamennyi esetben az el6kezelés hatasosabb volt, mint az utokezelés. E
jelenség valdsziniileg azzal magyarazhato, hogy a fert6zést kovetden 24 oraval
alkalmazott antagonista kezelés el6tt a korokozo baktérium behatolasa a
sejtkozotti jaratokba, valamint a betegség indukalasa mar megtortént.

Megfigyeltiik, hogy az antagonista baktériummal kezelt paprikapalantak
mind az el6-, mind az utokezelés hatdsara haragosabb zdld szint mutattak,



a betegséggel egyiitt jaro levélhullas megallt, a levelek mérete is nagyobb volt.
Ennek az altalunk masodlagosnak tartott hatdsnak nagy gazdasagi jelentdséget
tulajdonitunk. Hasonld megfigyeléssel a szakirodalomban nem talalkoztunk.

A talajkisérletekben mind a Bacillus subtilis, mind a Pantoea
agglomerans csokkentette a Xanthomonas vesicatoria és a Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis sejtjeinek szamat. Ezért mindkét
baktérium a talaj fert6zottségének gyéritéséhez felhasznalhato.

A filloplanbol izolalt Pantoea agglomerans nemcsak a betegségtiinetekre
hatott, de a talajban is hatasosan csokkentette a korokozok sejtszamat. Ez azért
nem meglepd, mivel természetes eléfordulasa a talaj is.

Javaslataink:

— a Bacillus subtilis-t libiai talajmintabol izolaltuk, ezért a
magyarorszagi klimanal melegebb ¢€s szarazabb koriilmények kozott is
alkalmasnak tartjuk kiilonboz6 talajlakdé novénypatogén baktériumfaj
sejtszamanak csokkentésére,

— mindkét altalunk izolalt baktériumfajt, igy a Bacillus subtilis-t és a
Pantoea agglomerans-t perspektivikusnak tartjuk a gyakorlati alkalmazasban,

— tanulmanyunk kisérleti 1épései egyéb hasznos antagonista baktérium
izolalasahoz is felhasznalhatok, amelyek sorat a jovében boviteni kivanjuk,

— reméljiik, hogy mindkét szelektalt baktériumfaj betdlti azt a remélt
funkciot, hogy altaluk csokkenthetd lesz a kdrnyezetre és emberi életre toxikus
kémiai anyagok mennyisége.
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