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ROVIDITESEK JEGYZEKE

Bti

Bacillus thuringiensis ssp. israelensis de Berjak 1978

EC50 (EC100) A tesztallatok 50% (100 %) —os mobilitasgatlasat kivaltd anyag

EK
EKT;0p—H
FH

FHTps-H

mennyisége

égetett kovafold frakcio

¢getett kovafold szemesék porusaiban abszorbealt Tyopgi-szuszpenzid
folyami homok frakcié

folyami homok szemcsék feliiletére adszorbealt Toopi-szuszpenzid

G (Gram-negativ) a baktériumsejt szerkezetének belsé felszinét egyrétegi

peptidoglikan alkotja. (A peptidoglikan szerkezete
N-acetil-glukézamin és N-acetil-muraminsav alternalé molekuldkbol
felépiild poliszacharid-lancokbdl és ezeket Gsszekotd peptidlancokbol
all.) A festék megkoto képessége jellegzetes (genciana ibolya és joddal
torténd festés utan a festéllz alkohollal kimoshato6 a baktériumbol).

G" (Gram-pozitiv) a baktériumsejt szerkezetének belsé felszinét alkotd peptidoglikan

HL

akar 40 rétegli is lehet. (A peptidoglikan szerkezete
N-acetil-gluk6zamin és N-acetil-muraminsav alternalé molekulakbol
felépiild poliszacharid-lancokbdl és ezeket 0sszekotd peptidlancokbol
all.) A festék megkotd képessége sajatos (genciana ibolya és joddal
torténd festés utan a festék alkohollal nem moshato ki a baktériumbol).

husleves tapoldat

Nativ Bti-szuszpenzié természetes, nem higitott és nem koncentralt Bti-szuszpenzid

HL-A

husleves-agar lemez

Negativ kontroll-I A bioldgiai teszt soran kontrollként hasznalt kezeletlen tenyészéviz

Negativ kontroll-I A bioldgiai teszt soran kontrollként hasznalt baktériummentes

Pepton

tapoldattal kezelt tenyészéviz
(Negativ kontroll-I + Negativ kontroll-II = Negativ kontroll)

a fehérjék részleges lebontasakor keletkezd peptidkeverék

Pozitiv kontroll A biologiai teszt sordn viszonyitasként haszndlt ismert toxicitasu

SZK

SZKTpu-H

kereskedelmi készitmény VECTOBAC 12 AS
szaritott kovafold frakcid

szaritott kovafold szemcsék porusaiban abszorbedlt Toopii-szuszpenzid
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Tao csontlé tapoldat, flokkulacios-, hordozohoz kotott kisérletek tapoldata

T20Bti Tyo-tapoldatban fermentalt Bti-szuszpenzio

V/ zeolit asvanyi frakcid

ZTsmi- H zeolit dsvanyi szemcsék porusaiban abszorbealt Tyopii-szuszpenzid
BEVEZETES

A fejlodéstorténetben a szinyogok 93 millid évvel ezeldtt jelentek meg.
Jelenleg tobb mint 2500 fajuk ¢l a Foldon, ebbdl Magyarorszagon 45 faj
el6fordulasat ismerjiik. A szinyog az ember kellemetlen rovarellensége, mivel a
ndstény egyedeknek vértaplalékra van sziikségiik peteképzésiikhoz nélkiilozhetetlen
fehérjesziikségletiik kielégitésére. Vannak azonban allatok, madarak, kétéltiiek és
hiillék vérét kedveld fajok. A szinyogok az ember veszélyes korokozoit terjesztok
is lehetnek, mivel vérszivasuk mellett fontos betegségterjeszté vektor-rovarok is.

A csip6sziinyogok tomeges megjelenésének legfontosabb tényez6i a +10°C
feletti homérséklet és a larvak kozegeként nélkiilozhetetlen, aramldsmentes viz. A
szinyogegyiittes Osszetétele a szinyogszezon folyaman valtozik, a nedves iddszak
Aédes genus fajaihoz csatlakoznak a késébb megjelend szaraz idészakot jobban
toleralo Culex genusu fajok. A csipdszunyogok hirtelen fellépd, tomeges
megjelenését sziinyogartalomnak nevezziik. Természetes ellenségeik nem képesek
az egyedszamukat szabalyozni, ezért sziikséges mesterséges modszerekkel
védekezni a sziinyogok ellen.

A védekezés egyik jelentds szakaszanak tekinthetjiik az inszekticidek
megjelenését, melyek alkalmazdsa az 1940-es évek elején kezdodott el
Térhoditasukkal kialakult a vegyi szunyoggyérités. Alkalmazdsuk hatranya, hogy
széles spektrumuak, ezért az Okologiai rendszereket is jelentds mértékben
karositjak.

A csipdsziinyogok elleni védekezésnek ma mar sokféle eredményes modszere
létezik. A kornyezettudatossag eldtérbe keriilésével kifejlodott az igény a
kornyezetvédelem és természetvédelem részérdl olyan 1j, eltérd szemléleten alapulo
gyéritési technologidk irant, amelyek a kornyezet (és természet) kimélésével a
szunyogegyiittest elviselhetd szintre csokkentik. A bioldgiai készitményekkel
(Bacillus thuringiensis ssp. israelensis de Berjak 1978, Bacillus sphaericus Meyer

¢s Neide 1904) torténd szunyoglarva gyérités lehetdséget ad szdmunkra a hatékony



védekezés megtételére kornyezetiink veszélyeztetése nélkiil, ezért a sporas Bti-alapu
készitményekkel torténd szinyoglarva-tenyészOhely permetezése a biologiai
szunyoggyérités egyik fO0 iranyvonala napjainkban. A legtdbb tenyészdohely
ndvénytakaroval fedett, ezért a repiilégéprdl kijuttatott permet nem jut el a
tenyészOviz felszinére. Ennek kikiiszobolésére a Bti-sporakat sziikséges nagyobb
tomegli hordozohoz rogziteni, melynek segitségével a spora eljut a tenyészdvizbe, s
ott kifejti a csipdszunyog larvak ellen szelektiven hato, toxikus hatéasat.

Az ipari méretekben torténd eldallitds folyamén azonban kivanatos koncentralni a
sporas Bti-fermentatumot, hogy alkalmazas soran ne kelljen sok vizet szallitani. A
mikrobiologiai szuszpenzidk iilepitésének egyik lehetséges modja a Bti-szuszpenzio

vizoldékony-polimerekkel torténd aggregalasa (flokkulaltatasa) és iilepitése.

A bioldgiai  készimény repiill6gép  segitségével permetezhetdé a
legegyszeriibben a szunyoglarvak tenyészovizébe. A legtobb tenyészdviz azonban a
kora tavaszi allapotokat kivéve novénytakaroval fedett (pl. artéri erdok...), €s emiatt
a kiszort permet nem jut el a vizfeliiletre. Egyik lehetséges megoldas az indifferens
hordozohoz rogziteni a Bti-sporakat. A nagyobb tomegli hordozok segitségével a
készitmény konnyebben eljut a tenyészdvizbe, hogy ott kifejtse larvicid hatasat.

Sziikséges meghatarozni az eldallitott készitmény szinyoglarvak ellen
kifejtett Bti-toxicitasa mellett a vizmindség valtozasat is, csak igy lehet kijelenteni
egy készitményrdl, hogy artalmatlan az 6koszisztémara. A vizben oldott anyagok,
szuszpenziok és diszperziok vizmindséget karositd hatdsanak a meghatarozasat
nemzetkdzi szabvanyban leirt Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea)

egyedek mobilitasgatlasanak a meghatdrozéasaval vizsgéljak.
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2.1

IRODALMI ATTEKINTES

A csip6szinyogok (Diptera, Culicidae) jellemzése és 6koldgiaja

Magyarorszdgon sok kutatd tanulmanyozta mar a csipdszunyogok
eléfordulasat (Mihalyi és munkatarsai, 1953; Mihalyi, 1954, Zoltai, 1957; Toth,
1977; Branka, 1984, Kertész, 1987). Tanulmanyoztdk masok is a Tisza-volgyben
megfigyelhetdé szinyogegylittest, de nem hasonlitottak Ossze a zavartalan folyo
menti arterek és a zavart életterli varosok jellemzd sziinyogegyiittesét. A korabbi
felmérések a Tisza-volgyben domindns fajnak az Aédes vexans (41,17%), Culex
modestus (26,68%) és Aédes rossicus (19,06%) fajokat talaltak (7oth, 1977, Branka,
1984).

Vannak szinyogfajok, melyek megjelenésiikhoz csak megfelelé hdmérsékleti
értéket és vizboritottsdgot igényelnek (pl. Aédes vexans, Culex pipiens stb.), mas
fajok (pl. Aédes cantans, Aédes caspius, Aédes dorsalis, Aédes rossicus stb.)
megjelenéséhez specidlis igények is sziikségesek Ezek a specidlis igények (pl.
sotlirés, fény-arnyék viszonyok, siksag-hegyvidék stb.) hozzajarulnak az eltérd faji
Osszetétel kialakulasahoz (Mihalyi és Gulyas, 1963).

Az Aé&des genus egyedei a csapadékos iddszakok utan jelennek meg. A
természetes szunyogegyilittes egyedszamat befolydsoljak a Tisza arhullamai és az
aktualis csapadék. A kora tavaszi nedves évszakban hasonl6 sziinyogegyiittes alakul
ki a Tisza foly6 volgyében és a folyd menti varosokban (76th, 1977; Branka, 1984).
A Tisza-volgyben megmaradnak domindnsnak a néhdny nemzedékes artéri
szunyogfajok egyedei. A szarazabb évszakot (nyar) kovetéen az évi néhany
nemzedékes fajok szunyogegylitteséhez csatlakoznak az évente sok nemzedékkel
megjelend fajok egyedei. A Culex genus egyedszama kiemelkedéen magas a
csapadék nélkiili idészakokban (Zoltai, 1957; Kertész, 1987). Ezek a fajok
konnyebben megtalaljdk a héazak, nyaralok, szeméttelepek kornyékén az
egyedfejlodésiikhoz nélkiilozhetetlen vizet. A Culex genus képviseldi a vizfelszinre
rakjak le Osszeragasztott petetutajaikat (Zoltai és Szabo, 1968).

A csipdszunyogok ¢és kiilonOsen az artéri szinyogok nem allando
egyedszammal vannak jelen az 0koszisztémaban. Kedvezo feltételek esetén, rovid
1d6 alatt tomeges elszaporoddsukkal kell szamolni. Ez gy lehetséges, hogy a
néstények nagyon magas szdmu petét raknak le. Sokkal tobb utdédot produkalnak,
mint ami a fajfenntartdshoz sziikséges (r-stratégia). Ezzel szemben a természetes
ellenségeik (halak, madarak, denevérek...) egyedszama alland6, kevés utddot

hoznak 1étre (k-stratégia) (Heinrich és Hergt, 1994). Egy ragadoz6 kiilondsen akkor



crer

hatékony, ha fejlédési stratégidjat a zsakmany-¢élolényéhez igazitotta (az
¢letciklusok szinkronizaltak), vagy magas pusztitdsi arannyal rendelkezik. Kevés
kivétellel a csipdszinyogok ellenségei nem csupan a szunyogokra vannak utalva,
mint taplalékra (polifagok) (Becker és Magin, 1986).

2.2 A sziinyogartalom ellen hasznalt kémiai védekezési modok

A szunyoglarvak gyéritésére kezdetben petroleumot ¢és parizsi-zoldet
(rézacetat-metaarzenit) alkalmaztak, majd a II. Vilaghabori utdn forradalmi
valtozast hozott az idegméregként hatd inszekticidek felfedezése és alkalmazasa
(Bansagi és munkatarsai, 1962). Az imagok elleni vegyszeres védekezéshez
novényi eredetii mérgeket hasznaltak, majd a vegyipar robbandsszeri fejlédése az
1960-as évektdl a rovardld szerek oriasi és folyamatosan boviild valasztékat kinalta.
Az imagok gyéritésére DDT- ¢és HCH-tartalmt szereket (Zoltai, 1957), majd
foszforsavésztert és piretroid tartalmi rovarmérgeket hasznaltak (Shephard, 1951).
Ezek a szerek j6 eredménnyel és azonnal hatottak, de dragdk voltak. Kés6bb
kideriilt, hogy nem bomlanak le, hanem felhalmozdédnak az élélényekben. A
késObbiekben idegméregként hatd inszekticideket alkalmaztak (Bansagi és
munkatarsai, 1962).

Napjainkban az 0©koszisztéma megovasa érdekében a kezeléseket fényre
bomlo (fotolabil) vegyiiletekkel (K-OTHRIN 10 ULV, MOSQUITOX 1 ULV)
végzik. Ezek hatdéanyaga a deltametrin, ami a szintetikus piretroid
hatéanyagcsoportba tartozik.

A csak csipéseikkel kellemetlenkeddé szunyogok ellen a szabadtéri, a
malariasziinyogok ellen a zart térben torténd kezelés a célravezetd. Az imagok
kémiai modszerrel torténd kezelésénél nagyon koriiltekintden kell eljarni, ugyanis
ezek a vegyszerek sok mas vizi és szarazfoldi allatfajra is veszélyt jelentenek.
Lehetéleg mindig a tomeges kifejlodés miatt bekovetkezd szunyogcsapas
megeldzésre kell torekedniink, mert a szunyoglarvak elpusztitasa eredményesebb és
egyszeriibb, mint a mar szétrajzott szinyogtomegek gyéritése (Mihalyi és Gulyas,
1963)



2.3 A Dbioldgiai védekezési modok, Bacillus thuringiensis (Bt)
inszekticid készitmények, hatasmechanizmusuk és toxicitasuk

1976-ban Yoel Margalit egy elpusztult csipészinyog larvabol izolalta a
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis baktériumot Izraelben, s ezzel kezdetét
vette a bioldgiai sziinyoggyérités kutatasa (Margalit és Dean, 1985).

A Bacillaceae csaladon beliil a Bacillus nembe tartoznak az aerob, sporas és
palca alaki Bacillus thuringiensis baktériumok. Tobbségiik kozmopolita, és
kemoorganotrof talajlako. Hétlirés szempontjabol mezofilek (opt. hém: 28-45 °C),
az alacsonyabb hdomérséklet kedvez a spdraképzddésnek. Tenyésztésiikhoz
sziikséges a fizikai és kémiai paraméterek optimalishoz kozeli értéke (Szmirnov és
munkatarsai, 1986, Chilcott és Ellar, 1988).

A Bacillus thuringiensis baktérium valtozatainak szamottevé a gyakorlati
jelentéssége. A bioldgiai sziinyoggyéritésnél illetve a bioldgiai novényvédelemben
alkalmazzak ezeket a baktériumokat (Ward és Ellar, 1988). A ndvényvédelemben
sokhelyiitt csak a baktériumspora toxinjat kodold génszakaszokat juttatjak
génsebészeti Uton a novények genomjaba (Klier és Rapoport, 1987; Thanabalu és
munkatarsai, 1992; Pramatha, 2000). A bioldgiai eredetli inszekticidek nagyon
szelektivek. A Bacillus thuringiensis egy sziik csoporthoz (Bacillus cereus csoport)
tartozik a kozeli rokonsagban levé Bacillus fajok kozott. Ebbe a kisebb csoportba
tartozik a Bacillus cereus Frankland ¢és Frankland 1887 faja, amely az
ételmérgezések egyik okozoja lehet; valamint a Bacillus anthracis Cohn 1872 faj is,
amely a korokozdja a Iépfenének, egyéb veszélyes allati betegségeknek ¢és
rosszindulat keléseknek. Ez a harom baktériumfaj olyan mértékben hasonlit
egymasra, hogy egy faj valtozatainak feltételezik Oket (Bennett és Harmon, 1990;
Drobniewski, 1994). Ha a Bacillus cereus fajt egylitt tenyésztik Bacillus
thuringiensis baktériumokkal, a Bt genetikai anyaganak egy szakasza, vagy egésze
transzformalodik a B. cereus sejtekbe. igy a B. cereus fogja eléallitani a toxikus
kristalyszerli fehérje komplexet (Drobniewski, 1994). A genetikai anyag
transzformacioja a B. anthracis €s a Bt baktériumok kozott is megtortént mar
(Martin és Baum, 1994). Az ismertetett ok miatt eléfordulhat annak a veszélye,
hogy a nem megfelelden ellendrzott lizemi méretli tenyészetben szandékunktol
eltéréen nem a csipdszinyog larvak ellen, hanem az emberre €s allatra egyarant
veszélyes bioldgiai fegyvert allitunk eld és alkalmazunk széles korben.

A Bacillus thuringiensis Berliner 1915 baktériumot elészor 1901-ben izolélta
Japanban Ischiwata egy fertézott selyemhernyobol, majd 1911-ben ismét
kitenyésztették fertdzott datolyamolybol (Cadra figulilella) és a faj a Bacillus



thuringiensis nevet kapta. (Lambert és Peferoen, 1992). Azota a Bacillus
thuringiensis fajnak legalabb 34 alfajat (szerotipus, valtozat) és tobb mint 800
torzsét ismerjiik (de Barjac és Frachon, 1990). 1958-ig nem keriiltek kereskedelmi
forgalomba a Bacillus thuringiensis alapu termékek (Jenkins, 1992). 1989-re a
biopesticid piac 90-95%-0s részét tettek ki ezek a terméekek (Feitelson és
munkatdrsai, 1992). Az Egyesiilt Allamokban a Bacillus thuringiensis alapt
termékek ot fajt foglaltak magukba. Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki de Berjak
¢s Lemille 1964 és Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni, amelyeket molylepkék
¢s lepkék (Lepidoptera, Crambidae) hernyoi ellen hasznaltak; Bacillus thuringiensis
subsp. israelensis de Berjak 1978, amely csipdszunyog (Culicinae) és piposszunyog
(Simuliidae) larvait pusztitotta el; Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, amely a
viaszmoly hernyéit fertdzte meg; Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis, amely
sz€les spektrumu rovardldszerek hatdanyaga volt, de tobbnyire a burgonyabogar
larvék (Coleoptera, Chrysomelidae) ellen hasznéltdk (Farm Chemicals Handbook,
1992, Entwistle és munkatarsai, 1993). Leggyakoribb kereskedelmi markanevek a
Dipel, Foray, Thuricide (mind B¢ kurstaki hatdanyag-tartalommal), Vectobac,
Mosquito Attack (mind Bt israelensis hatdéanyag-tartalommal), és M-Trak (mind Bt.
ssp tenebrionis hatdanyag-tartalommal) (Farm Chemicals Handbook, 1992).
— Kedvezodtlen koriilmények kozott a
@ o @j Bacillus  thuringiensis  vegetativ  sejtek
sporakkda alakulnak. A spéra alak a
baktériumok ¢letciklusanak egyfajta
szunnyadé allapota, amely segitségével a
baktérium szervezete var a kedvezdbb

¢letkoriilményekre. A Bacillus thuringiensis

kiilonbozik a tobbi baktériumsejttdl, mert a

- - sporaképz6dés 5.stadiumaban (1. dbra) az

exosporiumon beliil képzddik egy
C T T@ =)

spora d-endotoxin

fehérjetermészetli,  kristalyszeri = komplex
(0-endotoxin). Ez a parasporalis részecske a
Bacillus  thuringiensis toxikus alkotéeleme

(Szmirnov és munkatarsai, 1986).

dabra: (a) A spérdsodo sejt fejlodési ciklusanak sémdja (Szmirnov és munkatdarsai, 1986)
(1.-VI. = a sporaképzodés szakaszai; VII. = a nyugalomba jutott spora kriptobiotikus
allapotban; 1.-5. = a sporabol kialakulo osztodo sejt fejlédési szakaszai)
(b) elektromikroszkopos felvétel a Bti-baktériumsejtben képzodoé sporarol és a mellette
elhelyezkedd 5-endotoxinrél (Gill és munkatarsai, 1992)
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A Bacillus thuringiensis fehérjetermészetii komplexek entomopatogén
proteazok elegyei (méretiik: 4,7-11,8 nm, molekula tomegiik: 120-140 000 Dalton).
A d-endotoxin fehérjetermészetii molekulak 18 féle aminosavat tartalmaznak
szerotipustol fiiggetleniil. Az aminosavaknak tobbsége glutamin és aszparaginsav
(Szmirnov és munkatarsai, 1986).

A sporulaci6 folyamataban fokozodik a Ca*"-ionok felvétele, melyek a spora
falat alkot6 dihidropikolinsavval komplexet képeznek, s igy tobbek kozott a
hérezisztenciaért felelnek. Szintetikus tapoldatban a sejtosztddas lassubb, az aerob
baktériumok kevesebb sporat képeznek (vagy csak megfeleldé komponensek
hozzdadasaval). A glikolizis szubsztratjainak tapoldatba vitele gatolja a
sporaképzddést, mig a Ca2+; Mg2+, K, Mn2+, Fe3+, Zn**-ionok jelenléte serkenti a
sporulaciot. A fémkoncentracié novekedése gatolja a baktériumok szaporodasat. A
sporaképzddés gyorsabb az adszorbedlt sejtekben, mint a szabad sejtes tapoldatban
(Szmirnov és munkatarsai, 1986).

A Bacillus thuringiensis spérdjanak elfogyasztisa utdn a protein-kristaly
feloldodik a rovarlarvak alkalikus bélcsatorndjaban (Zaritsky és munkatarsai, 1986).
Ezutan a larva emésztd enzimei széttorik a kristaly szerkezetét és aktivaljak a
Bacillus thuringiensisnek az inszekticid komponensét, amit d-endotoxinnak hivnak.
A kozépbél hamsejtjeinek felszinén specidlis glikoproteinek talalhatok, mint
receptorok,  melyekhez  egészen  célzottan  kapcsolodnak az  egyes
fehérjekomponensek. A 6-endotoxin hatdsara a kozépbél hamsejtjeinek membranjan
poérusok nyilnak, melyeken keresztiil kiaramlik a citoplazma és felborul a
bélhamsejtek ionhdztartdsa. Az ionkoncentracid eltolédasa kovetkeztében
fokozottan viz aramlik be a bélsejtek citoplazmajaba (ozmozis). A bélsejtek
megdagadnak és szétdurrannak. Erre a béltartalom a bélhamsejtek kozott keletkezd
lyukakon at betor a szunyoglarva testiiregébe, ¢és elkeveredik a testfolyadékkal, ezt
kovetden a szinyoglarvak a felvett protoxin mennyiségétdl fiiggéen néhany perc,
vagy ora alatt elpusztulnak. A rovarlarva taplalkozasa hamarosan ledll és az éhezés
a larva pusztulasahoz vezet. A spordk kicsirdzdsa a bélhamsejtek tonkremenetele
utan torténik (Klowden és munkatarsai, 1983; Gill és munkatarsai, 1992). Az
alkalikus bélmili6 (pH=10) aktivalja a o-endotoxint (Gill és munkatarsai, 1992;
Entwistle és munkatarsai, 1993). A larvédk ¢letkora fontos faktora még a
toxicitasnak, a fiatalabb stadiumu larvak érzékenyebbek, mint az iddsebbek
(Federici, 1995).
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A mikrobiologiai toxicitas tanulmanyozasanal nézik a patogenitast (betegség
okozasanak lehetdsége) ¢€s az infektivitdst (szervezeten beliilli szaporodas
lehetésége). A Bacillus thuringiensis felfedezése oOta vizsgaljak a lehetséges
veszélyeit a biologiai szervezetekre a hagyomanyos peszticidekkel szemben (Ware,
1983). A t6bb mint 800 Bacillus thuringiensis faj valtozat bizonyithatja a kiilonb6z6
toxicitast a rovarokkal, ragcsalokkal és az emberiséggel szemben. Ez a tény
bonyolulttd tesz minden objektivitast a Bacillus thuringiensis toxikussagardl. Az
alabbiakban a Bacillus thuringiensis ssp. israelensis de Berjak 1978 baktériumra
vonatkozo6 toxicitas tanulmanyokat tekintjlik at (Shakoori és munkatarsai, 1999).

Korabbi tanulmanyok (Siegel és munkatarsai, 1988) kimutattdk, hogy a
Bti-baktérium az adagolés helyétdl fiiggden toxikus az emldsokre is. De csak abban
az esetben halalos rajuk, ha a Bti-baktériumot kozvetlen az agyba, vagy a hasiiregbe
juttatjak. Patkanyokon végzett kisérletek esetében 79%-os a mortalitast mértek,
mikor a Bti-baktériumokat kozvetlen az agyba juttattdk. Egyéb dallatoknal is
altalanos rosszkedvet, levertséget figyeltek meg. Példaul az egerekbe injektalt
Bti-szuszpenzid a levertség elterjedését okozta (Siegel és Shadduck, 1990). A
Bti-baktérium emlOsokon izgatja a szemet €s a bort. Inaktivalt és virulens
Bti-sporakat fecskendezve az egerek bore ald, a kezelést kovetden talyog keletkezett
(Siegel és munkatarsai, 1988). Kiilsé kezelésnél a nyulak szemét is irritalta a
Bti-baktérium szuszpenzid (Samples és Buettner, 1983, Siegel és Shadduck, 1990).
A Bti-sporabdl izolalt 6-endotoxint intravéndsan oltva egerekbe, a baktérium gyors
paralysist okozott, majd 12 oOran beliil elpusztultak a megfigyelt egyedek.
Ugyanilyen dozist injektalva szoptatas alatt all6 egerek bore ala, a halal 2-3 o6ran
beliil bedllt. A d-endotoxin kérositotta még a patkdnyokat, egereket, birkékat,
lovakat és a vOros vérsejteket is (Thomas és Ellar, 1983, Bennett és Harmon, 1990).
Kevés dokumentalt megfigyelés tortént a Bti-baktérium emberekre gyakorolt
hatasarol. Ide tartozik, mikor egy kutaté véletleniil a sajat bore ala injektalt
Bti-baktérium ¢és egy madsik baktérium faj keverékét. Ezt kovetéen toxikus
reakciotol €s nyirokrendszeri zavaroktol szenvedett (Ware, 1983). Ezt a két
baktériumot egyiittesen fecskendezve ragcsalokba, azok elpusztultak, mialatt a
baktérium fajokat kiilon-kiilon alkalmazva csak gyenge gyulladast okoztak (Siegel
és Shadduck, 1990).
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2.4

A fermentlé koncentralasa vizoldékony-polimerekkel

A biologiai szinyoggyéritési technologia egy 1ényeges kémiai vonatkozasaval
is foglalkoztam. Az egyszeriibb és gazdasdgosabb alkalmazhatosag érdekében a
szunyoggyéritésnél alkalmazott sporas Bti-szuszpenzio koncentralasa volt a célom.
A sejt-szuszpenziok koncentrdldsdra mind vegyszer nélkiili (szeparacid, szlrés,
ultra-és mikrosziirés), mind vegyszerek alkalmazasadval parosult (koaguléacio,
flokkulacio, flotalas, kromatografia) modszereket hasznéalnak (Eriksson és Hardin,
1987; Arnold és munkatarsai, 1992; Fleer és Scheutjens, 1993). Az eldbbi
modszerek eldnye az, hogy biztositjdk a nativ oldat, ill. sejtanyag tisztasagat.
Ugyanakkor e  modszerek  hatékonysdga  rohamosan csokken a
kolloidrészecskék/sejtek méreteinek csokkenésével, mert nehézségek mertilnek fel a
szlirésnél, centrifugalasnal, stb. (Fleer és munkatarsai, 1993). A komponenseket
alkalmazo eljarasok elénye a nagymértékli siirités, az ardnylag kis koltség és az
egyszeru technoldgiai megvalodsitas (Barany és Teszlenko, 1990). Ezek az eldnyok
természetesen  csak  hatékony  vegyszerekkel  valosithatok meg. A
mikroorganizmus-szuszpenzi6 siritésének sok probléméja megoldhaté nagy
molekulatdomegli anionos ¢és kationos polielektrolitok alkalmazasaval, figyelembe
véve ezen anyagok jelentds flokkulaldo (aggregald) hatasat, felhasznaldsuk
gazdasagossagat és a biokolloidokra kifejtett nem-toxikus hatdsat. A flokkulacio
alkalmazhatd sejtszuszpenziok stritésére o©nallo modszerként, vagy pedig a
hagyomdnyos eljardsok - sziirés, flotacio, centrifugalds stb. - hatékonysaganak
novelésére (Eriksson és Hardin, 1987; Barany és Teszlenko, 1990; 1992).

A flokkulacid idébeli lefolyasat és hatékonysagat szamos tényezo
befolyasolja, ugymint a polimer szerkezete, oldatban felvett méretei, a
makromolekula-szegmensek ¢és a részecskefelillet kozotti kotési energia, az
alkalmazott polimeroldat toménysége €s a diszperzidval vald elegyités modja, a
polimer molekulatomege, toltéseldjele és toltéssiirtisége (polielektrolitok esetében),
az oldat elektrolit-tartalma, a szilard fazis koncentracidja stb. A polimerekkel valo
flokkulaltatds még szervetlen (élettelen) diszperzidk esetében is egy igen bonyolult,
sok paramétertdl fiiggd folyamat (Shaw, 1986, Barany, 2000). A mikroorganizmus
szuszpenziok flokkuléaltatdsanak 4altalanos torvényszerliségei és mechanizmusa
nagyjabol megfelelnek a szervetlen diszperziokra érvényes torvényszeriiségeknek
(Barany és Teszlenko, 1990; Fleer és Scheutjens, 1993). Ugyanakkor a
mikroorganizmus szuszpenziok flokkulaltatdsa egy sokkal bonyolultabb folyamat,
mint a szervetlen részecskékbdl allo szuszpenzioké. A szervetlen szuszpenzidkkal

ellentétben a sejt - flokkulans kolcsonhatasokat nagymértékben befolyasoljak a
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sejtek ¢letmitkdodése soran keletkezd sejtmetabolizmus termékek, a kornyezd oldat
komponensei, valamint a sejtfal allanddan valtozd felépitése, architekturdja
(Eriksson és Hardin, 1987; Barany, 1988; Barany és munkatarsai, 1991). Irodalmi
adatok szerint a mikroorganizmusok leghatdsosabb flokkuldld szerei a kationos
polielektrolitok (Eriksson és Hardin, 1987; Barany, 1988, Barany és Teszlenko,
1990; Barany és Teszlenko, 1992), ezért a sajat kutatdsomban is ezeknek szenteltem

a legnagyobb figyelmet.

Munkam soran célul a kovetkezoket tiiztem ki:

a szinyogartalom mértékének és térbeliségének felmérését Szegeden;

egy minden szempontbol optimalis sporas Bti-készitmény eldallitasat, a Bti-
mikrobék felszaporitasara, sporaztatasara és toxintermelésére is megfeleld tapoldat
kidolgozasat;

az aranylag ,,hig” fermentatumbol a Bti-sporak koncentralasat;

hordozohoz kotott Bti-spora tartalmu készitmény eldallitasat és

a tapoldatban tenyésztett Bti-sporak, valamint a bel6liik eléallitott Bti-készitmények

toxicitasdnak meghatarozasat biologiai teszttel.
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3.1

3141

3 ANYAGOK ES MODSZEREK

A csiposzinyogok (Insecta, Diptera, Culicidae) altalanos
jellemzése

A him és a nlstény szunyog egyarant novények nedveit szivogatja sajat
1étsziikségletiik fedezésére, azonban a ndstény egyedeknek vértaplalékra van
sziikséglik petéik fehérjesziikségleteinek kielégitésére (Mihalyi és Gulyas, 1963;
Becker és Magin, 1986).

A szinyogok egyedfejlédése soran a petedllapotot négy larvaallapot, majd par
napos baballapot koveti. Ezek a folyamatok a vizben zajlanak le és hdmérséklettdl
fliggden 2-4 hétig tartanak. A szOnyoglarvak a szerves anyagokkal terhelt,
aramldsmentes és sekély vizekben élnek, mivel a levegét a felszinrdl szerzik
(kivéve: Taeniorhynchus richiardii faj), ezért a levegdvételhez nyugodt vizfelszin
szlikséges. A teljes atalakuldst kdvetden a babbdrbdl eldbujik a repiild életmodot

folytatd imago.

A Szeged kornyéki csipészunyog egyiittes

A helyi Okoldgiai tényezOk hatasara eltérd szinyogegyiittes jellemzd a
hegyvidékek, alfoldek, rétek, erdok, arterek...stb. térségeire. A szunyogok
egyedfejlodéséhez a legfontosabb tényezOk az aramldsmentes sekély viz és a
homérséklet. Vannak nemek, melyek fejlodésiikhoz egyéb koriilményeket is
igényelnek (paratartalom, tenyészOviz sotartalma, tenyészéviz szerves anyag
tartalma, tenyészOviz ~ pH-értéke, megvilagitds, optimalis  fény-arnyék
viszonyok...stb.). Megfigyeltem Szegeden a csipdszinyogok egyedfejlodéséhez
nélkiilozhetetlen tényezdk szerepét (homérséklet, viz) a szinyogartalom
kialakuldsaban (Mihalyi és Gulyas, 1963, Becker és Magin, 1986). A napi
hémérséklet és csapadék adatokat az Orszagos Meteorologiai Szolgalattol (OMSZ),
a Tisza vizallas adatait az Als6-Tisza Vidéki Viziigyi Igazgatosagtol (ATIVIZIG)
kaptam.

Tanulméanyoztam az 1999. évi szegedi szinyogartalom kialakuldsanak és
folyamatanak koriilményeit. Szeged szunyogegylittesének az Osszetételét ¢és
valtozésat kisértem figyelemmel. A szdmlalast kovetd napon kémiai szinyoggyéritd
kezelés tortént, mely biztositotta a szinyogegyiittes adott iddszakra jellemzo

Osszetételét €s néhany napra elviselhetdvé tette a mennyiségiiket.
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3.1.1.1 A gyltjtott csiposzunyogok morfologiai és okoldgiai jellemzése

A morfologiai bélyegek alapjan torténd hatdrozasnal egyes hatdrozo bélyegek
egyértelmiien jellemzdek az adott fajra, de mivel az imagok faj specifikus bélyegei
az ¢életiik sordn tobbnyire lekopnak, ezért tobb ismertetd jegy azonositasa sziikséges
az azonositashoz. A hatarozas soran elsésorban a morfoldgiai bélyegek voltak a
dontéek, de az adott faj eléforduldsanak Okologiai valdszinliségét is ellendriztem
(Mihalyi és Gulyas, 1963; Becker és Magin, 1986).

3.1.1.2 A gylijtott csipészinyog nemek imagoi (Mihalyi és Gulyds, 1963; Becker és
Magin, 1986)

~N 7

\\
/ g gt LA
2. dbra: Aédes vexans Meig. 3. abra: Culex pipiens L. 4. dbra: A Culex pipiens L. (fent) és
nostény és himjének feje ndstény és himjének feje az Anopheles maculipennis Meig.

(Mihalyi és Gulyds, 1963)  (Mihdlyi és Gulyas, 1963)  (lent) jellegzetes testtartésdrol
konnyen megkiilonboztethetd
(Mihdlyi és Gulyds, 1963)

Aédes genus:

Potrohuk vége a két lekerekitett faroktoldalék miatt kihegyezettnek latszik. Ha
nem kihegyezett, akkor szine fekete, a potrohszelvények oldalan hofehér,
haromszogletli foltok vannak. Szarnypikkelyei keskeny, landzsa alaktiak (2. dbra).

Osszel a néstények egyesével rakjak le petéiket az artér talajara, vagy
fiiszalakra. A peték tavasszal az aradas visszavonuldsa utdn maradt pocsolydkban
alakulnak larvakka. Az imag6 akar 18 km-t is repiil egy nap. A felnétt egyedek

szlirkiiletkor és hajnalban aktivak.
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Culex genus:

Labuk végén a karmok alatt er6s nagyitdssal pihetoll-szerli tapadokorongok
lathatok. Potrohuk vége lekerekitett (3. dbra). Ejjel is aktiv és az épiiletekbe is
bemegy. A megtermékenyitett ndstény imago telel at és nyaron a ndstények petéiket
a vizfelszinre rakjak le petetutaj forméaban, amely kb.300 petét tartalmaz (5x2-3
mm). 1-500 méterre tavolodik el a tenyészdvizétdl. A nyar folyaman tobb generaciod

fejlodik ki, mint a természetes vizjarastol fiiggd szaporodasu fajok esetében.

Theobaldia genus:
Nagy testméret jellemz6 erre a nemre. A nemet toranak eliilsé 1égzényilasa
elotti kis haromszdgben levo spiracularis sorték jellemzik.
A megtermékenyitett ndstény imago telel 4t és nyaron a ndstények petéiket a
vizfelszinre rakjak le petetutaj formaban. Az imagok ritkdn mennek be a lakasokba

és télen is csipésaktivak.

Anopheles genus:

Lébaik feltiinden hosszuak és vékonyak. Ultiikben a szivoka, fej, tor és potroh
nagyjaban egy vonalba esik. A falon iilve a szunyogok potrohukat a faltol
hegyesszogben eltartjdk (4. abra). A megtermékenyitett ndstény imago6 telel at.
Nyéaron a néstények petéiket a vizfelszinre rakjak le haldézatos formaban. A ndstény
imago sotétedéskor sziv a leggyakrabban vért. Ezek a szinyogok jobban kedvelik a
melegvérti allatok (tehén, 10, sertés) vérét. A ndstény imagok eldszeretettel
tartdzkodnak istallok falain. A larvak nincsenek a nagyon szennyezett vizben. Az

1imago a 1-4 km-t repiil egy nap.
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3.1.1.3 A gyujtott csipOszanyogfajok imagoi (gyujtott egyedek dominancia
sorrendjében, Mihdlyi és Gulyds, 1963 alapjan)

szi
cs
h
¢ A% B
Is 7. dbra: A gyiijtott Culex-fajok potroha
(A: C. modestus Fic.; B: C. pipiens

molestus Forsk. Feliilrél és C: alulrol;
D: C. hortensis Fic.)
(Mihalyi és Gulydas, 1963)

5. abra: A csiposzunyog testéenek részei
(szi=szivoka, cs=csdp, [=fejtetd, h=hait,
c=comb, Isz=labszar, Ili= labfejizek)
(Mihalyi és Gulyds, 1963)

6. abra: A csipdszunyog feje (cs=csdp,
p=pofa, szi=szivoka, t=tapogato)
(Mihalyi és Gulyds, 1963)

F G H I J

8. abra: A gyiijtott Aedes-fajok potroha

(A: A. annulipes Meig.; B: A. excrucians Walk.;
C: A. cantans Meig.; D: A. cataphylla Dyar; E: A.
flavescens Miill.; F: A. caspius Pall.; G: A.
dorsalis Meig.; H: A. sticticus Meig.; I: A. vexans
Meig.; J: A. cinereus Meig.)
(Mihalyi és Gulyas, 1963)
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Culex pipiens molestus Forskal, 1775

Barna hatan a pikkelyek csillogd aranybarndk. Szarnyereinek pikkelyei
sotétek, az 143 ér nyele csak 1/6 része a villa hosszdnak. Labai barndk, térdein
kevésbé feltlind fehér térdfoltok vannak. Hatulso 1abanak 1. labfejize hosszabb, mint
a labszar (5. dbra). Potrohszelvényei tovén széles piszkosfehér keresztcsikok
vannak (4. abra, 6. dbra).

Mijus végétdl — oktodberig taldlhaté meg a szabadban. Télen is eléfordul kis
szamban lakasokban, pincékben stb., mivel a megtermékenyitett ndstény telel at.
Mas fajokkal szemben az embervért kedveli. Ejjel is aktiv. Petéit barhova lerakija,
amikor megfeleld a viz hémérséklete és oxigéntartalma (esdvizes hordok,
pocsolydk, autogumik, arkok, nadasok... stb.). Nemzedékeinek szama nem fiigg a
természetes vizjarastol.

Aédes vexans Meigen, 1830
Hatat barna pikkelyek boritjak. A labfejizek feketék, nagyon keskeny

pontszerli fehér togytriikkel. Szarnyereit fekete pikkelyek boritjak. Fekete
potrohanak fehér keresztcsikjai kdzépen elkeskenyednek, széliikon megszakadnak,
nem kapcsolodnak hozza az oldalfoltokhoz (4. abra, 7. dbra).

A folyoink tavaszi aradasat kovetéen jelennek meg. Aprilistol oktober végéig
minden ¢éléhelyen megtalalhat6. (erdd, rét, napos viz, nadas... stb.) Kozmopolita faj.
Legnagyobb jelentdségli artéri szunyogfaj. Vizboritottsagtol fiiggden sok
nemzedéke van évente.

Culex modestus Ficalbi, 1890
Hata sotétbarna, ugyanilyen szinti aproé pikkelyek boritjak. Szarnyereinek
pikkelyei sotétbarnak. Labai sotétek, hatulsd labanak 1. ldbfejize rovidebb, mint a
labszar. Potroha feliil egyszinili barna (4. abra, 6. abra).
Juniustol oktoberig repiil szabadban az imagd. A napos vizeket valasztja
tenyészohelynek. Sok nemzedéke van egy szezonban.

Aédes dorsalis Meigen, 1830

Szarnyerein sok az elszort vildgos pikkely, az 1p.3 éren csaknem kizardlag
fehér pikkelyek vannak. A labtdéizek tovén is, csiicsan is vannak vildgos gytirik.
Fekete potrohan fehér Potrohszelvényeinek tovi és csucsi részén is vannak
harantcsikok, valamint talalhato rajta fehér hosszanti csik is. Ez a harantcsikoknal
erételjesen kiszélesedik, egyes példanyokndl az utolsé harom potrohszelvény
csaknem teljesen fehér (4. abra, 7. abra).

Aprilis elejétél szeptemberig repiil. Az alfoldi szikeseket, szikes legelSket
kedveli. Larvaja sokedveld. Larvaja nyilt, sekély napsiitotte vizekben, idészakos
pocsolyéakban fejlddik. Evente 2-3 nemzedéke repiil.
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Aédes sticticus Meigen, 1838

A ndstény fejét fehér pikkelyek boritjdk. Hatat hosszanti csikok jellemzik.
Hatuls6 labszaranak eliilsé felszinét vildgosan csillogd pikkelyek boritjak.
Szarnyereit fedé pikkelyei sotétek. Potrohszelvényei feketék, a fehér keresztsav
helyett csak haromszogletii oldalfoltok szegélyezik. (4. dbra, 5. abra, 7. dbra).

Aprilistol szeptemberig fordul elé az arhullamokat kovetéen. Erdei
szunyogfaj, az arnyékos vizeket kedveli (artéri erdok). Nemzedékeinek szama (2-5)
fiigg az arhullamok szamatol €s a természetes vizjarastol, mivel petéit fiszalakra,
foldre rakja le.

Aédes annulipes Meigen, 1830

A ndstény fejét fehér pikkelyek boritjadk. Hatat hosszanti csikok jellemzik.
Hatulso lébszaranak eliilsd felszinét vildgosan csillogd pikkelyek boritjak.
Szarnyereit fedd pikkelyei sotétek, melyeket keskeny savok szegélyeznek.
Potrohszelvényein szort vilagos pikkelyek talalhatok, hatul nincs keresztsav
(4. abra, 5. dbra, 7. abra).

Aprilis végétél julius végéig repiil. Fajdalmas csipése jellemzd. Erdei
szinyogfaj (&rtéri erddk), de a napos vizeket kedveli a larvdja. Az imago az
erddszéleket, ligeteket preferalja. Egyetlen nemzedéke fejlédik ki évente.

Theobaldia annulata Schrank, 1776
Hata sotétbarna, rajta ugyanolyan szinli szérpikkelyek, kozépen két vildgos
foltot alkotva. Szarnyfoltjai erdteljesek. Barna combjain a térd eldtt fehér gytirti van,
ugyanilyen gylrt lathato az 1. labfejizek kozepén. Az 1-4. labfejizek tovét is
vilagos gyliri disziti. Potrohszelvényei tovén fehér harantgytlrli, a 2. szelvény
kozepén hosszanti fehér csik van (3. dbra).

Tavasztol késé Oszig repiil. Jelentéktelen szerepe van a szinyogcsapas
okozasdban. Szabadban, hazakban, erddben, nadasban egyarant el6fordul, Larvaja
elsdsorban a szennyezett vizeket kedveli.

Aédes cantans Meigen, 1818
Szarnyerein sotét és fehér pikkelyek taldlhatok keverten. A hatulsé labpar

combjanak eliilso felszine fehér, és végig fekete pikkelyekkel behintett. A 1abfejizek
fehér tégylirtii a hatulsé labparon szélesek, a kozépsén és az elsdn keskenyek.
Potroha lemezeinek els6 szegélyén keskeny, fehér szegélycsik talalhatd, az utolso
harom lemez hatulso szegélyén is (5. dbra, 8. abra).

Aprilis kozepétél julius végéig repiil. Folyok artéri erdeibdl hianyzik ez a faj.
Egyetlen nemzedéke fejlodik ki évente. Erdei szunyogfaj, foleg a laperddket
kedveli. Larvéja az arnyékos vizeket kedveli.
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Aédes cinereus Meigen, 1818
Szivokdja rovidebb, mint az eliilsd comb. Potroha feliil egyszinii, sotét.
Szemét nem szegélyezik fehér pikkelyek, hata rézvoros (5. abra, 6. dbra, 8. abra).
Aprilistol augusztus végéig repiil. Nadasokban, ligetekben, bozotokban
kellemetlenkedik. Nem jellemzd a folyok arteriiletére és az alfoldi szikesekre.

Evente ketté vagy tobb nemzedéke van.

Aédes rossicus Dolbeskin, Gorickaja és Mitrofanova, 1930
Szivokdja rovidebb, mint az eliils6 comb. Potroha feliil egyszinii, sotét.
Szemét fehér pikkelyek szegélyezik, hata feketésbarna (5. dbra, 6. dbra, 8. abra).
Aprilistél augusztusig repiilnek egyedei. A Duna és Tisza folyok artéri
erdeiben talalhatd meg. Evente egy vagy tobb nemzedéke van.

Aédes caspius Pallas, 1771

Szivokaja csak a csucsrészen barna, feliil szétszort, alul Gsszefliggd fehér
pikkelyek boritjak. Szarnyerein sotét és vildgos pikkelyek keverednek, az 1;:3
sugdrereken a sotét pikkelyek vannak tobbségben. A hatulsé labpar valamennyi
labfejize mindkét végén vilagos gytiriiket visel, a tobbi ldbon csak az 1. és 2. izek.
Potrohan széles harantcsikok valamint tobbé-kevésbé fejlett hosszanti, vilagos csik
disziti (5. abra, 6. dbra, 8. abra).

Aprilis végétdl oktober elejéig repiilnek egyedei. Az alfoldi rétek, pusztasagok
jellemzd faja, hazakba nem szivesen megy. Larvaja sotird, foleg az Alfold
napslitotte, gyér novényzetli idészakos vizeiben fejlédik. Annyi nemzedéke van,
ahanyszor a tenyészohelye viz ala keriil.

Aédes rusticus Rossi, 1790
Szarnyanak sugarereit fekete pikkelyek boritjak, fehér pikkelyekkel
szegélyezve. Labfejizein nincsenek vildgos pikkelyek. Potrohat hosszanti vilagos
sav disziti, a harantcsikok vékonyak (5. dbra, 8. abra).
Aprilis kézepétdl junius végéig repiilnek az imagok. Kis szerepe van a tavaszi
sznyogcsapasban. Erdékben és erdei tisztdsokon taldlhaté meg. Evente egyetlen
nemzedéke van.

Aédes flavescens Miiller, 1764

Fejét elol rézvoros, hatul sotétsarga és fekete pikkelyek boritjak. Fekete hatat
is rézvords pikkelyek boritjdk. A szarny ereit tobbnyire vilagos pikkelyek fedik.
Labfejizeit széles, vilagos tégylriik diszitik. Potroha egyszinli agyagsarga (5. dbra,
6. dbra, 8. abra).

Aprilis elejétdl augusztus kozepéig talaltdk meg a felnétt egyedeit. Kora
tavaszi faj. Sotlird faj, napos rétek pocsolydiban fordul elé az Alfoldi-szikes
terlileteken. Egy tavaszi €és egy nyari nemzedéke van.
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Aédes excrucians Walker, 1856

Fejét vilagos pikkelyek boritjak. A pofak fehér pikkelyei fekete foltot vesznek
koriil. A szivoka kozépso pikkelyei fehérek. Hata kozepés széles aranybarna sav
talalhatd. A szarny ferein sok az elhintett vilagos pikkely. A hats6 combtd fele
tiszta fehér. Az 1. potrohszelvényén csak fehér pikkelyek vannak. Potrohszelvényeit
elol széles, hatul keskeny sargasfehér harantsav szegélyezi, a sotét részben sok szort
viladgos pikkely helyezkedik el (5. dbra, 6. abra, 8. abra).

Aprilis kozepétdl jlius végéig repiil. Kis szerepe van a tavaszi szanyogcsapas
okozasaban. Larvaja a hideg vizeket kedveli. Nemzedékeinek szama évente egy,
esetleg ketto.

Culex hortensis Ficalbi, 1899
Szarnya I3 erének nyele 1/3 olyan hossza, mint a villaja, a szarnyerek
pikkelyei barndk. Hatulsé labszaranak végén élénk fehér folt van. Potrohanak
harantgytrti a szelvények hatulso szegélyén vannak (5. abra, 7. abra).
Majus elejétdl oktober végéig replil. Napos vizes rét, nadas az éldhelye.
Nappal faodvakba vagy barlangokba bujik. Nem kedveli az embervért.

Anopheles messae Falleroni, 1926
A néstény fejét kétoldalt barna, kdzépen fehér pikkelyek boritjak. Szarnyanak
pikkelyei €s labai is sotétbarndk. Potroha soététbarna, vilagos szdrzettel boritva
(5. abra, 7. abra).
Majustol szeptember végéig repiilnek egyedei. A meleg vizli alfoldi mocsarak
jellegzetes faja. Nem szereti a szennyezett vizet. A napsiitdtte, ndvényzettel bendtt
sekély vizeket kedveli. Imdgdja csak a szabadban rajzik és parzik.

Anopheles hyrcanus Pallas, 1771

Fehérrel tarkitott szinezetével egyediil all az egyszinili, barna szarnyl hazai
Anopheles nem szunyogfajai kozott. Feje tetején fehér szinii vildgos pikkelycsomo
talalhat6. Fehér pikkelyek élénkitik a csdpot és a tapogatd izeinek végét.
Szarnyerein fehér és barna pikkelyekkel fedett szakaszok valtakoznak. A 1abfejizek
csucsain fehér gyliriik vannak, a hats6 1ab 4. ize teljesen fehér. Potroha barna,
ugyanilyen szinii csillogo6 sz6rok fedik (5. dbra, 7. abra).

Majustdl szeptemberig repiil. Szabadban, féleg nadasokban ¢él. Az édesvizet
kedveli, a viz sotartalmara érzékeny. Az embert ritkan tdmadja meg.

Meghatarozatlan fajok:

A vizsgalt imagok hatarozasat nehezitette, hogy a humdan csapdazéssal
gyljtott egyedek eldéletiik és a gylijtés soran kopottak lettek, hatarozo bélyegeik
nem voltak felismerhetdek. Ezeket az egyedeket a szunyogegyiittes mennyiségi
meghatdrozasanal figyelembe vettem, de a mindségi meghatarozasnal figyelmen
kiviil hagytam.
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3.1.2

A mintavételi helyek tenyészovizei

Szeged egy tipikus alféldi varos. Szinyogok fejlédésére alkalmas vizterei
szikes ¢és nem szikes vizek. Jellegiik geologiai adottsagoktol és a kornyezeti
szennyezOdésektol fiigg. A zarojelbe tett szamok a Szegedi vizfelszinek értékei. A
szegedi felszini vizek jellemz6é adatai az Also-Tisza Vidéki Kornyezetvédelmi
Feliigyel6ségtdl (ATIKOFE) szarmaznak.

szikes vigterek: Nagy sotartalmu felszini vizek. Nagy vezetoképesség
(2000-4000uS/cm) ¢és mérsékelten magas pH-értek (8,5-9,5) jellemzd rajuk.
Dominans kationjai koéziill a Na™ (800-1200mg/l) és a Mg*™ (200-400mg/1)
koncentracioban vannak jelen. Dominans anionjaik koziil a SO4> (300-600mg/1), a
CI' (400-700mg/l1) és a HCO; (500-1000mg/l) koncentracidban vannak jelen
(Felfoldy, 1987).

nem szikes vizterek: (tavak, holtmedrek, csatornak) Altaliban iszapréteg
boritja a medriiket. Atlagos vezetSképesség (700-1300uS/cm) és mérsékelten ligos
pH-érték (7,6-8,5) jellemzd rajuk. Dominans kationjai koziil a Na* (30-80mg/1) és a
Mg*" (10-30mg/1) koncentracioban vannak jelen. Dominans anionjaik koziil a SO4*
(20-60mg/1), a CI' (20-40mg/1) és a HCO3™ (100-300mg/1) koncentracidban vannak
jelen (Felfoldy, 1987).

dtmeneti szikesedo vizterek: Eredetileg nem szikes vizek, de a kornyezo
mezdgazdasagi tevékenység (pl. miitragyazas), kommunalis és ipari szennyezések
valamint termalvizek szennyezd hatasa kovetkeztében sok vizben oldott s6 keril a
vizbe és megindul a szikesedés folyamata (Felféldy, 1987). Szeged varos vizei

tobbnyire szennyezettek vagy mérsékelten szennyezettek.

1; Dorozsma: Kertvarosi Ovezet maganhdzakkal. A kozelben fekszik a
Domaszéki-fécsatorna, néhany km hosszan érinti a teriiletet, feliilete lha, atlagos
vizmélysége 1-1.5m. Nem szikes viztér, kornyez6 mezdgazdasagi teriiletek

szennyezése (miitragya) és kommunalis szennyezés jellemz6 ra.
2; Dorozsma-Sziksés-to:  Udiiléteriilet, —magéanhazakkal.  Sztnyogos

tenyészovize a helyi, agyagos-szikes, partmenti nadas t6. A t6 feliilete 21ha, atlagos

vizmélysége 1,1m.
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3; Gyilarét: Udiil6dvezet maganhazakkal. Természetes vize a szikesedd
Gyalai-Holt-Tisza holt meder néhadny eliszapolddott csatorndja, melyek vizébdl a
kornyez6 mezdgazdasagi teriileteket ontozik. A csatorndk atlagos vizmélysége 1m,

atlagos szélességiik 4m Osszfeliiletiik 1ha. Partjai mentén nadasok talalhatok.

4; Hattyas (Klebelsberg) virosrész:  Kertvarosi 6vezet maganhdzakkal. A
kozelben van a helyi szeméttelep és a Gyalai-Tisza holt meder Feketeparti szakasza,
ami a belefolyd termdlviz miatt szikesedésre hajlamos, feliszapolodasa eldre
haladott. Hossza 1,3km, atlagos szélessége 20m, atlagos vizmélysége 1,6m, teljes

feliilete 2,6ha. Partjai mentén nadasok talalhatok.

5; Moravaros: Lakotelepek és maganhazak is jellemzdek erre az dtmeneti
szikes teriiletre. Természetes vizei a partmenti nidas Sancer banyatavak. Atlagos

vizmélységiik 2-4m, teljes feliiletiik 11ha.

6; Kossuth L. sugarut: Lakotelepek jellemzik ezt a teriiletet, természetes
tavai a nem szikes, nadasos, erdsen eliszapoldodott Buvar-t6 (3ha), a szikes

Csemegi-t6 (2ha) és a szikesedésre hajlamos Lencsés-t6 (7-8ha).

7;  Olajbanydsz tér: Lakotelepek jellemzdek erre a teriiletre, természetes

vizel nincsenek.
8; Dom tér: A Belvaros beépitett teriilete, természetes vizei nincsenek.

9; Ujszeged, Viztorony tér: Lakotelepi-kertvarosi 6vezet a Tisza bal partjan.
Természetes vize az iszapos Holt-Maros holt meder. Hossza 4km, atlagos szélessége
25m, atlagos vizmélysége 1,5m, terlilete 10ha Feliszapolddasa és bendttsége

elorehaladott.
10; Kallay-liget: Ligetes, fas teriilet, kertvarosi Ovezet, természetes vize a
Holt-Maros. Hossza 4km, atlagos szélessége 25m, atlagos vizmélysége 1,5m,

tertilete 10ha. Feliszapolodésa és bendttsége eldrehaladott.

11; Szoreg: Kertvarosi teriilet, természetes vize a nem szikes, iszapos

Széreg-Deszki focsatorna. Part menti nadas jellemzi e vizteret.
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313 A csipészunyogok gyiijtése (human csapdazas)

Szeged csipdszinyog egyiittesének felmérése soran 11db mintavételi pontot

tanulméanyoztam Szeged varos kiilonbozo teriiletein. A mintavételi pontok az eltérd

¢letterek alapjan lettek kijeldlve (9/a. abra).

MH Térképész Szolgdlat) 16 4
9. abra: A mintavevo helyek (a) és a mintavétel modja (b) Szegeden

A szunyogok adatgyiijtését egy csapat tagjaként végeztem. A mérési pontokon
a mintavétel egyidejiileg tortént. A gylijtést szippantdcsd segitségével végeztiik. A
vérszivas céljabol letelepedett szinyogokat a szippantdcsé tolcséres végével
leboritottuk és a masik végére szerelt gumicsovon keresztiil felszippantottuk a csé
belsejébe (9/b. dbra). Mindig azonos mérdpontokon mértiink, a kezeléseket
megeléz6é napon és a nap azonos iddszakdban 19:30 - 21-30 ora kozott. A
mintavétel kezdetét a naplementéhez igazitottuk (naplementét kovetd 30 percen
beliil). A mintavétel idején hisz méteres korzetben beliil nem tartozkodott mas
személy. A mérések alkalmaval elfogott sziinyogok adatait (gytijtés helye €s ideje)
feljegyeztik (Erdds, és munkatdrsai 2001). A szezon végeztével a szinyogokat
meghataroztam. A {6 hatdrozasi bélyegek az imagok mérete, alakja, szinezete és

mintazata voltak (Mihalyi és Gulyas, 1963).

A gylijtés soran hasznalt kifejezések magyarazata:

dominans: a leggyakrabban el6forduld faj, vagy a >25%-0s gyakorisagu fajok.
szubdominans: a 10-25%-os gyakorisagban eléfordul6 fajok.
ritka: a <mint 10%-o0s gyakorisagban el6fordulo fajok.
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3.1.4

3.2

3.21

3.2.1.1

A hetente végzett kémiai sziinyoggyérités

A kémiai szinyoggyéritést majustol szeptember végéig végezték heti
rendszerességgel a Szegedi Kht. szakemberei. Légi uton repiildgéprol permeteztek
UNITOX 14 ULV-t 0,6 liter/ha (14% diklorfosz) koncentracidoban, vagy
K-OTHRIN 1 ULV-t 0,6 liter/ha (0,12 % deltametrin) koncentracidoban (Lee és
munkatarsai, 1996, Erdos, és munkatarsai 2001), a f61don pedig melegkdd képzo
géppel permeteztek UNITOX 100 SC-t (1000g diklorfosz/liter) 0.02 liter/ha
dozisban. A kddképzéshez, 98liter gazolajhoz 2 liter UNITOX 100 SC-t adtak, majd
az igy elkészitett oldatbol 10-15 liter/ha juttattak ki. A kémiai sziinyoggyéritéseket
mindkét modszerrel este, vagy hajnalban végezték az egyéb rovarok kimélése miatt
(Erdos, és munkatarsai 2001). A kémiai kezelések hatékonysaga 92-100% volt

(8zito 1999, személyes informacio).
Bacillus thuringiensis subsp. israelensis kutatasok

A csipészunyogok elleni hatékony, biologiai védekezéshez nemcsak a
thuringiensis ssp. israelensis de Berjak 1978) a paramétereit is sziikséges

ismernunk.

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti)

Az aerob Bacillus genus tagjai anyagcseréjik  szempontjabol
kemoorganotrofok, okologidjukra jellemzd az endospordk jelenléte. Sporaképzd
tulajdonsaguk révén sajatos helyet vivtak ki foldiink baktériumvilagaban (Szmirnov
és munkatarsai, 1986).

A Bacillus thuringiensis ssp. israelensis faj palca alakua, aerob baktérium. (de
Barjac és Frachon, 1990). Hossza 3-5um, szélessége 0,5-0,8um. A spéra 2-3um
hosszii és ovoid alaku. A Bti-baktériumot kisérleteimhez egy kereskedelmi
termékbdl izolaltam (VECTOBAC 12 AS, Valent BioScience Co, Libertyville, IL,
USA).

Az alkalmazott inkubaciods eljaras

A tenyésztést a tapoldatok Osszedllitdsa, majd sterilizdldsa utan Gyrotory
razotermosztatban végeztem (Smith, 1982). A fermentéalas koriilményeit az alabbi

paraméterek szerint allitottam be: T=28 °C; rpm= 195/perc.
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3.2.1.2

A fermentaciot kovetden kozvetett sejtszdmolasi modszerrel az €16
csiraszamot hataroztam meg higitas és szélesztés modszerével, majd meghataroztam
a szuszpenzionak a sporatartalmat Schaeffer-Fulton-féle sporafestéssel. Valamennyi
kisérlet esetében legalabb harom azonos koriilményli (parhuzamos) kisérletet
figyeltem meg, a spéraartalom értékek meghatdrozasahoz tiz latotér atlagat vettem
figyelembe. A kapott eredmények alatt a parhuzamosok értékelésekor mért adatok
atlagat értem (Alfoldi és Hegediis, 1952).

A tapoldatokat valamennyi kisérletsorozatban autoklavozassal 115 °C —on,
35 percig sterilizaltam, majd a szobahdémérsékletlire hiilt tapoldatot oltottam be

vegetativ Bti-inokulummal.

Az €10 sejtszam meghatarozas higitas és szélesztés modszerrel

A kozvetett sejtszamolasi eljaras esetében nem a tényleges sejtszamot kapjuk,
hanem azon €16 sejtek szamat hatarozzuk meg, amelyek kiilonallo telepeket képesek
létrehozni. Az €16 sejtek szama fiatal tenyészetek esetében megegyezik az Osszes
sejtszam értékével. A sporas baktériumok szuszpenzidiban a mikrobdk a hanyatlasi
fazisban csak hirtelen bekdvetkezd sokk esetében pusztulnak el, egyébként sporakka
alakulnak (10. abra) (4rnold és munkatarsai, 1992).

csiraszdm
log. exponensek

1,2
8+ Osszsejtszam
(sporaszam)
6-- 1; lappangasi fazis
2; gyorsulo fazis
3; logaritmikus fazis
4+ 616 sejtszam 4; lassulasi fazis
5; megallapodasi fazis
2+ 6; hanyatlasi fazis
et
0 — A | id§ (6ra)

|
1 DURSUNDL
0 246 81012 24324048 120 240

10. abra: A baktériumok szaporoddsi dinamikaja folyékony tapoldatban.

A meghatarozni kivant sejtszuszpenzido 0,1ml mennyiségébdl tizes alapt
higitasi sort készitettem, majd a higitott szuszpenziokbol 0,1ml —t husleves-agar
(HL-A) lemez feliiletén egyenletesen eloszlattam (,,szélesztettem™). Ezt kovetden
beszaritottam a lemez feliiletét, igy a hig Bti-szuszpenzio kiilonallo sejtjei a HL-A
taplemez egy adott pontjdhoz rogziilnek Ez az eldfeltétele annak, hogy a beldliik

kifejlodé telepek szama alapjan a felvitt ¢€locsirak szamat megadhassam. A
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3.2.1.3

szélesztést kovetden a HL-A lemezeket 24 6rara 37°C-os termosztatba helyeztem. A
kedvezd korilmények hatdsira a vegetativ sejtek és a spordk egyarant telepeket
képeznek, melyeket 24 6ra inkubacids 1d6 elteltét kovetden megszamoltam, majd a
kapott értéket a higitds ardnydban visszaszoroztam. A kapott eredményt a
milliliterenkénti szuszpenzidban levd Bti-csirdk szamaval fejeztiik ki (Alfoldi és
Hegediis, 1952).

A sejtszamlalashoz hasznéalt HL-A lemezek Osszetétele: (alapoldat ioncserélt
viz) 3g/l beef extract; 10g/1 pepton; 3g/l NaCl; 2g/1 Na,HPO4*2H,0; 25¢g/l agar
poliszacharid (4gar agar tengeri algét tartalmaz). A HL-A lemezek olvadaspontja
90°C; dermedéspontja 50°C. A HL-A tapoldatot hélég-sterilizatorban (Chertoclav)
sterilizaltam, mikozben folyékony allapotiva valt. Favatott steril fiilke alatt vékony
(2mm) rétegben Petri csészékbe Ontdttem, a szaradds alatt a lemezek lehtiltek és
megdermedtek. Ezt kovetden a lemezeket 24 orara 37°C —os termosztatba helyeztem

a sterilitas ellendrzése miatt (4lfoldi és Hegediis, 1952).

A spoératartalom meghatarozasa

A baktériumok sporai egyszerii festéssel nem festddnek, ezért a festék
bevitelét Schaeffer-Fulton -féle agressziv festéssel valdsitottam meg. A
targylemezre cseppentett szuszpenziot beszaritassal rogzitettem, majd malachitzold
festékoldatot csepegtettem a targylemez feliiletére €s alulrol haromszor gézolésig
hevitettem. Kozben az elparolgott folyadékot a festékoldat allandé adagolasaval
potoltam. Ezutan harminc masodpercig alulrdl folyovizzel mostam a preparatumot.
Ezt kovetden a vegetativ baktérium alakok lathatova tételére hatvan masodpercig
safraninos kontrasztfestést alkalmaztam, majd alulrél csapvizzel mostam a
preparatumot - a nem kotddd festékoldat eltavolitdsa miatt -, végiil széritottam a
kész preparatumot. A malachit-zold festékoldat a sporakat zold sziniire ~, mig a
safranin festékoldat a vegetativ baktériumcsirdkat piros sziniire festette meg. Ezt
kovetden 1000*-es nagyitasu mikroszkdp alatt tanulmanyoztam, a rogzitett kenetre
immerzios olajat cseppentve. Egy minta kiértékelésénél tiz atlagos latotérben
szamoltam meg a spoérdkat és a vegetativ alakil Bti-sejteket, az eredmény
kiszamitasanal a tiz latotér szamtani kozepét vettem alapul. A sporaartalom
értékének meghatarozasat a kovetkezéképpen értékeltem: spéraartalom (%) = 100*

(latotér sporaszama/latotér 6sszes csiraszama) (Arnold és munkatarsai, 1992).
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3.2.2

3.2.2.1

A nativ fermentlé el6allitasa

Kutatési tervemben szerepelt tobbféle toxikus Bti-spora készitmény eldallitasa
¢s kiszerelése. Ehhez azonban sziikséges volt eldallitanom egy tapoldatot, melynek
a kezelése egyszerti, benne jol szaporodik a Bti-mikroba, minél hatékonyabban ¢és
rovid 1d6 alatt képez szinyoglarvakra toxikus spordkat és mindenekfelett nagyiizemi
alkalmazasa olcs6. A feladatot nehezitette az a tény, hogy optimalis koriilmények
esetén a jol szaporodo baktérium vegetativ alakja nehezen birhatd spoéraképzésre,
kedvezdtlen koriilmények esetén pedig a hatékony spoéraképzédés nem parosul a

mikroba novekedésével.

Tapoldatok Bti-tenyésztéséhez

Minden tapoldatnak biztositania kell az anyagcseréhez és a szaporodashoz
sziikséges energiat add anyagokat, a bioszintézishez sziikséges szén ¢és
nitrogénforrast és a sziikséges ionokat, beleértve a nyomelemeket is (Horvdath, 1980;
Vaczi, 1988). Ezek fontos szerepet jatszanak a sejtek fermentacios folyamataiban és
a sporaképzésben is. A szaporodas exponencialis fazisaban és a sporulacio ideje
alatt a bacilussejtek a Cu®'-ionokat beépitik szervezetiikbe. A legtobb Cu**-ion a
bacilusok érett sporaiban talalhatd. Az ionok beépiilésének intenzitdsa a szaporodas
folyaméan valtoz6 mikroelem sziikséglet fliggvénye (Szmirnov és munkatarsai,
1986).

Kisérleteim soran célom volt toxikus Bti-spordk tenyésztése olcso és egyszerii
tapkozeg alkalmazdsaval. Tanulmanyoztam szintetikus tapoldatokban ¢&s ipari
eljarasok soran keletkez6 egykomponensi melléktermékekben a Bti-mikroba
fermentalasanak lehetdségét. Kontrollként valamennyi vizsgélat esetében husleves

(HL) tapoldatot hasznaltam.

Kontroll (HL) tapoldat sulyszazalékos dsszetétele: (alapoldat ioncserélt viz)
3g/l beef extract; 10g/1 pepton; 3g/1 NaCl; 2g/1 Na,HPO4*2H,0; pH= 6,8 (Alfoldi és
Hegediis, 1952).

Inoculum: A VECTOBAC 12 AS kereskedelmi termékbdl izolalt mikrobat 24
oraig steril HL-tapoldatba fermentaltam, 37 °C —os inkubéatorban. Az igy inkubalt
szintenyészet a fermentaci6 ,,log” (logaritmikus) fazisaban volt. (€16 sejtszama:
6-7*10" n/ml; sporatartalma: 0%)
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3.22.11

Szintetikus tapoldatok

A T;-Tyo szintetikus tdpoldatok 0Osszedllitasanal korabbi tapasztalatokra
hagyatkoztam (Faloci és munkatarsai, 1986, Guan és munkatarsai, 1998).
Szintetikus tapoldatokat allitottam Ossze a mikrobak tenyésztéshez sziikséges
anyagokbol (I tabldzat) és tanulmanyoztam a vegetativ Bti-baktériumok
novekedését és sporatartalmat a 2.2.2. pontban meghatarozott paraméterek mellett
(Smith, 1982). Szakirodalombol szerzett spdraképzést eldsegitd ismereteket
alkalmazva, tettem a tanulmanyozott tdpoldatokhoz kétértékii kationokat is
(Szmirnov és munkatdarsai, 1986). A Bti-fermentatum ¢él6 sejtszamat és a
sporaképzddés hatékonysagat 48, 96, 144 ¢és 240 oOra inkubacidés i1d6 utan
ellendriztem. A kapott eredmények pontossdganak megerdsitése érdekében a

kisérleteket legkevesebb harom alkalommal megismételtem.

Szintetikus tapoldataink osszedllitdsahoz az alabbi komponenseket alkalmaztam:

Glukéz; izocukor; laktoz; szachardz; glikoz: Szén- és energiaforras

Pepton; glutamin; Fehérje, aminosav, szén- és energiaforras
Eleszté kivonat; Fehérje, aminosayv forras, B vitamin, kofaktorok
NH4NO;: Nitrogénforras

K,HPOy: Foszfat forras, puffer

NaCl; KCl; CaCly; Ozmotikus allapotok szabdlyozasa,

ionhdztartas biztositdsa,
MgSO04*7H,0; MnSO4*4H,0; Eletfunkcio’khoz és sporakeépzéshez
CuSO4*5H,0; sziikséges mikroelemek;

A; kisérlet: A Bti-baktérium tenyésztésének hatékonysagat kezdetben a
nélkiilozhetetlen komponensek mellett kiilonféle cukorfajtakat és peptont
alkalmazva tanulmanyoztam (1. tablazat) annak érdekében, hogy behataroljam,

milyen tipusu szénhidratokat hasznosit ¢letfolyamataihoz.

B; kisérlet: A sporaképzés fokozasa érdekében az A; kisérletben hasznalt
anyagkomponensek koziil a tapoldat pepton tartalmat minimalizaltam, ezzel

kedvezdtlen koriilményeket idézve eld.

C; kisérlet: A pepton tartalom minimalizalasat kdvetden a tapoldat cukor

tartalmat is minimalizaltam, ezzel fokozva a kedvezdtlen koriilményeket.
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Kiilon sterilizaltam az A; a; B; C és D oldatokat, hogy az autokldvozas soran
ne csapjak ki egymadst a kiilonb6z0 komponensek. A tapoldatokat valamennyi

kisérletsorozatban autoklavozassal 115 °C —on, 35 percig sterilizaltam.

A oldat: (5g/1) pepton; (0,5g/1) K;HPO4; (2g/1) NH4NOs; (5¢/1) NaCl;
(2g/1) €lesztd kivonat;
a oldat: (0,5g/1) KHPOy; (2g/1) NH4NOs3; (5g/1) NaCl; (2g/1) élesztd kivonat;
B oldat: (3g/1) MgSO4*7H,0; (0,5g/1) MnSO4*4H,0; (0,5g/1) CuSO4*5H,0;
C oldat: (5g/1) CaCly;
D oldat: (150g/1) gliikoz; vagy (150g/1) izocukor; vagy (30g/1) glutamin; vagy
(150¢g/1) laktoz; vagy (150g/1) szacharoz;

L tablazat: A szintetikus tapoldatok ésszetétele (2.2.3.1.1. kisérlet)

Tonhéaztartas biztositasa; I . L, Fehérje-, aminosav-, szén-,
Sporaképzéshez szitkséges| Ozmotltl)culs dll:tgotok Foszfo;ﬁorras, N;"O‘?en Szén- és energia forras energia forras
mikroelemek szabalyozasa putter orras B vitamin, kofaktorok
o o o g
™ o) 5] % N
2 jas) T jan) N < 5 S 14 £
2 |Es|felfc|gslcslgs] 2 |2<2|is|ic|fa|i| 22|t i
=) I RIS PR E I IiC D22 8B o 52| &2
=3 % 7] % o ® [G) S = S N = ~
S & = 4 Z — o) ] &)
= = ) 2
T, 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 15 - - - 2 - 5
T, 0,03| 0,005| 0,005 5 1101 0,5 2 - - - - - 5
T; 0,03 0,005( 0,005] 5 1101 0,5 2 - - - - - - 5
T, 0,03] 0,005| 0,005 5 1101 0,5 2 75| - - 7.5 - - 5
Ts 0,03| 0,005| 0,005 5 1 ]01 0,5 2 - 15 - - - - 5
T 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - 15 - - - 5
Te: 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - 15 - - - 2,5
Tea 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - 15 - - - 1,25
Tes 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - 15 - - - 0
Te| 0.03] 0005[0005| 5 | 1 |o1| 05 2 | | - las] . _ . .
Te| 0.03] 0005[0005| 5 | 1 |o1| 05 2 b b Hags) . . .
Teis| 0,03] 0,005| 0,005 5 1101 0,5 2 - - | L875] - - - -
Tl 0,03] 0,005 0,005 5 1 (01 0,5 2 - - 0 - - - -
T, 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - - 15 - - 5
Ty 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - - 15 - - 25
T, 0,03 0,005[ 0,005 5 1101 0,5 2 - - - 15 - - 1,25
T, | 003l ooosloeos| 5 [ 1|o1] o5 2 Lo ] s ] . 0
Txl 0,03[ 0,005 0,005 5 1101 0,5 2 - - - 15 - - -
Ts] 0,03[ 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - - 3,75 - - -
T3] 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - - | 1,875 - - -
Trie 0,03 0,005( 0,005 5 1101 0,5 2 - - - 0 - - -
Ty 0,03 0,005( 0,005| 5 1101 0,5 2 15 - - - 2 1 5
Ty 0,03[ 0,005] 0,005 5 1101 0,5 2 15 - - - 2 - 5
Ty 0,03| 0,005| 0,005 5 1101 0,5 2 5 5 5 5 2 1 -
22311 akiserdet| | [2230Lbikisedet | [ | 223.1.1.c kisérlet
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3.221.2

Egykomponensii tapoldatok

Tanulméanyoztam kiilonb6z6 egykomponensii tapoldatokban a

crer

keletkezett melléktermékeket, melyek csekély mértékben tartalmazzak a

fermentacidhoz sziikséges tapanyagokat.

Egykomponensii tapoldatok osszetétele:

T;;: SOLE gyartmanyu tej: Fehérje (30g/1); Szénhidrat (47g/1); Zsir (28g/1); pH= 7,08;

T]Z.'

Mikroelemeket tettem a T;; tdpoldathoz a sporaképzd tulajdonsdg ndvelése
érdekében. pH= 7,08;
Ti= T+ (3g/l) MgSO4*7H,0; (0,5g/1) MnSO4*4H,0; (0,5g/1) CuSO4*5H,0;

T13: Permedt; sajtgyartas soran keletkezett melléktermék:

T 147

Alacsony pH-val rendelkezik, tejerjesztés soran a fehérjék kicsapddnak, marad a
tejsavd, majd ebbdl az ultrasziiréssel eltavolitott fehérjemennyiség utan
visszamarado6 anyag a permeat (tejsziirlet).

6-7% széarazanyag; 63g/l laktoz; jelentds mennyiségli dsvanyi anyagok, zsir,
fehérje, vitaminok; pH=6,52; Magas cukortartalma miatt veszélyes
melléktermék.

A Bti-tenyésztés hatékonysadganak novelésére a T3 tapoldat Osszetételét
bioszintézishez sziikséges komponensekkel egészitettem ki. pH=6,50;
T14= T3 + (0,5g/1) KoHPOy; (2g/1) NH4NOs; (5g/1) NaCl; (2g/1) éleszt6 kivonat;

: Mikroelemeket tettem a T4 tapoldathoz a sporaképzd tulajdonsdg ndvelése

érdekében. pH=6,50;
Ts= Tia + (3g/1) MgSO4*7H,0; (0,5g/1) MnSO4*4H,0; (0,5g/1) CuSO4*5H,0;

T16: 1000ml vizvezetéki viz; +50g husliszt; pH=6,64

50g Huslisztet feloldottam 1000ml csapvizben. Az igy kapott tdpoldatot /2 6ran
keresztiil autoklavban 121 °C-on, 30 percig sterileztem.

A Bti-tenyésztés hatékonysaganak novelésére a Tjs tapoldat Osszetételét

bioszintézishez sziikséges komponensekkel egészitettem ki. pH=6,73
T17= Ti6 + (0,5g/1) KoHPOy; (2g/1) NH4NOs3; (5g/1) NaCl; (2g/1) éleszté kivonat;
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T;s: Mikroelemeket tettem a T;; tapoldathoz a spéraképzd tulajdonsag ndvelése

érdekében. pH=6,73
Tis=Ti7 + (3g/1) MgSO4*7H,0; (0,5g/1) MnSO4*4H,0; (0,5g/1) CuSO4*5H,0;

T;9: 1000ml vizvezetéki viz; +50g sertéshust (comb); pH=8,82

A hust feldaraboltam, majd vizzel felontdttem, és éjjelre hiivos helyre tettem.
Masnap 30 percig féztem, majd vaszonkenddn atsziirtem. Az elparolgott vizet
potoltam, hogy a kezdeti ardnynak megfeleljen. Az igy kapott huslét 2 oran

keresztiil autoklavban 121 °C-on, 30 percig sterileztem.

T2¢: 1000ml vizvezetéki viz; +50g sertés fehércsont; pH=8,97

T

T2

T>;3

Ty

A sertés fehércsontot feldaraboltam, majd vizzel felontottem, és ¢jjelre hiivos
helyre tettem. Masnap 30 percig foztem, majd vaszonkend6n atsziirtem. Az
elpérolgott vizet potoltam, hogy a kezdeti aranynak megfeleljen. Az igy kapott
csontlét Y4 oOran at autokldvban 121 °C-on, 30 percen keresztiil sterileztem.
Szakirodalombol szerzett ismeretek alapjan kotdszovetek és tdmasztdoszovetek
tobbféle (kb. 20 féle) kollagént tartalmaznak. A kollagén aminosav-tripletek
periodicitdsabdl all, a tripleteket oligoszacaridok kapcsoljadk Gssze. Aminosav-
komponensei: glicin (Gly-35%), alanin (Ala-13%), prolin (Pro), lizin (Lys),
4-hidroxi-prolin (HO-Pro), 6-hidroxi-lizin (HO-Lys). A csont kalcium-foszfatot
tartalmaz, féleg (Ca3(PO4),*CaCOs kett6s-so6 alakjaban (Straub, 1982).

A Bti-tenyésztés hatékonysaganak ndvelésére a Tjo- és Tap-tapoldatokhoz peptont

tettem.

: Ti9+ 5g/1 pepton; pH=8,72

: Tyo + 5g/1 pepton; pH=8,88

Mikroelemeket tettem a T,; és T, tapoldatokhoz a spdraképzdé tulajdonsag
novelése érdekében.

: Tr1+(3g/1) MgSO04*7H,0; (0,5g/1) MnSO4*4H,0; (0,5g/1) CuSO4*5H,0; pH=8,71

: Tor+(3g/l) MgSO4*7H,0; (0,5g/1) MnSO,4*4H,0; (0,5g/1) CuSO4*5H,0; pH=8,93
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3.2.2.2

3.2.2.21

32222

3.2.2.2.3

A fermentacio tovabbi tanulmanyozasa

A csip6szinyog larvakra toxikus fehérjetest (d-endotoxin) az exosporiummal
koriilvéve a Bti-baktérium spdrdja mellett taldlhato. Ehhez sziikséges a baktériumok
vegetativ alakjainak elszaporitdsa és sporaképzésre késztetése. E folyamatok soran
eltérd lehet a tapanyag felhasznalasuk, és egyeb ¢életfolyamataikat kisérd jellemzok.

Ezért tovabb tanulmédnyoztam a 2.2.3.1. kisérletekben optimalisnak bizonyult
tapoldatot. Megallapitottuk a Bti-baktériumok szabad aminosav felhasznalasat
HL-tapoldatban. Ezt kovetden Typ-tapoldatban meghatidroztam a Bti-baktériumok
szaporodasi dinamikdjat, a sporaképzés hatékonysagat, valamint mértem a

tenyésztés soran a pH-értékvaltozast.

A felhasznalt aminosavak meghatarozasa

A szabad aminosav meghatdrozédsat kollaboracioban (Bay Zoltan Alapitvany
Biotechnologia Intézet -Bioremediacios Labor) tanulmanyoztuk.

A laboratoriumi HL-tdpoldatban szdmos aminosav megtaldlhat6. A
HL-tapoldat 0, 24 és 240 6ras fermentlé 1-1ml térfogatainak a szabad aminosav
tartalmat hataroztuk meg gazkromatografids modszerrel. A fermentdtumbol
elézetesen centrifugalassal (Gyrotory, 30perc, 4000rpm), -eltavolitottuk a
Bti-sejteket. A mddszer leirdsat az irodalomjegyzékben (HusSek, 1991) leirtak szerint
végeztik, HP5890 gazkromatograffal, és FID detektorral. A vizsgalathoz

etil-kloroformattal aminosav szarmazékot képeztiink.

Az optimalis tapoldat 6sszcukor tartalmanak meghatarozasa

Az Osszcukortartalom meghatarozast kollaboracioban végeztik az SZTE
Biokémia Tanszékével. A 2.2.3.1. kisérletek soran optimalisnak bizonyult tdpoldat
kiindulasi és 12 oras Bti-baktériumok inkubacidja sordn keletkezd fermentlének
Osszcukortartalmat hataroztuk meg Anthron-moddszerrel. A meghatarozasnak az
alapja, hogy a cukorkomponens, vagy komponensek az anthron reagenssel kénsavas
kozegben zoldeskék szinezéket adnak, igy a 620nm—nél mért extinkcio értékekbdl
kalibraciés egyenes segitségével kiszamithatjuk a meghatarozandé oldat
cukortartalmat (Alfoldi és Hegediis, 1952; Abrahdmné és munkatdrsai, 2004).

A optimalis tapoldat szaporodasi dinamikaja és a Bti-sporaképz6dése

A 2.23.1. kisérletek soran optimalis tapoldat 100ml mennyiségében
Bti-szuszpenziot fermentaltam a 2.2.2. pont szerint. Az inkubécid sordn a képzddott
szuszpenziobol Iml mintat vettem 0; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 32; 40; és 48
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3.2224

3.2.3

ora elteltével és meghataroztam a minta €l0 sejtszamat (2.2.2.1. pontban leirtak

szerint) és sporatartalmat (2.2.2.2. pontban leirtak szerint).

A optimalis tapoldat pH-értékvaltozasa a fermentacio soran

A 2.23.1. Kkisérletek soran optimalisnak bizonyult tépoldat 100ml
mennyiségében fermentaltam a Bti-sejteket a 2.2.2. pontban leirtak szerint. Az
inkubécio6 sordn a képzddott szuszpenzidobol 1ml mintdt vettem 0; 4; 8; 12; 16; 20;
24; 32; 40; 48 és 96 ora elteltével és meghataroztam a minta pH-értékét OP 211/1

laboratériumi pH-mérével (Radelkis, Budapest).

Az optimalis tapoldat ulepitése vizoldékony-polimerekkel

Az eléallitas utdn a spdrds Bti-szuszpenziot toOményiteni sziikséges. A
koncentralés stabilizalja a baktériumok spora allapotat is. (Szmirnov és munkatarsai,
1986). A Bti-sporak koncentralasa polielektrolitok (flokkuldloszerek) hasznalataval
Miskolci Egyetem Analitikai Kémiai Tanszékén végeztiik.

Flokkulalészerként SNFHS528 (Gyarto:SNF S.A.,41 rue Jean Huss, 42028
SAINT-ETIENNE, CEDEX 01, France), Percoll697 ¢és DS jelzésti kationos
polielektrolitokat, SNFH149, SNFH57 (Gydrto:lasd fent), Magnaflocl56 és
Magnafloc1011 jelzésti anionos polielektrolitokat (gydarto. Allied Colloids, jelenleg
CIBA) tanulmanyoztunk. Percol1697 az akril-amid ¢és akrildt kvatener-ammonium
so0 kopolimere, molekulatomege kb. 200 000, toltésstriisége 14,9 mmol/g (Bdrdany
és Bader, 1988). A Magnafloc156, 351 és 1011 polimereket nagy molekulatomegti
poliakrilamid részleges hidrolizisével Aallitjak eld, a 0,5% toménységli oldat
viszkozitasa megfeleléen 1000 mNm™ s*10 és 1200 mNm™ s*¥10 (Allied Colloids
adat). A gyartotol kapott informaciok szerint az SNFH57, SNFH528 ¢s SNFH149
jelzésti polielektrolitok magas, nagyon magas ¢s ultra magas molekulatomegii
poliakrilamidok, vagy akrilamid kopolimerek akrilsav szarmazékai. A 0,5%-o0s
anionos polielektrolit-oldat viszkozitasa 500-700mPa.s értékek kozott mozog. Az
anionos mintdk szabad monomer tartalma kevesebb, mint 250ppm, a kationos
mintanal kevesebb, mint 1000ppm. Jelenleg érvényben 1évo rendeletek szerint nincs
veszélyességi besorolasuk. Természetes vizi kornyezetben — az ott jelen 1évo

lebeg6- és oldott anyagokon torténd szorpcidjuk miatt gyorsan eltlinnek a vizbdl.
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3.2.3.1

3.2.3.2

11. dbra: PDA-2000 mérémiisze.

Alkalmazott vizoldékony-polimerek toltésének meghatarozasa

A pontosan ismert felépitésti anionos- és kationos jellegli (Na-lauril-szulfat®,
Dicetil-dimetil-NH4-C1™) tenzidek 0,1%-os oldatai segitségével meghataroztuk az
alkalmazott (Greenfloc; Rhodopol; Magnafloc156; Magnafloc351; Magnafloc1011;
SNFH57; SNFH69; SNFH108; SNFH149; SNFH420; SNFH528) polielektrolitok
makromolekulainak t6ltésstirtiséget 0,1% -os oldatok kolloid titralasaval.

A meghatidrozandd, ismeretlen toltésstirtiségli polimer 0,1%-o0s oldatanak 2ml
térfogatat adagoltuk az emlitett anionos- és kationos (0,1%) tenzidoldatok 2ml
térfogatahoz (Fleer és Scheutjens, 1993). Az azonos toltésii polimeroldatokat a

kicsapodas mértékének vizualis megfigyelése alapjan sorrendbe allitottuk.

A flokkulacio tanulmanyozasa

A flokkulaciés méréseket dinamikus feltételek mellett PDA-2000
részecskeméret analizisére alkalmas berendezéssel (Rank Brothers Inc, Anglia)
végeztiik a Bardny és Bader (1988), valamint Gregory (1988) kdzleményeiben leirt
moddon. A miiszer miikodési elve roviden a kovetkezo: az atlatszo flexibilis csovon
athalado szuszpenzié egy kis térfogataban (jellemzéen 1mm?®) 1évé részét egy sziik
fénysugarral mer6legesen vilagitjdk meg. A szuszpenzion athaladd fényintenzitas
értekét érzékeny fotodetektor regisztralja, amely a fényjelet elektromos jellé alakitja
at (I1. abra). A fényjel az athalad6é fény atlag-intenzitasat, azaz a szuszpenzio
zavarossagat jellemz6 alland6 fluxusbol (dc), és a megvilagitott zondban megjelend
részecskék szamat jellemzo fluktuald fluxusbol (ac) tevodik Ossze. Kimutattak
(Gregory, 1988), hogy a fluktualo jel négyzetes atlaganak négyzetgyokos értéke
méretével. Az RMS értékek jelentdsen ndvekednek az aggregalodas kezdetével és
csokkennek a folyamat végzetével. A kijovo jel mutatja az RMS és az RMS/dc
arany értékét is. Mind]g_ 4 )

aooreoalodas.
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3.2.3.2.1

3.23.2.2

3.23.23

A PDA-2000 miiszer korai informacioval szolgadl a rendszerben lejatszodo
aggregalodasi folyamatokrol, akar mar madasodpercek elteltével a komponens
szuszpenzidhoz vald hozzdadasa utdn. Az é&brdkon bemutatott RMS értékek a
miszerrel érzékelhetd effektusok tartomanyaban végzett legaldbb harom mérés

eredményének az atlagai.

o

A flokkulacié mértékét, melyet az RMS értékkel jellemeztiink, altalaban a
polimeroldatnak a szuszpenzidhoz valé (alland6 keverés melletti) hozzdadasa utan
4-6 percen at mértiik. Fontos volt megallapitani, hogy ez az iddtartalom elegendd-e
egy idében mar lényegesen nem valtozo allapot elérésére, azaz reprodukalhatd
aggregacid mértékek meghatarozasara. A méréseket egy cirkuldld rendszerben
valdsitottuk meg, a RMS értékeket 12 mdasodpercenként regisztraltuk. Ezzel a

modszerrel részletesen tudtuk kovetni a flokkulacio iddbeli lefolyésat.

A méréshez sziikséges Bti-szuszpenzié koncentraciénak a meghatarozasa

A PDA-2000 miszer érzékeny mérési tartomanya az 1,00 ¢és 4,00 RMS
értekek kozott van. A flokkulacios kisérletek elétt meghataroztuk, milyen
gyakorolt aggregdlo hatasanak a tanulméanyozasa, vagyis hogy az effektusok a fenti
RMS tartomanyban j6l mérhetSk legyenek. E célbol az 1,5%10'n/ml kiindulé sporas
Bti-szuszpenzidbdl tizszeres, hisszoros, harmincszoros, negyvenszeres, dtvenszeres
¢s szazszoros higitast szuszpenzidkat készitettiink és mértiik ezek fényszorasat.

Mivel tgy tapasztaltuk, hogy a tapoldat koncentracioja és az RMS értékek
kozott nincs egyenes Osszefiiggés, ezért minden méréssorozat elétt meghataroztuk a

alkalmazott sejtszuszpenzi6 (viszonyitasi alapul szolgald) RMS értékét.

A leghatékonyabb kationos és anionos polimerek kivalasztasa

Munkank soran kiilonb6zd kationos és anionos polielektrolitokat vizsgaltunk,
majd részletesen tanulmanyoztuk a leghatékonyabbaknak bizonyult mintdk altal
kivaltott flokkulacio torvényszeriségeit. A kisérleteket 3*10°n/ml toménységii és
100% sporatartalmti Bti-szuszpenzidval, valamint 0,01%-o0s polielektrolit-oldatok
alkalmazasaval végeztilkk, mind a kationos, mind az anionos polielektrolitok

esetében.
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3.2.3.24

3.2.3.25

3.2.3.2.6

3.2.3.3

A Bti-szuszpenzi6 koncentraciojanak a hatasa

Ennek tanulmanyozasara kiilonboz6 higitast szuszpenzidkat flokkulaltattunk
az (igen hatékonynak bizonyult) SNFH528 jelzésti kationos polielektrolit 0,01%-os

oldataval.
A polimeroldat adagolasi médjanak a hatasa

Tanulmanyoztuk, hogy valtozik-e a Bti-szuszpenzid aggregaloddsanak
mértéke, ha a vizoldékony-polimeroldatot folyamatosan, vagy szakaszosan vissziik
be a rendszerbe. Megmértiik a rendszer RMS értékének valtozasat a bevitt
vegyszert egyszerre, vagy két egyenld részben (a mdasodik részletet az elsd utan

o0t perc elteltével) adagoltuk.

A polimeroldat koncentraciéjanak a hatasa

Gyakran az alkalmazott polimeroldat koncentracioja is befolyasolja a
részecskék aggregalasdnak a mértékét (Bdrdny, 2000). Ennek a hatdsnak az
ellendrzését SNFHS528 jelzésli kationos polielektrolit 0,1% és 0,01% oldataval

torténd flokkulalas soran tanulményoztuk.

A tomény optimalis tapoldat iilepitése

crer

a Bay Zoltdan Alapitvany Biotechnoldgia Intézetében. A higitott, sporés
Bti-szuszpenzidk tanulmanyozasanal szerzett ismereteket alkalmazva megfigyeltem
a spords, nativ (nem-higitott) Bti-szuszpenzidoban a makromolekuldk hatésara
képzodott sejtaggregatumok lilepedését. Az SNFH528, SNFH57 és SNFH149
polimerekbdl (SNF S.A., 41 rue Jean Huss, 42028 SAINT-ETIENNE, CEDEX 01,
France) 0,1%-0s vizes oldatokat készitettem. Az alkalmazds soran 25ml sporas
Bti-szuszpenzi6 llepedésének hatékonysagat figyeltem meg 10ml Gssztérfogatu
polimer ¢és desztillalt viz elegyének a hozzaadasat kovetéen, amely ndvekvd polimer
mennyiséget tartalmazott 0-10ml térfogata 0,1%-0s polimeroldat fliggvényében. A
végsé térfogatban (35ml) a Bti-spora tartalom 1*10'n/ml volt a kémcsovekben.

Kontrollként 25ml Bti-szuszpenzié ¢és 10ml desztillalt viz keverékében
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tanulmanyoztuk a spontdn {lepedést. A kisérletek folyaman rendszeresen
(24, 48, 120 oras effektusok wutin) mértem a feliiluszd optikai denzitasat
(ODsy6, vakoldat:  ioncserélt viz)  spektrofotométerrel  (Unicam  UV-Visible
Spectrometers;, P.O.B: 206, York Street, Cambridge, UK.), majd 120 6ra
flokkulacios hatast kdvetden meghataroztam a feliiluszé €16 csiraszamat a higitas és
sz€lesztés modszerét felhasznalva (2.2.2.1. pontban leirtak szerint). A kontroll
szuszpenzié spontan ilepedését hasonlitottam 0Ossze a polimerek iilepitésre

gyakorolt hatasaval.

3.24 A hordozék jellemzése

A folyadék-kozegli Bti-spora készitményeket a csipdszinyog larvak
tenyészdvizeibe kell eljuttatni, hogy ott kifejtsék toxikus hatasukat. A repiildgéppel
valo kijuttatds a leggyorsabb modszer. A tenyészdvizek a legtobb esetben
ndvényzettel boritottak, ezért a repilildgéprdl kijuttatott permetnek csak kis része jut
el a tenyészOhelyek felszinére. Egyik lehetséges megoldds, hogy a sporés
Bti-szuszpenzid egy nagy tomegli hordozéhoz rogzitve jut at a ndvényzeten, és a
vizbe jutva a hordozordl leoldodo Bti-sporakak fejtik ki a szanyoglarvakra toxikus
hatasukat.

Tanulményaim sordn madi természetes zeolit asvanyi frakciot, erdobényei
égetett kovafold 4asvanyi Orleményt, erddbényei szaritott kovafold &svanyi
Orleményt ¢és mosott folyami homok szemcséket (Maros) tanulmanyoztam.
Elézetesen meghatidroztam a részecskék folyadékmegkotd képességét, amibdl a
feltiletiik egymashoz viszonyitott nagysagara kovetkeztettem.

A hével sterilizalt (24 6ras expozicid, 105°C hémérséklet) részecskéket
telitettem 100% spora tartalma Bti-szuszpenzidval, majd steril koriilmények kozott
szobahdmérsékleten (23°C) beszaritottam. Az igy elballitott szorbealt
Bti-készitményekrol reszuszpendalodd Bti-sporak hatékonysagara voltam kivancsi,
ezért biologiai larvateszttel (2.3.) ellendriztem készitményeim eredményességét. A
felileten torténd kitapadas ugyanis elOsegiti €s stabilizalja a sporaképzddést

(Szmirnov és munkatarsai, 1986).

madi természetes zeolit dsvanyi frakcio:
Porézus asvanyi frakcio, melynek szemcseméretét szitalassal allitottam be
(szemecseméret: 1,5-2mm). Az alkalmazott asvanyi frakcid pordzus szerkezetli

részecskéi kozel izometrikus alaktak voltak.
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erdobényei égetett és szaritott kovafold dasvanyok:

A kovafold asvanyokat az eldéallitds soran kiégetik, de a kisérlet érdekében
tanulmanyoztam a beszaritott kovafold alkalmazhatosagat is.

Az égetett, gyari kovafoldet szitaldssal frakcionaltam (szemcseméret:
0,2-0,5cm). Az alkalmazott asvanyi frakcid porozus részecskéi kozel izometrikus
alakuak voltak.

A pordzus szaritott kovafold szemcsemérete 1-1,2mm.

mosott folyami homok frakcio

3.2.4.1

3.2.4.2

3.24.3

A Maros hordalékabol szarmazo6 tomor feliiletli dsvanyi frakcidt szitalassal
frakcionaltam (szemcseméret: 1-1,5mm). Az alkalmazott asvanyi frakci6 részecskéi

kozel izometrikus alakuak voltak.

A részecskék viztartalmanak meghatarozasa

Az asvanyi hordozok (zeolit, égetett kovafold, szaritott kovafold és folyami
homokszemcsék) felsziniikon a fajlagos feliilettel aranyban vizet kotnek meg. Ennek
mennyiségi meghatarozasara 1égszaraz allapotban lemértem 10-10 gramm &svanyi
anyagot. A kisérletet szobahémérsékleten (20 +£1°C) végeztem. Ezt kovetden a
f6z6poharakat 105°C —os termosztatba helyeztem, majd 96 6ra mulva vakuum
exikatorban lehiitve a tanulményozott részecskéknek ismét lemértem a tomegét. A
kapott tomegveszteség az elpdrolgott viz mennyisége volt, melyet szazalé¢kos

értékben fejeztem ki, a vizzel telitett részecskék tomegéhez viszonyitva.

Hordozokhoz kotott Bti-készitmények eloallitasa

A hordozdkhoz kotott Bti-készitmények eldallitasanal a nativ Bti-szuszpenzio
10ml-ével steril koriilmények kozott telitettem a felsorolt hordozok 10-10 grammos
mennyiségét, majd aluminium folidn szétteritettem és steril fiilke alatt 37°C —on

beszaritottam a készitményeket.

A hordozokhoz kotott készitményekbél a Bti-sporak reizolalasa

Két darab literes lombikba egy-egy liter ioncserélt vizet sterilizaltam. A
tanulmanyozott hordozokhoz kotott Bti-spora  készitmények  (FHT,ops-H;
SZKT,opi-H; EKTZOBti'H) két-két grammnyi asvanyi frakcigjat adagoltam a
lombikokba helyezett viz felszinére, majd ellendriztem az &svanyi részecskékbdl

kioldédott Bti-spéra mennyiségét a Bti-azalék felszinérél vett minta ¢l6
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sejtszamanak  meghatdrozasdval. A mintavételeknél {igyeltem a  steril
koriilményekre, hogy egyéb mikroba ne zavarja a tanulmanyaimat. A mintavételek
¢l0 sejtszam értékeit a kiindulasi sejtszdm szézalékdban abrazoltam. Az azalék
tetejérdl vett minta €10 sejtszamat hataroztam megl; 2; 12; 24; 48; 96 és 168 oras

expoziciot kdvetden.

3.3 Bti-toxicitas meghatarozasara hasznalt teszt

A Bacillus thuringiensis ssp. israelensis alfaj f6 tdmadaspontja a
csipdszunyog larvak emésztOcsatorndjanak bélhamja (Chilcott és FEllar, 1988,
Bhattacharya, 1998). A szunyoglarvakkal szemben kifejtett toxicitist ezért a
jelenlegi munka {6 eredményének tekinthetd.

A csipOszinyogok a kétszarnyuak rendjébe tartoznak, s igy a teljes
atalakulassal jard fejlodésmenet jellemzd rajuk (pete, larva, bab, imagd). A
larvaallapot négy fejlédési stadiummal jellemezhetd, melyek legegyszeriibben méret
alapjan kilonithetdek el. A kisérleteim soran 3.larvaallapot Aédes vexans
egyedeket hasznaltam (Klowden és munkatarsai, 1984).

A teszttel meghatdroztam az Osszeallitott tapoldatok ¢és készitményeim
toxicitasat.  Kontrollként kezeletlen tenyészOvizet (negativ  kontroll-1.),
Bti-baktériummentes tapoldattal kezelt tenyészdvizet (negativ kontroll-II.), valamint
ismert toxicitasu kereskedelmi készitménnyel kezelt tenyészévizet (pozitiv kontroll)
hasznaltam. Meghataroztam a vegetativ Bti-sejtek toxicitasat és tanulmanyoztam a
kiilonbozé fejlodési stadiumti szunyoglarvak ellendlld képességét. A negativ
kontrollok esetében a pusztulds minimalis volt 1-2%, a kontrollok grafikonjait nem
tiintettem fel a diagramokon.

A Dbiologiai teszthez a vizek szennyezettségének kimutatisara hasznalt
Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) tesztet vettem alapul (ISO
6341:1996) (MSZ: EN ISO 6341, 1998). A biologiai teszt soran kozegként a
szinyoglarvak tenyészOhelyének vizét haszndltam, igy nem kellett bedllitani a
22°C-os, és toxikus g6zokt6l mentes volt. Ennek igazoldsara negativ kontrollként a
szinyoglarvak tenyészOhelyének kezeletlen vizét hasznéltam. A teszt sordn az
allatokat nem szabad etetni. A tesztet két Iépésben végeztem, a két 1€pés kozott csak
a Bti-tartalom ndvelésének léptékében volt kiilonbség. Az eldtesztben a foteszt
soran meghatarozott higitast tartomanyt tanulmanyoztam.

A kezdeti hatasos gatldé koncentracid (24-EC50) értékét matematikai

modszerrel szamitottam ki az 50%-o0s mobilitasgatlashoz tartozo Bti-sporaszam
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meghatarozasaval. Az eredmények akkor tekinthetok érvényesnek, ha a negativ
kontrollban mért szdzalékos immobilizacid legfeljebb 10%. A szunyoggyéritésnél
hasznalt spords Bti-készitményekkel szemben elvards a 99-100% -os toxicitds a
csipdszinyog larvakkal szemben. Kisérleteimben az 50%-o0s kezdd toxicitasi értéket
hataroztam meg, mert az 50%-os toxicitds pontos ismereteket ad a tanulmanyozott
sporas Bti-készitményekrdl. A legkisebb hatdsos gatlé koncentracio (24-EC100)
értcke  100%-os  immobilitast okoz a tanulmanyozott tesztallatoknal.
Megfigyeléseim szerint ez az érték a 24-EC50 érték kétszerese volt. Egyidejlileg
meghatdroztam a kereskedelemben hasznalatos VECTOBAC 12 AS készitmény
50%-os toxicitasat is. Mérési eredményeimbdl kovetkeztethettem a tanulmanyozott
sporas Bti-készitmények 100%-o0s toxicitast el6idéz6 mennyiségére is.

A tesztek soran 200ml-es fOéz6poharakba ndvekvd mennyiségli sporas
Bti-szuszpenzidt toltottem, és hozzaadtam kb. 75-80ml tenyészohely vizet. Ezt
kovetden belehelyeztem 30-75db 3.1arvaallapotih Aédes vexans szinyoglarvat, és a
pohar végtérfogatat tenyészohely vizzel 100ml —re egészitettem ki. Ugyeltem arra,
hogy a fdzépoharankénti egyedslirliség ne haladja meg az egyedenkénti 2ml
tenyészoviz értéket. A 24 Oras tesztidOtartam lejartdval minden edényben
megszamoltam a mozgasképtelen tesztegyedeket €s kiszamitottam a kiindulési
egyedszamhoz viszonyitott szazalékos immobilizaciot. A kapott értékeket
abrdzoltam a spdraszdmhoz tartoz6 mobilitdsgatlds koordinatarendszerében.

Az Aédes vexans larvak toxicitastesztjének kozege a larvak gyijtésének
idépontjaban gylijtott tenyészohely vize volt (Klebersberg telep - gyalaréti-holtag).

A Daphnia magna egyedek toxicitasteszt-kdzegének az 0Osszetétele
megtalalhato a (MSZ: EN ISO 6341, 1998) Magyar Szabvany leirasaban.

A individudlis meghatdrozas céljabol modositottam az alkalmazott
toxicitastesztet. A vizsgalt tesztallatok egyedeit és a Bti-spora készitmény tartalmu
tenyészOviz 2,5ml térfogatth aliquotjat, 24 lyukt szovettenyészté lemez 3ml
térfogati iiregébe helyeztem. Ezzel a modszerrel a fézOpohdr valamennyi
egyedének mozgékonysagat gyorsan tudtam detektidlni. Az individualis
megfigyelést meghatiroz6 modszert parhuzamosan végeztem a fézOpohdarban
végzett megtigyelésekkel. A kiilonb6z6 modszerekkel kapott eredmények azonosak
voltak. Az individualis megfigyelés mddszere foleg a fiatal egyedeknél konnyitette

meg a toxicitas detektalasat.
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3.31

3.3.1.1

3.3.1.2

3.3.1.3

3.3.14

3.3.2

Az Aédes vexans csipdszunyog-larvak toxicitasanak meghatarozasa

A biologiai toxicitasteszt modszerének leirdsat a 3.3. pont alatt ismertettem. A
tanulmanyozott spdras Bti-készitmények toxicitdsdnak meghatarozdsahoz a
3.3.1.pont alpontjai esetében tesztallatként 3.larvaallapota Aédes vexans

szinyoglarvat hasznaltam.

Bti-szuszpenziok

A modszer megegyezik a 3.3. pontban leirtakkal. A kidolgozott tdpoldatokban

fermentalt sporas Bti-szuszpenziok toxicitasat tanulmanyoztam.

Bti-flokkulatumok

A moddszer megegyezik a 3.3. pont alatt leirtakkal. A vizoldékony-

polimerekkel koncentralt sporas Bti-szuszpenziok toxicitasait tanulmanyoztam.

Hordozokhoz kotott Bti-készitmények

A moddszer megegyezik a 3.3. pont alatt leirtakkal. A tanulményozott
hordozok feliiletére szorbealt sporas Bti-szuszpenziok toxicitasait tanulményoztam.
A tanulmanyozott hordozok Bti-sporakat tartalmazd mennyiségeit 100cm magasrol

adagoltam a szunyoglarvékat tartalmaz6 1000ml térfogatu tenyészdvizbe.

Kiilonbozo fejlodési stadiumu larvak

A rovarok osztalydba (Insecta) és kétszarnyuak rendjébe (Diptera) tartozo
csip6sziinyogok teljes atalakulassal fejlédnek (pete, larva, bab és imagd). Csak
larvadllapotukban ndének, mialatt négy larvadllapotot kiilonboztetiink meg. A
kiilonbozo6 €letkoru larvak Bti-sporakkal szembeni érzékenységét tanulmanyoztam.

A moddszer megegyezik a 3.3. pontndl leirtakkal. A teszt sordn a kiilonb6z6
larvaallapota Aédes vexans csipdszunyog-larvak Bti-sporakkal szembeni toxicitasat

hataroztam meg, €s hasonlitottam 0ssze.

A Daphnia magna Straus egyedek toxicitisanak meghatarozasa

A bioldgiai toxicitasteszt modszerének leirasat a 3.3. pont alatt ismertettem. A
sporas Bti-készitmények vizsgalatahoz a 3.3.1. pont alpontjai esetében tesztallatként
24 6ras Daphnia magna Straus egyedeket hasznaltam (MSZ: EN ISO 6341, 1998).
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A Tpo-tapoldatban  fermentdlt  Tpopi-szuszpenzid  1000ml  mennyiségét
centrifugalassal (Gyrotory, 30perc, 4000rpm) koncentraltam, majd az iiledéket 10ml
PBS fiziologias séoldatban oldottam fel. Az igy kapott Bti-spora szuszpenzid
4,1¥10°n/ml 616 spéraszamu volt. A Bti-spora szuszpenzié toményitését azért
végeztem el, mert nem akartam a Daphnia magna egyedek tenyészOvizének

Osszetételét jelentds mértékben megvaltoztatni a Tyo-tdpoldat komponenseivel.
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4

4.1

EREDMENYEK

A csip6szinyogok megjelenésének tanulmanyozasa

Tisza vizallasa: A Tisza foly6 a Karpatokban ered. Miutan leereszkedik a
Kéarpat-medencébe, tipikus alfoldi folyova valik. Az év sordn a vizszintnek altalaban
két maximuma ¢és két minimuma van. A szinyogok megjelenése szempontjabol az
els6 maximum az érdekes, amely aprilisban kovetkezik be, a Karpatokban olvado
h6 eredményeképpen. Az 1999. évi vizallasadatokat mutatja a /2. dabra. A Tisza
vizallasa nincs korrelacidban a szunyogok egyedszaméval, de a tavaszi arhulldm
levonulasa egybeesik a hdmérsékletnek a sziikséges szint felé emelkedésével, s igy
az arhullam levonuldsa utdn az artér mélyedéseiben visszamaradt pocsolydkban
kedvezd koriilmények kozott megindul az Aédes szunyoglarvak egyedfejlodése (/3.
abra).

Homeérséklet: Az év soran majus elejétdl oktdber végéig €ri el a hdmérseklet a
szinyoglarvak egyedfejlodéséhez sziikséges értéket. (/2. abra) Majus elején erdsek
az ¢jszakai lehtilések, de a meleg nappalok hatisara felpattannak az el6zd évek
soran az artérre lerakott Aédes szunyogpeték. A Culex genus imago6i csak az
¢jszakai lehlilések megsziinte utan, junius kozepe tajan rakjak le a vizfelszinre
petetutajaikat (/3. abra).

Csapadeék: Nyéaron a csapadék hatasara kialakult idészakos tenyészéhelyek
(pocsolydk, csonakok, esOvizes hordok, kerti tavak) szolgdlnak a szunyogok
tenyészOvizeiként. Az id0szakos nyari vizek a tobbgeneracidos szunyogfajok

fejlédésének kedveznek.
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12. dabra: A Tisza vizdlldsa (cm), a napi kozéphémérséklet (°C), és a napi csapadék viszonyok

(mm) valtozasai Szegeden /1999—es adatok/ (Tisza vizallas adatok — Also-Tisza
Videki Viziigyi Igazgatosag;, homerséklet és csapadék adatok — Orszdagos
Meterologiai Szolgalat)
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411

A Szeged kornyéki csip6szunyog egyiittes tanulmanyozasa

Maijustol oktober végéig voltak megfeleléek a homérsékleti értékek a
szinyogok egyedfejlédéséhez. A szinyogegyiittesek tanulméanyozasa majustol
szeptember végéig tortént (13. abra). A szinyogszezon az Aédes genus
képviseldinek megjelenésével kezdddik majus kdzepén, majus végén-junius elején
csatlakoznak hozzajuk a Culex genus egyedei, majd a szinyogszezon szeptember
végén ér véget a Culex szunyogok dominancidjaval. Kevés szamban az Aédes

szunyogok oktoberben is megtalalhatok, a Culex genus egyedei pedig imago

alakban telelnek.
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13. dbra: Szegeden az 1999. évben a Tisza vizallasa (cm), a napi kozéphomeérséklet (°C) és a
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napi  csapadék viszonyok (mm) valtozdsai a  szunyogszezon folyamdn
(majus-szeptember), valamint a szunyogsiriiség mintavételek idopontjaiban mért
értékeinek (csipésszam/ora) abrazolasa. (Tisza vizallas adatok — Also-Tisza Vidéki
Viziigyi Igazgatosag, homérséklet és csapadék adatok — Orszagos Meterologiai
Szolgalat)

A szinyogszezonban az Aé&des genus (arvizi szunyogok) képviseldinek
megjelenése csusztatott korrelacioban van (kb. 10 napos csuszas) a Tisza-folyo
arhullamaival (13. dbra). A Culex genus (hazi vagy dalos szinyogok) egyedeinek
dominancidja novekszik a nyar folyaméan. Egyedfejlddésiik nem fiigg a Tisza-folyo

arhullamaitol.

Eves valtozas a csipdsziinyog egyiittes dsszetételében

Tavasszal az Aédes genus egyedeinek megjelenésével kezdddik el a
szunyogszezon. A migracio az Aédes fajok esetében lehetdvé teszi a bevandorlast
mas ¢l6helyekrdl a kémiai kezeléseket kovetden. A tavaszi aradas utdan nedves

1d6szak volt jellemz0 a Tisza-folyd mentén (/3. abra).
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A Culex genus egyedei csak junius végén jelennek meg, és dominanciajuk
egyre kifejezettebbé valik a szaraz nyar folyaman. A Theobaldia és Anopheles
genusok egyedei csak csekély mennyiségben fordulnak el6 a szegedi
szinyogegyiittesben.

A Tisza-foly6é tavaszi arhulldmanak levonulasa altaldban egybeesik a napi
kozéphomérsékleti érték emelkedésével. Az artérre jellemzd szinyogegyiittes
Osszetétele fajszegény. A Tisza-folyo6tdl tavolabb érvényesiilnek a kozvetlen helyi
adottsagok, és valtozatos szinyogegyiittest produkéalnak. Ezeken a tertileteken jelen
voltak az Aédes vexans mellett az artéri erdoket kedveld Aédes sticticus, Aédes
annulipes, Aédes cantans ¢€s a szikes teriileteket kedveld Aédes dorsalis egyedek is
(I1. tablazat).

Il. tablazat: Szegeden a mintavevo helyeken human csapdazassal gyujtott csiposzunyogok
(egyed/ora) /1999 —es Osszesitett adat/

Ssz.  Mintavevo helyek 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. Osszes %
Szunyog fajok
(1)  Aédes annulipes Meigen 102 &4 - 18 14 264 - - 36 276 - 794 59
(2)  Aédes cantans Meigen - 30 96 6 12 80 6 - - 66 36 332 24
(3)  Aédes caspius Pallas 30 18 - - 12 18 - - - - - 78 0.6
(4)  Aédes cinereus Meigen 66 24 - - - 6 - - - - - 96 0.7
(5)  Aédes dorsalis Meigen 42 18 90 144 90 646 18 - 12 48 54 1162 8.6
(6) Aédes excrucians Walker - - - - 6 6 - 6 - - - 18 0.13
(7)  Aédes flavescens Miiller - - - 18 - 6 - - 6 - - 30 0.22
(8) Aédes rossicus D. G. M. - 42 42 12 - - - - - - - 96 0.7
(9) Aédes rusticus Rossi - - - - - 6 - - - 60 - 66  0.41
(10) Aédes sticticus Meigen 78 42 162 72 166 226 6 - 66 78 168 1064 7.85
(11)  Aédes vexans Meigen 96 120 552 204 42 8 6 - 72 174 18 1368 10.1
(12)  Culex hortensis Ficalbi - - - - - - - - 12 - - 12 0.09
(13)  Culex modestus Ficalbi 204 24 18 528 132 260 - 12 90 6 90 1364 10.1
(14)  Culex pipiens molestus 336 294 66 1386 500 1998 24 48 1260 222 222 6356 46.9
Forskal
(15) Theobaldia annulata 6 18 - - 12 252 - - 108 - - 396 29
Schrank
(16)  Anopheles messae Falleroni - 12 - - - - - - - - - 12 0.09
(17)  Anopheles hyrcanus Pallas - - - 12 - - - - - - - 12 0.09
(18) Nem meghatarozott - 30 36 12 24 82 - - 60 30 24 298 22
Osszes 960 756 1062 2412 1010 3934 60 66 1722 960 612 13554 100

1= Dorozsma; 2 = Dorozsma (Sziksos-t0); 3 = Gyalarét; 4 = Hattyas; 5 = Moravaros;
6 = Kossuth L. sgt.; 7 = Olajbanyasz tér; 8 = Dom tér; 9 = Viztorony tér; 10 = Kallay-liget; 11 = Sz6reg

Az ¢év folyaman a Culex pipiens molestus szinte valamennyi méréponton
uralkod6 faj volt, kivéve a 3.(Gyalarét), 10.(Kallay-liget) mérépontokat.
Megfigyelhetd, hogy a legnagyobb szunyogartalom a 6.(Kossuth L. sgt.).-on volt
mérhetd (3934 egyed/ora), ezt kovette 4.(Hattyas) (2412 egyed/ora) és 9.(Ujszeged,
Viztorony tér) (1722 egyed/ora). A szikes teriiletekre jellemzd Aédes dorsalis faj
valamennyi megfigyelt méréponton megtalalhatdo volt, jelezve ezzel a teriilet

tenyészOvizeinek szikesedésre hajlamos jellegét. Kiemelkedéen magas volt a
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gyakorisaga a 6.(Kossuth L. sgt.) (646 egyed/o6ra) és 4.(Hattyas) (144 egyed/ora)
mérépontokon. A belvarosi Dom téren és az Olajbanyasz téren nagyon kevés
szunyogegyedet gyujtottiink. A mérépontokra jellemzd éves egyedszamaranyt
mutatja a /4. abra.

Szintén a nyar kézepén (junius) jelentek meg a Theobaldia fajok képviseloi
kis egyedszamban, de a 6.(Kossuth L. sgt.) (252 egyed/éra) és a 9.(Ujszeged,
Viztorony tér) (108 egyed/6ra) mérépontokon jelentds mértékben.

Az Anopheles genus egyedeibdl csak néhany képviseldvel jelentek meg a
human csapdazassal gyljtott mintaban. Ezek kozott volt jelen két Anopheles
hyrcanus Pallas 1771 egyed. Ezt a fajt kordbban nem gytijtotték a Tisza-volgyben,
de a legujabb felmérések szerint megtalalhatd a Tisza-tdo szinyogegyiittesében.

(Szabo 2003, személyes informacio)

11.=4.5% O 1.Dorozsma

=7.1%

2= 56% O2.Dorozsma Sziksos-to
I ()

10.=7.1%

9= 12.7% 3.=7.8% O3.Gyalarét
04 .Hattyas
0O 5. Moravaros
8.=0.5% 06.Kossuth L. sgt.
7.=0.4% W 7.0lajb. tér
O8.Dom tér

4=17.8% 09.Viztorony tér
O 10.Kallay-liget
B 11.Sz6reg

14. abra: 1999-ben a kiilonb6z6 szegedi  mérdpontokon  gyiijtott  csiposzunyogok
egyedszamainak a gytijtétt osszegyedszamhoz viszonyitott szazalékmegoszlasa (%)

4.2 Sajat Bti-készitmények eléallitasanak eredményei

A jelentds mértékii szinyogartalmak a folydk tavaszi és nyari drhulldmainak
levonulasat kovetden jelentkeznek. A tomegesen megjelend szunyogok ellen
bioldgiai és kémiai moddszerekkel védekezhetiink hatékonyan. Dolgozatomban a
szunyogegyiittes tanulmanyozasat kovetéen a szinyogartalom elleni biologiai
védekezés kornyezetbarat modjaval (Bti-modszer) foglalkoztam. A Bti-mddszert a
3.fejlodési szakaszi csipOszinyog larvak ellen hasznaljadk eredményesen, ezért
sziikséges ismerni a csipdszinyogok életmoddjat €s meghatdrozni a kezelések
idépontjat. A csipdszinyogok 3.stadiumu larvaallapota csak néhany napig tart.
Ebben a stddiumban a larvdk méretiik alapjan mar konnyen észrevehetdk, de még

elég érzékenyek a Bti-toxinra.
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A tovabbiakban a Bti-baktérium fermentacidjanak és sporaképzésének
optimalizalasat majd a készitmény kiszerelésének és hatékonysaganak lehetdségeit

tanulmanyoztam.

421 Tapoldatok tanulmanyozasa
A Bti-baktériumok eltéré hatékonysaggal tenyészthetk a kiilonbozo
tapoldatokban. A vizsgalatok eredményei az also tablazatban:
4.2.1.1 Szintetikus tapoldatok

III. tdblizat: Bti-fermentdcié éI6 éI6 csiraszam (*10°n/ml), és spératartalom (%) értékei
szintetikus tapoldatokon (2.2.3.1.1. kisérlet)

48 oras fermentacio 96 oras fermentacio 144 6ras fermentacio
eredménye eredménye eredménye
tapoldatok El8 csiraszérn Sporocitas El8 csiraszém Sporocitas El8 csiraszém Sporocitas
(*10°n/ml) (%) (*10°n/ml) (%) (*10°n/ml) (%)
Kontroll HL 670 0 690 0 - 9,7
T, 0 0 0 0 - -
T, 5,8 0 59 0 - -
T, 44 0 4.4 0 = -
T, 22 0 2,1 0 = =
Ts 0 0 0 0 ~ -
T, 8,7 0 9,1 0 = =
Te: 6,4 0 9,8 0 - 8,2
Te, 37 0 52 2 - 12
Tes 68 0 72 2 - 26
Tea 102 2 122 17,3 = 17,6
Tesa 176 5,9 166 25,7 - 87,2
Te3s 188 17,2 192 96,1 = 100
Tesd 118 31,5 130 89,2 - 96,2
T, 10,6 0 9,5 0 = -
Ty 6,8 0 7 0 - 0
T;, 21,7 0 242 25 - 4,5
Ty 106 0 106 48 - 13,7
Ty 146 0 124 5,9 - 77,5
T 184 .7 196 23,6 = 98,6
Tr33 246 18,2 262 37,5 - 100
T34 218 214 212 352 = 100
Ty 1,8 0 1,8 0 - -
T, 1,1 0 1,3 0 = =
Ty 0,016 0 0,016 0 = =
| | A; kisérlet I | C; kisérlet I
| | B; kisérlet | - |nem volt mérés |
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A; kisérlet: Az anyagok ¢és moddszerek fejezetben leirt 2.2.3.1.1. A. kisérlet
eredményei lathatéak a III. tablazatban [ ] jeloléssel. A tablazat adataibol lathato,
hogy a Bti-mikroba preferdlja a szachar6z vagy a laktéz tartalmu tapoldatokat
(Te,T7) mivel a tanulmanyozott tapoldatok koziil ezeken bizonyult a
legeredményesebbnek a vegetativ baktérium sejtek elszaporodasa, kozepes
mértékben elfogadja a pepton ¢és élesztd kivonat tartalmt (T,) vagy a csak pepton
tartalma tapoldatokat (Ts;), valamint csekély mértékben tenyésztheté a gliikkoz
tartalma tapoldatokban (T4, Ts, To). Az izocukor tartalmt tapoldatban (Ts) nem
tenyészthetd. Tobblet glutamin-aminosav igénye a Bti-baktériumnak nincs. Az
optimalis eredmény két nagysidgrenddel alulmaradt a kontrollként hasznalt

laboratériumi HL-tapoldathoz viszonyitva.

B; kisérlet: Az anyagok és modszerek fejezetben leirt 2.2.3.1.1.B. kisérlet
eredményei lathatok a I71. tablazatban [ ] jeloléssel. A tablazat adatain lathato,
hogy a laktéz vagy szachar6z tapanyagforrdson tenyésztett Bti-fermentdtum
csiraszdma emelkedik a pepton csokkend tdpanyagtartalmaval, illetve pepton
hozzdadasa nélkiil fermentalhat6é a Bti-baktérium a legjobban (Tes; T73 tapoldatok).
A pepton minimalizalasa, illetve nélkiilozése a tadpoldatban meginditotta a vegetativ
Bti-baktériumok  spéraképzését. Az optimalis novekedés mértéke egy
nagysdgrenddel alulmaradt a kontrollként hasznélt laboratoriumi husleves

tapoldathoz viszonyitva.

C; kisérlet: Az anyagok ¢és modszerek fejezetben leirt 2.2.3.1.1.C. kisérlet
eredményei lathatok a III. tablazatban [ | jeldléssel. A kisérlet soran azt
tapasztaltam, hogy a szintetikus tdpoldat szén és energiaforrasanak csokkentésével
megnodvekszik a tenyésztés hatékonysiga és a vegetativ Bti-baktériumok
sporaképzodésének hatékonysaga is. Az optimalis szintetikus tapoldat a laktozzal
folytatott kisérletsorozatban a Te33 (€lo sporaszam:1,98*1 07n/ml;
sporatartalom:100%) tapoldat, mig a szachardzzal folytatott kisérletsorozatban a
T733 (616 sporaszam: 2,62*10'n/ml; sporatartalom: 100%) tapoldat volt. A szintetikus
tapoldatokban tenyésztett optimalis novekedés mértéke alulmaradt a kontrollként
hasznalt laboratériumi husleves tépoldathoz viszonyitva, viszont a sporaképzés

hatékonyséaga joval feliilmulta a kontroll HL-tapoldatnal mért hatékonyséagot.
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4.2.1.2 Egykomponensii tapoldatok

IV. tdblizat: Bti-fermenticié éI6 csiraszam (*10'n/ml) és spératartalom (%) értékei
egykomponensii tapoldatokon (2.2.3.1.2. kisérlet)

48 6ras fermentacio 96 oras fermentacio 144 6ras fermentacio
eredménye eredménye eredménye
) EI6 csiraszam Sporocités El6 csiraszam Sporocités El6 csiraszam Sporocitas
tapoldatok 7 . ;

(*10'n/ml) (%) (*10'n/ml) (%) (*10'n/ml) (%)

Kontroll HL 6,7 0 6,9 0 - 17,7
T, 14,6 0 14,6 0 - 0
T, 15,3 0 16 0 - 0
T3 0,46 0 0,48 0 - 0
Ty 0,76 0 0,76 0 - 0
Tis 0,32 0 0,38 0 - 0
Tis 0,05 0 0,06 0 - 0
T,, 2,75 0 2,75 0,9 - 1,5

Tys 2,2 0 3,1 17,5 - 41,8

Ty 4,5 92,4 4,5 100 - 100

Ty 3,1 96,1 3,1 100 - 100

Ty 1,8 24,6 1,8 58,8 - 66,2

Ty 1,1 12,9 1,1 17,6 - 442
Ty 0,8 7,9 0,8 18 - 23

T,, 0,4 11,2 0,44 14,5 - 32,5

| - | nem volt mérés |

Az egykomponensii tapoldatokon végzett fermentaciok eredményei lathatok a
1IV. Tablazatban. A Bti-baktérium vegetativ alakjainak tenyészthetdsége optimalis a
tej tapoldatban (T;;). A tej, mint tdpoldat nagy mennyiségben tartalmaz a
Bti-baktériumok tenyésztéséhez sziikséges tapanyagokat, de benne a hozzaadott
sporaképzést eldsegitd kétvegyértékii ionokat tartalmazoé mikroelem oldat se novelte
a sporatartalmat (T),).

A permeat a magas cukortartalma miatt a sajtgyartds veszélyes
melléktermékének mindsiil. Ha megfeleld tapoldatnak bizonyul a Bti-baktérium
tenyésztés¢hez, a  tovdbbi  felhaszndldsa  Osszefonddna a  biologiai
szunyoggy¢éritéssel. A permeat tartalmua tdpoldatokban torténd fermentacié azonban
csekély szaporodadst eredményezett a Bti-mikrobdk esetében (T;3). A permeat
tartalmu tapoldat kiegészitése a Bti-bioszintézishez sziikséges komponensekkel nem
novelte szdmottevéen a tapoldat (Ti4) josagat. A vegetativ Bti-baktériumok nem
képeztek sporat egyik permeat tartalmi tapoldatban se. A spdras baktériumok
sporaképzését eldsegitd kétvegyértékii-ionokat tartalmazd mikroelem oldat

hozzaadésa a tapoldathoz nem eredményezett sporaképzést (T;s).
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A husliszttel folytatott kisérletek sordn a nativ huslisztet tartalmazé
tapoldatban csekély novekedést ért el a Bti-baktérium (Ti6). Ezt az eredményt
nagymértékben lehetett fokozni bioszintézishez sziikséges szervetlen komponensek
hozzdadasaval (T;7). Az eddigi husliszt tartalmu tapoldatok (Tie.17) esetében a
vegetativ  Bti-baktérium sporaképzése eredménytelen volt. A Tjs-tapoldat
kiegészitése sporaképzést eldsegitd mikroelem oldattal (T;g) indukélta a
sporaképzodést, azonban a fermentalds hatodik napjan elért 41,8%-o0s hatékonysag
nem lehet a nagyilizemi Bti-spéra gyartasanak az alapja.

A nativ huslé (T;9) és a csontlé (T,) alapu tapoldatok hatékonynak
bizonyultak, mind a vegetativ Bti-baktériumok tenyésztése, mind sporaképzése
szempontjabol. A 48 oras fermentdcié szinte mar csak sporakat tartalmazott, a
96. 6raban pedig valamennyi esetben spords Bti-szuszpenziot taldltam.
Gazdasagossag szempontjabol a Tyo-tapoldat alkalmazasa kedvezébb. A Tyo-
tapoldatban a Bti- sporak képzédéséhez mar a 28°C hémérséklet elegendd volt. A
peptonnal dusitott Tio- és Tao-tapoldatokban (T,;, Tzy) a keletkezett Bti-sejtszam
nem volt magasabb, de a spodratartalom indexe az adalékokkal feldusitott
tapoldatokban = nagymértékben  csokkent. A spdraképzést  eldsegitd
kétvegyértékii-ionokat tartalmazdé mikroelem oldat hozzaaddsa a Ty- és Tap-

tapoldatokhoz nem novelte a sporatartalom-indexet (To3, Taq).

4.2.2 Az optimalis tapoldat kivalasztasa és a fermentacioé tovabbi tanulmanyozasa

A 3.2.1. pont alatti eredmények alapjan a Tyo-tapoldat bizonyult optimalisnak
a 2.2.3.1. kisérletek koziil a Bti-baktériumok spora alakjainak nagylizemi
fermentdlasara. A fermentacié soran 3-5*10'n/ml ¢l spoéraszami Bti-mikroba
benne, melynek a 100%-a rovid id6n beliil (48-96 6ra) spontan endotoxin tartalma,
toxikus sporakka alakul. Az inkubaci6 alacsony hdmérsékleten is végbemegy (28°C)
¢s az egykomponensii tapoldatot a fermentacid sordn a sporaképzés fokozasa
érdekében nem kell modositani. Gazdasagi szempontbol szintén ez a tapoldat
bizonyult a legkevesebb koltséggel eldallithatonak a tanulmanyozottak koziil, az
eléallitdsdhoz sziikséges alapanyag koltsége kevesebb, mint 4 Ft/liter (2003. évi
adat).
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4.2.2.1

A Bti-fermentacioja és sporaképzése soran felhasznalt aminosavak

V. tablazat: HL-tapoldat esszencidlis aminosav dsszetétele (mg/l) a 0, 24 és 240 ords

15. abra:

Bti-fermentacio idopontjaban

Aminosav 0 6ras fermentlé 24 ¢6ras fermentlé 240 oras fermentlé
(mg/1) (mg/1) (mg/1)
Ala 77,443 9,867 0
Gly 45,947 0 0
Val 85,039 0 0
Leu 188,111 32,51 0
Thr 61,762 0 0
Glu 452,126 311,098 0
Pro 46,659 82,426 0
Asn 24,34 0 0
Asp 31,569 0 0
Ser 0 0 0
Met 33,325 50,7 0
Phe 109,96 106,138 4,798
Cys 14,574 12,078 0
Gln 0 0 0
Lys 238,349 143,48 4,835
Hys 133,195 97,854 0
Tyr 22,544 29,4 0
Trp 22,277 18,892 0

Relativ felhasznalt mennyiség (%)

A HL-tapoldatban fermentalt Bti-sejtek szabad aminosav felhasznalasanak mindsegi
és mennyiségi tanulmanyozasa a kiinduldsi aminosav dssztartalomhoz viszonyitva.
A piros pontok a vegetativ Bti-sejtek (24 oras fermentacio), a zold szin a sporas
Bti-sejtek (240 oras fermentdacio) aminosav felhasznalasat mutatjak
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4.2.2.2

16. dabra:

A steril HL-tapoldatban 16 esszencialis aminosav talalhatd (V. tablazat). A
fermentacid kezdetén a Bti-baktériumok vegetativ alakjainak szaporodasahoz a
legkdnnyebben felhasznalhato (atalakithatd) esszencialis aminosavakat hasznaltak
fel. Az eredményekbdl azt tapasztaltuk, hogy a prolin (Pro), metionin (Met) és
tirozin (Tyr) aminosavakat csak a sporaképzOodés fazisaban hasznalta fel a
Bti-baktérium.

A Bti-baktériumok 240 o6rds fermentacidjuk sordn csaknem minden
esszencialis aminosavat teljesen felhaszndlnak (15. dbra). A vegetativ Bti-alakok
elszaporodasuk szakaszaban a glicin (Gly), valin (Val), treonin (Thr), aszparagin
(Asn) és aszparaginsav (Asp) aminosavakat teljesen felélik, majd a preferalt
aminosavak elfogyasat kovetden a sporaképzddés fazisaban a Phenilalanin (95,6%)
és a Lysin (98%) kivételével valamennyi esszencidlis aminosavat 100%-ban
felhasznaljak anyagcseréjiikhdz. A vegetativ fazis folyaméan a prolin (Pro), metionin
(Met) és a tirozin (Tyr) mennyisége a kiinduldsi értékeik felé emelkedett. A prolin

mennyiségének novekedése bomlasi folyamatokra utal.

A fermentlé dsszcukortartalom meghatarozasa

0,4 |

0,3 4 12 6ras T,gp,; fermentlé

T, tapoldat
0,2

0,1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Osszcukortartalom (mg/ml)

Typ-tapoldat és 12 oras Toppi-fermentlé oOsszcukor tartalmanak meghatarozasa
kalibracios egyenes segitségevel. A grafikon a 620nm-nél mért extinkcio értékeknek
az osszcukortartalomtdl valo fiiggését abrazolja

A Tyo-tapoldat és a sejtmentes Tropg-fermentlé Osszcukor tartalma a mérések

alapjan egyarant minimalis (/6. dbra).
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4.2.2.3

17. abra:

4.2.24

18. dabra:

A szaporodasi dinamika és a sporaképzodés a fermentacio soran

50 - —&— Szaporodasi
dinamika
Vegetativ sejt
@ 40 - |:| Spora
s -
-
=
% 30 A
N
£
E 20 ~
)
1]
Q
= 10
0 < U T 1
0 12 24 36 48

Inkubacids id6 (ora)

Tp-tapoldatban  fermentdlt  Bti-baktériumok szaporoddsi  dinamikajanak az
alakuldasa az inkubacios idotartam fiiggvényében és a mérési idopontokhoz tartozo
vegetativ sejt—spora ardany abrdzolasa

A Tyo-tapoldatban fermentalt Bti-baktériumok 20 6ras inkubacid soran érik el
a szaporodasuk maximumat (/7. dbra). Ezt kovetéen indul meg a sporaképzdodés
folyamata, ami tovabbi 24 ora alatt megy végbe a Bti-szuszpenzidban. A
fermentacid kinetikdja a tadpanyagszegény Too-tdpoldatban lassubb, mint az
irodalomban leirt baktérium-fermentaciok szaporodasanak kinetikai (Vdczi, 1988),
de rendkiviil fontos megjegyezni, hogy a Tyo-tdpoldatban 48 Oras inkubéciot

kovetden 99,9-100% volt a sporatartalom.

A pH-értékvaltozas a fermentacio soran

9,5
9
8,5 -
2
8 |

7,5

7 T T T T

0 24 48 72 96
fermentacios id6 (6ra)

A Topi-fermentdcio soran mért pH-értékvaltozasok az inkubdcios ido fiiggvényében
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A Tyo-tapoldat kezdeti pH-értéke lugos kémhatasu (pH=9,06) (18. dbra). A
vegetativ Bti-sejtek képzddésének fazisaban a tdpoldat pH-értéke a semleges érték

fel¢ tolodik el (pH=7,5), majd a spéraképzddés szakaszaban ismét erdsen lugossa
valik (pH=9,11).

423 Vizoldékony-polimerekkel torténd flokkulacié tanulmanyozasa

Az elokisérletekben ismertettem egy minden szempontbdl optimalis tapoldat
Osszetételét a Bti-baktériumsporak elszaporitdsara. Az eléallitds folyaman azonban
sziikséges koncentralni a Bti-sporékat, hogy alkalmazas sordn ne kelljen sok vizet
szallitani. A fermentatum toményitésére polielektrolit-oldatokkal tdrténd

flokkulacios eljarast alkalmaztunk.

4.2.3.1 Alkalmazott vizoldékony-polimerek toltésének meghatarozasa
VI. tdablazat: A polimeroldatok toltésének meghatarozasa és a flokkulumképzés
hatékonysaganak sorrendje
Kationos tenzidoldattal Anionos tenzidoldattal
polimeroldatok kivaltott kicsapodas kivaltott kicsapodas Toltés- képzddott flokkulum
hatékonysaganak sorrendje | hatékonysaganak sorrendje | jelleg jellemzése

Greenfloc 8 - anionos |csekély kivalas, tlepedés nélkiil
Rhodopol 5 - anionos |laza, nem iilepeds flokkulum
|Magnafloc 156 6 - anionos |laza, nem ilepeds flokkulum
|Magnafloc 351 8 - anionos |csekély kivalas, tilepedés nélkiil
Magnafloc 1011 4 - anionos |laza, nem ilepeds flokkulum
SNFH 57 2 - anionos |témérebb, nem iilepedsd flokkulum
SNFH 69 3 - anionos |laza, nem ilepeds flokkulum
SNFH 108 7 - anionos |csekély kivalas, ilepedés nélkiil
SNFH 149 1 - anionos |témérebb, nem iilepeds flokkulum
SNFH 420 8 - anionos |csekély kivalas, ilepedés nélkil
SNFH 528 - 1 kationos |témérebb, nem tilepeds flokkulum

A tanulményozott polimeroldatok koziil az SNFHS528 jelzésti kationos
jelleglinek, a tobbi anionos jellegiinek bizonyult (V1. tabldzat). Az anionos jellegii
polimeroldatok koziil vizualis megfigyelés alapjan hatdkonyak voltak a SNFH57 és
a SNFH149 jelzéstiek, mert titralasuk soran tomorebb, flokkulumok képzddtek. A
tovabbiakban a flokkulacios vizsgalatokat a SNFH528 jelzésii kationos, valamint a
SNFH57 és a SNFH149 jelzésti anionos polimeroldatokkal valositottuk meg. Az
anionos jellegli polimeroldatok higitott Bti-spora szuszpenzidéra gyakorolt
flokkulaciojanal tanulméanyoztuk a Magnafloc351 és a Magnafloc1011 jelzésiieket

iS.
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4.2.3.2 A flokkulacio kinetikaja
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spora  SNFH528 polimer jelenlétében. A flokkulaciot 0,1% polimeroldattal
valositottuk meg

A flokkulacié mértéke a polimeroldat hozzdadasa utani 1-7 percben nagyjabol
allando értéket mutat, csak ezutan kezd csdkkenni az RMS értéke, ami a nagyméretii
flokkulumok (szabad szemmel is lathatd) kiiilepedésével magyarazhato (19. dbra).
Az alland6 RMS értékkel jellemezhetd tartomanyban az aggregatumok
(flokkulumok) elérik maximalis nagysagukat, amely nyilvanvaléan a keverés
intenzitasanak és a flokkulumok stabilitasanak, szilardsaganak fiiggvénye. A 0 és

1 perc kozotti tartomanyban a RMS értéke rohamosan nd.

35

3

—_ N
[ (S} [

Fényszoéras (RMS)

0,5

deszt. 1:10 1:20 1:30 1:40 1:50 1:100
viz

(T20B¢i : DV) higitds mértéke

20. abra: Higitott Bti-spora szuszpenziok alapzavarossdaganak fényszorasmeérése (RMS)

57



21. abra:

A toményebb oldat alapzavarossaga elég nagy ¢€s a higitassal csokken, ezért a
flokkulans-hozzaadas kovetkeztében fellépd aggregacid ndovekedése nem mérhetd
elég széles tartomanyban (20. dbra). Az alap-koncentracié 1,5%10'n/ml volt, igy a
mérések tobbségét 1:50 higitast 3*10°n/ml szuszpenzidkkal végeztiik, melyekben
jol mérheté az alapzavarossag ¢és a polimer altal kivaltott effektusok is. Az is
megfigyelhetd, hogy a tdpoldat koncentraci6 és az RMS értékek kozott nincs
linearis  Osszefiiggés, ami a (polimert nem tartalmazd) toményebb

sejtszuszpenzioban fellépd aggregalddassal hozhatd osszefiiggésbe.

Fényszoras (RMS)

172 T T T T T T

0 2 4 6 8 10
Cp (g/100 milliard sejt)

50* higitasu Bti-spora szuszpenzio flokkulacioja 0,01% kationos polimeroldatokkal.
A grafikonok a szuszpenzio RMS értékeinek a bevitt polimerek mennyiségeitol valo
fliggését abrazoljak. A diagram jelmagyarazata az alabbi kationos polimeroldatokat

jeloli: SNFH528 (1), PERCOL1697 (2) és DS (3)

Az 50* higitast, azaz 3*10°n/ml spéraszami Bti-szuszpenzio SNFH528,
Percol 1697 és DS jelzésu kationos polielektrolitok 0,01%-os oldata adagolasaval
megvalositott flokkulaltatds eredménye figyelheté meg a 21. dbrdn. Léathatd, hogy a
hozzdadott vegyszer mennyiségének novelésével az aggregacid6 mértéke eldszor
novekszik, majd csokken, azaz a hig diszperziokra jellemzd klasszikus viselkedés
figyelheté meg, vagyis kis koncentrdcioknal a nagy molekulatomegti flokkulans
érzékenyitd, jelentds mennyiségekben pedig stabilizalo hatést fejt ki. A flokkulacio
mértékével aranyos maximalis RMS értékek néhany g/10''spora polimer

koncentracioknal figyelhetok meg.
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22. abra:

4.2.3.3

23. abra:

24
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Higitott  (1:50)  Bti-spora  szuszpenzio  flokkuldacidoja  0,01%  anionos
polimeroldatokkal. A grafikonok a szuszpenzio RMS értékeinek a bevitt polimerek
mennyiségeitol valo fiiggését dbrazoljak. A diagram jelmagyardzata az alabbi
anionos polimeroldatokat jeloli: Magnafloc1011 (1), Magnafloc351 (2), SNFH57 (3)
és SNFH149 (4)

A tanulmdnyozott négy anionos polimeroldat (SNFH149, SNFHS57,
Magnafloc351 ¢és Magnafloc1011 jelzési) koziil az SNFH149 jelzési
polielektrolit-oldat bizonyult a leghatékonyabbnak, mert a legkevesebb mennyisége
okozott  nagy  flokkulacios  hatast,  meglehetdsen  széles  polimer

koncentracio-tartoméanyban (22. abra).

A Bti-szuszpenzio koncentraciojanak a hatasa

—e—1:50
—|— 1:40

A—1:30
—o— 1:20
—%—1:10

—

Fényszoras (RMS)

0 T T T

2 4 6 8 10

Cp (g/100 milliard sejt)
Kiilonbozé  higitasu Bti-spora szuszpenziok flokkuldacioja 0,01% SNFH kationos
polimeroldattal. A grafikonok a szuszpenzio RMS értekeinek a bevitt polimer
mennyiségeitél valo fiiggését dbrazoljdk. A diagram jelmagyardzata a
Bti-szuszpenzio higitasanak mértékét mutatja (T>opy: viz)
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24. abra:

crer

szlikséges €s ez a kevesebb polimer nagyobb mértékii (nagyobb RMS értékkel

jellemezhetd) aggregaciot valt ki (23. dbra). A sejtszam csokkenésével a flokkulacio

mértéke csokken, de a destabilizacids zona kiszélesedik.

e rer

optimalis kationos SNFH528 polimer mennyiségek

Higitas Sejtszam Optimalis ~ Maximalis  flokkulaciot
(n/50ml) polimer el6idézo polimer-
tartalom mennyiség
(mg/50ml) (g/100milliard sejt)
50% 1,50%107 1 6,7
40* 1,87* 107 0,35 1.9
30% 2,50%107 0,2 0.8
20* 3,75*107 0,075 0,2
10%* 7,50%10’ 0,05 0,07

A 1,50%¥10'n/50ml sejtszamu szuszpenzidtol a 7,50%10'n/50ml sejtszamui

szuszpenzidig vald atmenet soran a optimalis flokkulacidt kivaltd polielektrolit

mennyiség 6,7-0,07g/10''spora eléréséig igen jelentdsen csokken (VII. tablézat).

Fényszoéras (RMS)

4.4

3,9

34 —1:100

2,9 ——1:50

2,4 —A—1:20

1,9

1,4 *>—o

0,9 A 4 4
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C, (g/100 milliard sejt )

Kiilonbozo higitasu Bti-spora szuszpenzio flokkulacioja 0,01% anionos SNFH 57
polimeroldattal. A grafikonok a szuszpenzio RMS értékeinek a bevitt polimer

mennyiségeitol

valo

fiiggését abrdzoljak. A diagram jelmagyardazata a

Bti-szuszpenzio higitasanak mértékét mutatja (Topy: viz)

Az anionos polimeroldat higitott Bti-szuszpenzidkban torténd alkalmazasanal

hasonlo jelenséget tapasztaltunk, mint a kationos polimeroldat esetében (24. dbra).

60



4.2.3.4

25. abra:

A polimeroldat adagolasi modjanak a hatasa
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0,01% kationos SNFH 528 polimeroldat adagoldsi modjanak hatdsa higitott (1:50)

crer

értékeinek a bevitt polimer mennyiségeitol valo fiiggését dabrazoljak. A diagram
Jjelmagyardzata a polimeroldat adagolasi modjat mutatja

Azonos térfogatii kationos polielektrolit-oldat adagolasa azonos térfogata
szuszpenziok esetében nagyobb hatast fejt ki, ha a polimeroldatot két részben adjuk
a szuszpenziodhoz (25. abra). Nemcsak a flokkulacié mértéke lett nagyobb, hanem a

maximalis flokkul4cio eléréséhez is kevesebb polimer mennyiség sziikséges.

61



4.2.3.5 A polimeroldat koncentracidojanak hatasa
Bti-szuszpenzidhoz megndvelte a flokkulacios hatéast (26 dbra).
24 -
2,2
2,0
1,8

1,6
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26. abra: 0,01% és 0,1% kationos SNFH528 polimeroldatok flokkulaltato hatasa 1:50
higitasu sporas Bti-szuszpenziokban. A grafikonok a szuszpenzio RMS értékeinek a
bevitt polimer mennyiségeitol valo fiiggését abrazoljak. A diagram jelmagyardzata a

crer

crer

Fényszoras (RMS)

00 02 04 06 08 1,0 1,2 14
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27.abra: 0,01% ¢es 0,1% kationos SNFH528 polimeroldatok flokkulaltato hatdsa
1:20 higitasu sporas Bti-szuszpenziokban. A grafikonok a szuszpenzio RMS
ertékeinek a bevitt polimer mennyiségeitol valo fiiggését dabrazoljik. A diagram

crer
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4.2.3.6

28. abra:

29. abra:

Tomény Bti-szuszpenzio iilepitése

A polimerekkel kezelt nativ (nem-higitott) spdras Bti-szuszpenzidban az
aggregatumok perceken beliil kialakulnak, de a flokkulalt sejtek hatékony tilepedése

né¢hany napot igényel.
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A nativ Bti-spora szuszpenzio 24, 48 és 120 oras iilepedési hatékonysaganak a
hozzaadott 0,1%-os anionos flokkuldloszer (SNFH57) mennyiségétol valo fiiggése, a
feliiluszobol vett minta alapjan. A spektrofotometrias vizsgalat OD értékeit a
kezeletlen minta kiindulasi értékének (25ml Trop; és 10ml desztillalt viz)
szazalékaban fejeztem ki.

A kémesovek 35ml 1*10"n/ml spéraszamii Bti-szuszpenzidt tartalmaztak
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A nativ Bti-spora szuszpenzio 24, 48 és 120 oras iilepedési hatékonysaganak a
hozzaadott 0,1%-os anionos flokkulaloszer (SNFHI149) mennyiségétol valo fiiggése,
a feliiluszobol vett minta alapjan. A spektrofotometrias vizsgalat OD értékeit a
kezeletlen minta kiindulasi értékének (25ml Trppy és 10ml desztillalt viz)
szdzalékaban fejeztem ki.

A kémesovek 35ml 1*10"n/ml spéraszamii Bti-szuszpenzidt tartalmaztak

Az anionos polimeroldatokok esetében 0,143g/100millidrd sejt mennyiségig

csekély mértékben eldsegiti, de az anionos polimeroldatok tovabbi adagolasa gatolja
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30. dabra:

31. abra:

a gravitacion alapuld spontan iilepedést, vagyis a nagyobb mennyiségii anionos

polimeroldatok hatasara stabilizalodik a szuszpenzi6 (28. és 29. dbra).
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A nativ Bti-spora szuszpenzio 24, 48 és 120 oras tilepedési hatékonysaganak a
hozzaadott 0,1%-os kationos flokkulaloszer (SNFH528) mennyiségétol valo fiiggése,
a feliiluszobol vett minta alapjan. A spektrofotometrias vizsgalat OD értékeit a
kezeletlen minta kiindulasi értékének (25ml T és 10ml desztillalt viz)
szdzalékaban fejeztem ki.

A kémesovek 35ml 1*#10"n/ml spéraszamii Bti-szuszpenziét tartalmaztak

A kationos polimeroldat fokozza a gravitacion alapuld spontan iilepedést,
vagyis kis mennyiségili kationos polimer is hatékonyan {ilepiti a szuszpenziot, és ez

a hatés a polimer mennyiségének ndvelésével fokozodik (30. abra).
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A nativ sporas Bti-szuszpenzio 120 ords, €l csiraszamlaldason alapulo iilepedési
hatékonysaganak meghatarozasa a hozzaadott 0,1%-os flokkulaloszerek (SNFH57,
SNFHI149, SNFH528) mennyiségétol fiiggveényében, a feliiluszobol vett minta
alapjan. A spektrofotometrias vizsgalat OD értékeit a kezeletlen minta kiinduldsi
ertékének (25ml Tropy; és 10ml desztillalt viz) szazalékaban fejeztem ki.

A kémesovek 35ml 1*10"n/ml spéraszamii Bti-szuszpenziét tartalmaztak
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4.2.4.1

A 31. abran két anionos vizoldékony-polimeroldat (SNFH57 és SNFH149)
ilepité hatékonysagat hasonlitottam 0Ossze a kationos SNFHS528 polimeroldat
iilepitési sebességével. Az adatokbol lathatd, hogy az €l6 csiraszamlalason alapuld
tanulméanyozéssal sokkal eredményesebben detektalhatdo a spords Bti-szuszpenzid
iilepedésének hatékonysdga a kationos (SNFH528) polimeroldattal. Az iilepedés
2,86g SNFH528 polimer és 100milliard sporat tartalmazoé Bti-szuszpenzid esetében

az €16 sejtszamlalas modszerével meghatarozva 0,01% hatékonysagu.

Hordozék tanulmanyozasa

A biologiai Bti-alapt spords készitményt a csipdszinyog larvak
tenyészOvizeibe sziikséges eljuttatni. Ezek a vizfelszinek a legtobb esetben
ndvényzettel boritottak. Egyik lehetséges megoldas, hogy a spdras Bti-szuszpenzid
nagy tomegi hordozéhoz rogzitve jut a4t a ndvényzeten, és a vizbe jutva a

hordozoérdl leoldodd mikrobak fejtik ki a sziinyoglarvakra toxikus hatasukat.

Hordozok folyadék megkoto képessége

VIILI. tablazat: A tanulmanyozott asvanyi frakciok nedvesség-tartalma

természetes  égetett szaritott folyami
zeolit kovafold kovafold homok
orlemény Orlemény 6rlemény szemcse
légnedves
allapot (%) 100 100 100 100
légszaraz
allapot (%) 96,07 98,11 94,47 99,59
megkotott
viz (%) 3,93 1,89 5,53 0,41

A zeolit, égetett~ és szaritott kovafold szemcsék pordzus szerkezetli hordozok.
Porusaik belsd feliiletén jelentds mennyiségli vizet vagy spords Bti-szuszpenziot
képesek megkotni. A folyami homok (Maros) frakcio tomor feliiletii, €s viszonylag
nagy stirliségii hordozd. Feliiletén kisebb mennyiségili viz és Bti-spora szuszpenzid
adszorbedlddik, €s valdsziniileg onnan konnyebben leoldhato és biztosabban eljut a
tenyész6 viz feliiletére, mint a porozus szerkezetli hordozok alkalmazasa soran
(VIII. tablazat).
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4.2.4.2

32. abra:

Hordozékhoz kotott készitményekbdl a Bti-sporak kioldédasa
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A hordozo részecskékhez koétott Bti-spora készitményekbol extrahaldas soran
kioldodo  Bti-spordknak az expozicios idotol valo  fiiggése. A kioldodas
hatékonysagat a szorpcio elotti dsszes sporahoz viszonyitottuk (100%). A diagram
jelmagyarazata a készitményeket jeloli: FHT20Bti-H (1), SZKT20Bti-H (2) és
EKT>pi-H(3)

A folyami homok feliiletére adszorbealt Bti-spora szuszpenzidé (FHT,gpi-H)
nagyon gyorsan leoldddott a tomor feliiletii hordozorol, s nagy mennyiségben jelent
meg az oldoszerben (1-jelzésti grafikon) (32. dbra). A pordzus feliiletii hordozok
porusaiban abszorbealodott Bti-spora szuszpenzid (SZKTyopsi-H, EKTZOBti-H)
viszont nem oldddott le elegendé mennyiségben desztillalt vizzel torténd Osszerazas,

mayjd iilepités hatasara (2- €és 3-jelzésii grafikonok).
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4.3

33. abra:

34. abra:

Bti-készitmények laboratériumi biologiai toxicitastesztje

A Bti-spora készitmények toxicitastesztjei soran valamennyi kisérletsorozat
esetében kontrollként ellendriztem a tenyészohely vizét (negativ kontroll-1.), illetve
megvizsgaltam a készitmény eldallitasanal alkalmazott valamennyi komponens
toxicitasat (negativ kontroll-II.). A Bti-baktérium nélkiili komponensek toxicitasa

megkozelitdleg nulla volt, ezért ezeket az adatokat nem &brazoltam.
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Vegetativ ~ Bti-baktériumok laboratoriumi  szunyoglarva-tesztjének eredménye
(24-EC50). A grafikon a 24 oras expozicio alatt elpusztult larvaik ésszlarvaszamhoz
viszonyitott szazalékértékeinek a vegetativ Bti-sejtszamtol valo fiiggését mutatja
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Bti-spordk laboratoriumi szunyoglarva-tesztjének eredménye (24-EC50). A grafikon
a 24 oras expozicio alatt elpusztult larvik osszlarvaszamhoz viszonyitott
szdzalékertékeinek a Bti-sporaszamtol valo fiiggeseét abrazolja

A vegetativ Bti-baktériumok is toxikusak a 3.larvadllapoti Aédes vexans
csipOszinyog larvakra, mint ez megfigyelhetd a 33. és 34. dbrakon. A vegetativ
baktériumok esetében az 50%-os mobilitasgatlast eldidézé Bti-baktérium
mennyisé¢g: EC50=[2523800n/ml]. A Bti-spordk esetében ez az érték:

EC50=[940n/ml]. A csipdszinyog larvak 2600 —szor érzékenyebbek a Bti-sporakra,
mint a vegetativ sejtekre.
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335. dabra:

Szintetikus tapoldatokban fermentalt spéras Bti-készitmények
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Szintetikus tdpoldatokban fermentalt sporas Bti-készitmények laboratoriumi
szunyoglarva-tesztjeinek eredménye (24-EC50). A grafikonok a 24 oras expozicio
alatt  elpusztult larvak oOsszlarvaszamhoz viszonyitott szdzalékértékeinek a
Bti-sporaszamtol valo fiiggeseit abrazoljak

Pozitiv kontrollként ismert toxicitasu (VECTOBAC 12 AS) készitmény volt alkalmazva.
A diagram jelmagyarazata: VECTOBAC12AS(1), Te338:i (2) €s T733p:i (3)

A szintetikus tapoldatokban novesztett Tesspi- €s Tr3spi-fermentatumok
toxicitasa alulmarad a kontrollként hasznalt VECTOBAC 12 AS toxicitasatol
(35. abra). A tanulmanyozott készitmények ECS50 toxicitasdnak értéke:
VECTOBAC 12 AS—[613n/ml]; Te33p:i—[1830n/ml] és T733p4—[1140n/ml].

A 1,875g/1 szacharoz tartalmu tapoldat hatékonyabbnak bizonyult a 1,875g/1
laktoz tartalmu tapoldatnal.
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4.3.2

36. dabra:

Egykomponensii tapoldatokban fermentalt spéras Bti-készitmények
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Egykomponensii tapoldatokban fermentalt spords Bti-készitmények laboratoriumi
szunyoglarva-tesztjeinek eredménye (24-EC50). A grafikonok a 24 oras expozicio
alatt  elpusztult larvak osszlarvaszamhoz  viszonyitott  szazalékértékeinek a
Bti-sporaszamtol valo fiiggéseit abrazoljak.

Pozitiv kontrollként ismert toxicitasu (VECTOBAC 12 AS) készitmény volt alkalmazva.

A diagram jelmagyarazata: VECTOBAC 12 AS (1), Tsi (2), Ti9i (3), Tispi (4) és
T118i (5)

A csontlé (Ty) ¢és huslé (Tig) tapoldatokban fermentalt Bti-spordk
csipdsziinyog-larva toxicitdsa megegyezik a kontrollként hasznalt VECTOBAC 12 AS
ismert toxicitdsaval (36. dbra). A vegetativ Bti-baktériumokat tartalmazd (Tigs)
fermentatum a vizsgalt koncentracioban nem volt toxikus a csipészinyog larvakra.
Csekély mértékben bizonyult toxikusnak a 41,8% spoératartalmiu (Tisps)
fermentatum.

A vizsgalt készitmények ECS50 toxicitdsdnak értéke: VECTOBAC 12AS
-[1613n/ml; T2pi -[870n/ml]; Tiopg -[S80n/ml]; Tiggg -[? n/ml] és Tyipg -[? n/ml].
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4.3.3 Vizoldékony-polimerekkel iilepitett sporas Bti-készitmények

A Bti-baktériumsporak fermentaldsara az eldzetes kisérleteink alapjan a
Tytapoldat bizonyult gazdasdgi szempontbol optimalisnak. Kisérletemben a
T,otapoldatban fermentalt és polimeroldatokkal siiritett Bti-spéra szuszpenzio

csipdszinyog larvakra kifejtett toxicitasat hataroztam meg.
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37. abra: Vizoldékony-polimerekkel iilepitett sporas Bti-készitmények laboratoriumi
szunyoglarva-tesztjeinek eredménye (24-EC50). A grafikonok a 24-oras expozicio
alatt  elpusztult larvak Osszlarvaszamhoz viszonyitott szazalék-értékeinek a
Bti-sporaszamtol valo fiiggéseit abrazoljak.

Pozitiv kontrollként ismert toxicitasu kereskedelmi készitményt (VECIOBAC 12 AS), és
kezeletlen T>opu-szuszpenziot is alkalmaztam.

A diagram jelmagyarazata: VECTOBAC 12 AS (1), Tasu (2), SNFH57+T08: (3),
SNFH149+T>9pi (4) és SNFH528+T>0ps: (3)

A polimeroldatokkal kezelt Tyopii-szuszpenzid toxicitasa csekély mértékben
marad el a kezeletlen Tyopii-szuszpenzid, valamint a VECTOBAC 12 AS készitmény

toxicitasatol (37. abra). Az ellentétes toltéseldjelll polimerekkel kezelt szuszpenziok

toxicitasa hasonlo.

A tanulmanyozott készitmények EC50 toxicitasanak értéke:

VECTOBAC 12 AS-[613n/ml]; Taopii -[870n/ml]; SNFHS57+T20p4 -[1200n/ml];
SNFH149+T20psi -[1170n/ml] és SNFHS528+T2psi -[ 1460n/ml].
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38. dabra:

Hordozékhoz kotott sporas Bti-készitmények
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A vizsgalt  hordozokhoz  kotott  sporas  Bti-készitmények  laboratoriumi
szunyoglarva-tesztjeinek eredménye (24-EC50). Az expozicio alatt elpusztult larvak
osszlarvaszamhoz viszonyitott szazalékértékeinek a hordozok tomegetol valo

fiiggése. A tanulmdanyozott  hordozék — grammonként 2,52*%10"  Bti-spordt
tartalmaznak.

A diagram jelmagyarazata: FHT>p-H (1), EKToppi—H (2), SZKTppi-H (3) és
ZT0p4-H (4)

A tomor felilleti folyami homokszemcsékre adszorbealt Bti-sporak
(FHT0si-H) a vizbe jutva gyorsan reszuszpendalodnak a hordozordl és kifejtik
toxikus hatisukat a szinyoglarvdkra (38. dbra). Az 50%-o0s mortalitas (EC50)
eléréséhez [0,28g] Bti-sporat tartalmazé folyami homokszemcsére volt sziikség
literenként. A homokszemcsék feliileté¢hez kotott Bti-sporaszambol hétszer annyi
mennyiség sziikséges az ECS50 eléréséhez, mint a szabad sejtes Bti-spora
készitmény sporaszamabol.

A porézus hordozokbol nem tudtak kelld hatékonysaggal kioldodni a
baktérium spérak. A kisérlet soran a zeolit asvanyi frakcion abszorbealt Bti-spora
szuszpenzid (ZT,9p,-H) bizonyult legkevésbé hatékonynak. Valosziniileg azért, mert
a zeolit szemcséknek magas a vizmegkotd képessége, és ezért a szemcs€k
pérusaiban abszorbealt spdras Bti-szuszpenziot kis hatékonysaggal és lassan adja le.
Az 50%-o0s mortalitast literenként [13,7g] Bti-sporat tartalmazo zeolit-szemcse

adagolasaval tudtam elérni..
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4.3.5

39. dabra:

Kilonb6z6 stadiumu Aédes vexans szunyoglarvak toxicitdsanak
meghatarozasa
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Kiilonbozo fejlodési szakaszu Aédes vexans szunyoglarvak szunyoglarva-tesztjeinek
eredménye (24-EC50). A grafikonok a 24 oras expozicio alatt elpusztult larvak
osszlarvaszamhoz viszonyitott szazalékértékeinek a Bti-sporaszamtol valo fiiggéseit
abrazoljak. A szemléletesség érdekében a Bti-sporaszam értékeknek a logaritmusat
dbrazoltam.

A diagram jelmagyarazata a kiilonbozo fejlodesi szakaszu larvak toxicitastesztjét
jeloli: 2.stadiumu larvak vizsgalata (1), 3.stadiumu larvik vizsgadlata (2) és
4.stadiumu larvak vizsgalata (3)

A kiilonbozd ¢€letkoru csipdszinyog-larvak érzékenysége a Bti-spora
készitményekkel szemben kiilonb6zd (39. dbra). Az 1.stadiumua larvdk nagyon
érzékenyek a minimalisan is megvaltozott kornyezetre. A kontroll egyedek
mortalitdisa meghaladta a tesztben meghatarozott 10%-os értéket, ezért az
l.stddiumu larvak eredményét nem vettem figyelembe. A 2.stddiumu larvak
esetében a 24-EC50 értéket [126n/ml] Bti-spora koncentracional, a 3.stadiumi
larvak esetében a 24-EC50 értéket [978n/ml] Bti-spéra koncentracional és a
4.stadiumu larvak esetében a 24-EC50 értéket [2973n/ml] Bti-spdéra koncentracional
mértem. A mért adatok azt mutatjak, hogy a 2.stadiumu larvak csaknem nyolcszor
érzékenyebbek a 3.stadiumt larvakhoz képest. A 4.stddiumu larvdk haromszor

ellenallobbak, mint a 3.stddiumu csipdsziunyog-larvak.
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4.3.6

40. abra:

A Daphnia magna Straus egyedek toxicitasanak meghatarozasa
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Daphnia magna Straus egyedek és Aédes vexans szunyoglarvik Bti-sporakkal
szembeni laboratoriumi  toxicitdas-tesztjiének osszehasonlitasa (24-EC50). A
grafikonok a 24 oras expozicio alatt elpusztult tesztallatok d&sszegyedszamhoz
viszonyitott szazalékértékeinek a Bti-sporaszamtol valo fiiggéseit abrazoljak

A grafikonok és az értéktengelyek kapcsolata a diagramon jelolve

A Bti-sporak (0,15-2,4)*10’n/ml koncentracioban toxikus az Aédes vexans
tesztegyedekre, mig (61,5-205)*10°n/ml koncentracioban toxikus a Daphnia magna
tesztegyedekre (40. abra). Az 6t nagysagrendbeli kiilonbség jol tiikrozi a Bti-sporak

nagyfoku szelektivitasat a csipdszunyog-larvakkal szemben.
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41. abra:

36 6ras minta 48 4ras minta

A Ty-tapoldatban tortéend sporaképzodés folyamata a T20Bti-fermentdtum
képzodése soran (A felvételek 1000*-es nagyitdssal, Zeiss-axioskop mikroszkoppal
késziiltek)

A sporaképzddés folyamata lathaté a 47. dbran. JOl latszik a vegetativ
Bti-csirdk  mennyiségének novekedése mellett a  sporatartalom-értékének
emelkedése is. Az egy Ords mintan a fermentacids folyamat ,lag” fazisa lathato
0%-o0s sporatartalom mellett. A Bti-sporakat a Malachit-zold festék zoldre, a
vegetativ Bti-sejteket a safranin kontrasztfestés pirosra festi. A 24 6rds minta
valamennyi vegetativ sejtjében lathat6 a denz, zdld szinii endospdéra. A 36 Oras
mintadban mar tobb a Bti-spora (z6ld szin), mint a vegetativ sejt (piros szin) és a 48

oras mintan csak zo6ld szinii Bti-sporak lathatok.
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5

5.1

ERTEKELES Es KOVETKEZTETES

A szunyogok altal terjesztett kérokozok lehetnek virusok (sargaldz virusa,
dengue laz virusa stb.), baktériumok (tularaemia, lépfene stb.), egysejtii allatok
(malaria) és férgek (fonalférgek) (Mihalyi és Gulyas, 1963). Magyarorszagon
jelenleg nem nagy szamban fordulnak el szunyogok altal terjesztett betegségek,
ezek kozott is elsésorban a fonalféreg fertézések dominalnak. Legutébb a
Népszabadsag 2004. junius 30.-1 cikke szadmolt be egy szinyogcsipés altal
szemiiregbe keriilt fondlféreg sikeres mutéti eltavolitasarol.

A szunyogartalom kornyezet~, és természetcentrikus megsziintetését célzo

munkamat a szegedi sziinyogdenzitas tér~, és id6beli felmérésével kezdtem.

A szegedi csiposziinyog egyiittes

A korabbi tanulmanyok a telepiilésmentes artéri teriiletek szinyogegyiittesét
mértek fel (Toth, 1977; Branka, 1984). Ezek a kutatdsok a Tisza-foly6 volgyében
leggyakoribb fajoknak az Aédes vexans (41,17%), Culex modestus (26,68%) ¢és
Aédes rossicus (19,06%) sziinyogat talaltak.

Az irodalmi ismeretek alapjan a szinyogegylittes Osszetétele a szezon
folyaman 1is valtozik (Mihdlyi és Gulyas, 1963, Bergey’s manual, 1986). Az
Also-Tisza mentén az eddigi tanulmanyok nem hasonlitottak 0ssze a nedves tavaszi
€s a széaraz nyar folyaman kialakult szinyogegyiittesek Osszetételét (Toth, 1977;
Branka, 1984).

Dolgozatom ujdonsaga, hogy az urbanizacioval zavart (kommunalis hulladék,
szennyezett vizek jelenléte, heti kémiai szlinyogirtds, mesterségesen kialakult
szunyogteny€szd helyek... stb.) Tisza-parti varos szunyogegyiittesének dsszetételét
¢s az Osszetétel idébeni valtozasat tanulmanyozza. Az 1999-es szegedi teriileten
végzett felmérések alapjan a szinyogszezonban a Culex pipiens (46,9%) faj
bizonyult domindnsnak, a Culex modestus (10,1%) és az Aédes vexans (10,1%)
fajok voltak szubdominénsak. A domindns egyedek mellett, kisebb szamban
megjelentek a ritka fajok is, pl. Aédes dorsalis (8,6%), Aédes sticticus (7,85%),
Aédes annulipes (5,9%), Aédes cantans (2,4%), Theobaldia annulata (2,9%). A
ritka fajok megjelenéséhez specidlis igényeket kielégité kornyezet sziikséges
(Mihalyi és Gulyas, 1963; Becker és Magin, 1986). A rendszeres kémiai
szinyoggy¢rités, €s a szdraz nyar hatdsdra eltlinnek az évente néhany generacios
szunyogfajok, helytiket atveszik a sokgeneracios fajok.

Tanulmanyaim sordn megfigyeltem egy fajt, Anopheles hyrcanus Pallas,

1771 (Mihalyi és Gulyas, 1963), melyet a korabbi dolgozatok nem emlitettek meg a
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Tisza-volgyben, de a legujabb felmérések szerint eléfordul a Tisza-to
szinyogegyiittesében. (Szabé 2003, személyes kozlés). Ennek a fajnak a
megjelenése az alfoldi teriileteken nem gyakori, mert larvéja érzékeny a teny€szoviz
sotartalmara. Ugyanakkor jelenléte a human csapdazéds moddszerével nehezen
detektalhat6, mert imagoja az embert ritkan tamadja meg (Mihalyi és Gulyas, 1963).

A csipdszunyogok rovid id6 alatt 6ridsi mértékben képesek kifejlddni, ezért a
szunyogartalom megsziintetésére kiilsd beavatkozas sziikséges (Becker és Magin,

1986). A rovid 1d6 alatt sok utddot létrehozd éldlényeket életmodjuk alapjan

[ SN4

Y SN4

legfontosabb jellemzdi a kevés szamu utdd 1étrehozasa, jelentés méretndvekedés az

¢letiik folyman és a hosszu élettartam (Heinrich és Hergt, 1994).

5.2 A Bti-baktériumok fermentacioja

A szlinyogartalom ellen a biologiai védekezés Bti-sporakkal torténd larvairtd
modszerét tanulmanyoztam a tovabbiakban (Margalit és Dean, 1985, Becker és
Magin, 1986). Szintetikus tapoldatok minimalizaldsaval (Faloci és munkatdrsai,
1986), majd egykomponensii tapoldatok tanulmanyozasaval eldallitottam egy
minden szempontbol optimalis tapoldatot, melyben gyorsan elszaporodnak a
vegetativ Bti-baktériumok ¢és révid inkubacios id6 alatt a csipOszunyog larvakra
toxikus spordk képzddnek (Alfoldi és Hegediis, 1952; Szmirnov és munkatadrsai,
1986).

Az irodalmi adatok szerint a szintetikus tdpoldatokban lassu a sejtosztodas
iteme (Kuppusamy és Balaraman, 1991), és az aerob baktériumok kevés sporat
képeznek (Szmirnov és munkatarsai, 1986, Desai és Shethna, 1989; Dregval' és
munkatarsai, 1999). Ugyanakkor a megfelel6 komponensek hozzaadéasaval ezekben
a tapoldatokban is optimalis sporaképzddés érhetd el (Faloci és munkatarsai, 1986).
Az altalam végzett kisérletek megerdsitettétk a szintetikus tapoldatok
tanulmanyainak az eredményeit. A baktériumok tenyésztéséhez optimalis
Osszetételll tapoldatban torténd fermentacid eredményeként a Bti-baktériumok
csiraszdma csekély mértékben novekedett, és a sporaképzés valamennyi esetben
0%-o0s volt. A vegetativ Bti-baktériumok ndvekedése csak a szachardz vagy laktoz
tartalma  tapoldatokban volt jelentés mértéki (Ts, T7). A  pepton
tapanyagkomponens minimalizalasa, illetve elhagyasa a tapoldat Gsszetételébol

hozzajarult a fermentatum €16 Bti-sejtszamanak novekedéséhez, illetve meginditotta
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a sporaképzddést (Tes, T73). Tanulmanyoztam a pepton tapanyagkomponens nélkiil
a Bti-tenyészthetségét a cukor (szén- és energiaforrds) minimalizaldsa mellett. A
tap- ¢és energiaszegény szintetikus tapoldatban megemelkedett mind a
Bti-baktériumok €16 sejtszama, mind a spdraképzés hatékonysaga. Az optimalis
szén ¢€s energiaforrasokbol csekély mennyiség (1,875g/1) elegendd volt a hatékony
sporaképzéshez, ami egyiitt jart a szintetikus tdpanyagokban optimalis tenyésztéssel
(T633=1,9*107n/m1 —laktéz cukortartalom mellett; T733=2,6*107n/m1 —szachar6z
cukortartalom mellett). A fermentalodott Bti-baktériumok 100% -ban képeztek
toxikus sporakat az energia~ és tapanyag forras kimeriilését kovetéen. A szachar6dz
tartalmu tapoldat gazdasagi szempontbol kedvezdbb.

Gazdasdgos megoldds valamely melléktermék tovabbhasznosithatosaga
Bti-baktériumsporak fermentalasara. Az egykomponensii tapoldatok kozott egyes
tapoldatokban nem is szaporodott a Bti-(T;3-T;7); masokban jol szaporodott, de a
vegetativ alakok nem képeztek sporat (T;;-Ti2). Voltak tapoldatok, melyekben a
vegetativ Bti-baktériumokbdl képz6dott Bti-spoéra, de azok nem mutattak toxikus
hatast a szinyoglarvakra (T;s) és voltak tdpoldatok, melyekben felszaporodott a
Bti-mikroba ¢€s rovid id6 alatt csipdszunyog larvakra letalis hatast sporakka alakult
(T1o:  €l6 sp(')raszém:4,5*107n/ml; sporatartalom:100%; Tpo. ¢€l6 sporaszam:
3,1¥10'n/ml; sporatartalom:100%). A Ta-tapoldatban a Bti-spérak fermentacidja
28°C hémérsékleten is végbement. A sporaképzédés folyamatat tobbféle sporazast
elosegitd hatassal probaltam gyorsitani, de eldallitottam egy tapoldatot, melyben
minden kezelés nélkiil, a tapanyagforras kimeriilését kovetden, 98-100%-o0s
d-endotoxin tartalmi spoéraképzodés volt megfigyelhetd (T, Tao). Gazdasagi
okokbol a Typ-tapoldat bizonyult optimalisnak, a tdpoldat eldallitasdhoz sziikséges
alapanyag koltsége 4 Ft/liter (2003. évi adat).

A Bti-sporak fermentacidja soran megfigyelhetd a tapoldat szabad aminosav
tartalmanak a valtozasa. Az irodalom szerint (Perani és Bishop, 2000), ha a
tapoldatban 20 esszencidlis aminosav van jelen, akkor a vegetativ Bti-baktérium
d-endotoxin tartalmi sporakat képez egyéb vitamin vagy ndvekedési faktor
hianyaban is. A steril HL-tdpoldatban 16 esszencialis aminosav volt kimutathato. A
prolin (Pro-177%); metionin (Met-152%) ¢és tirozin (Tyr-131%) aminosavak
mennyisége a tapoldatban a kiindulasi értékhez viszonyitva megemelkedett a
vegetativ fazis végére. Ennek a jelenségnek az egyik lehetséges magyarazata, hogy
egymas intermediereként szolgalhatnak a lebontasi folyamataik soran. Masik

lehetdség, hogy az aminosavak nemcsak fehérjeforrasként hasznalédnak fel, hanem
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energiaforrasként is funkcionalnak, és emiatt is csokkenhet a mennyiségiik. A
tirozin bioszintézisének alapja a fenil-alanin (Phe), a prolin bioszintézisének és
lebontasanak egyarant koztes terméke a glutaminsav (Glu) és a metionin a cisztein
(Cys) aminosav felhasznaldsaval szintetizalédhat (Elodi, 1983). A sporaképzddés
fazisanak végére csaknem valamennyi szabad aminosav felhasznalodik a
tapoldatbol, kivéve a fenil-alanint (4,3%-maradt) €s a lizint (2,0%-maradt), melyek
a kiindulasi érték csekély szazalékaban a fermentacié spoéraképzd szakaszanak
végén is jelen voltak.

A spords Bti-készitmény nagylizemi eldallitdsdra gazdasagi szempontbdl a
Tao-tapoldat bizonyult optimdalisnak, eldallitasanak koltsége, kevesebb, mint
4 Ft/liter (2003. évi adat), ezért a fermentacid koriilményeit részletesebben is
tanulmanyoztam.

Kisérleteink eredményeképpen feltételezhetd, hogy a Bti-baktériumnak a
protedz aktivitasa mellett kollagenaz aktivitdsa is van. A fermenticidonak azért lehet
lassu a kinetikaja, mert a baktérium sajat extracellularis enzimje bontja el a tapoldat
fehérjéit. Mindazonaltal feltételezheté a  Tpo-tdpoldat nagyon  csekély
tapanyagtartalma, mivel se a steril Tyo-tapoldatban, se a 12 dras Topy-fermentlében
nem volt az érzékeny gazkromatografids modszerrel kimutathaté szabad aminosav
mennyiség jelen. A csont szerkezetében jelentds mennyiségli kalcium-foszfat
talalhato, melynek lebontasakor a felszabadulo Ca®"-ionok részt vehetnek a
sporaképz6dés folyamataban. A Ca*"-ionok szerepe a sporaképzédés 6.stadiumaban
kulcsfontossagli, amikor a dihidropikolinsavval (sp.-nak 5-15%-a) komplexet
képezve stabilizaljak a spora szerkezetét és biztositjak a spdéra hével szembeni
rezisztenciajat (Szmirnov és munkatdrsai, 1986).

Meghataroztuk a steril Tyo-tdpoldat Osszcukortartalmat, mely szerint a
sporaképzddés szempontjabol legeredményesebbnek talalt steril Typ-tdpoldatban
minimalis mennyiségli szénhidratot taldltunk. Tanulméanyoztuk a 12 o6ras
Taopii-fermentatum sejtmentes fermentlevének dsszcukortartalmat is, azonban annak
értéke a vizsgalt fermentlében természetesen nem valtozott.

Az irodalom szerint a mikroorganizmus szuszpenziok szaporodasi
dinamikajanak ,log” (logaritmikus) fazisa folyékony tdpoldatban 5-10 ora
id6tartamu (Straub, 1982; Vaczi, 1988). A Tao-tdpoldatban torténd Bti-fermentélés
esetében ez az iddtartam 20 orat igényelt. A fehérjéket felépitd aminosavakat
valoésziniileg nemcsak sajat testének felépitésére haszndlja fel, hanem feltehetéen
dezaminaas utdn a szénhidratlancukat lebontja, majd energiaforrasként is

hasznositja Oket. A dezaminalds kovetkeztében feltehetben megndvekszik a
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tapkozeg pH-értéke. A tapanyagszegény tapoldatban fermentalt Bti-sejtek lassabban
néttek ugyan fel, de 24 6rds fermentdcid utan 44%-os volt a sporatartalom, és 48
oras inkubalas elteltével szinte csak Bti-sporak voltak talalhatok a szuszpenzidban.
A irodalomban (Salama és munkatarsai, 1983, Liu és munkatarsai, 1995;
Kraemer-Schafhalter, 1996) eddig nem irtak le a fentieckhez hasonld
Bti-fermentacidt, amelynek sordn egy melléktermék felhasznalasaval, rovid idon
beliil (2-3 nap) 100%-os sporatartalom érhetd el.

A Tyo-tapoldat vizsgalatanal a fermentaci6 kezdetén magas pH-értékeket (pH=
8,5-9,0) mértem, ez 16 oras fermentacio6 alatt csokkent (pH= 7,5 -re), majd 48 6ras
inkubalés utan Ojra (pH= 8,5-9,0) emelkedett. A pH-értékének csokkenése kedvez a
vegetativ Bti-sejtek elszaporodasanak, majd a pH-érték ismételt emelkedése
kedvezdtlen a Bti-sejteknek, de kedvez a sporaképzddésnek. Téapanyaggazdag
tapoldat pH-értékének mesterséges emelése nem valtja ki a Bti-sporaképzését, csak
kisérd jelensége a sporaképzés folyamatanak. Feltételezhetd, hogy a pH-értékének
csokkenését a fermentacio sordn keletkezd CO, és szerves savak okozhatjak. A pH-
értékének  emelkedését pedig a  Ty-tapoldatban jelenlevé aminosavak
dezaminalassal torténd lebontdsa okozhatja, vagy a Bti-baktériumok Iagos
fermentacidjanak kovetkezménye (Elodi, 1983, Viczi, 1988).

5.3 A Bti-szuszpenzioé koncentralasa

Az eldallitott sporas Bti-készitmény kiszerelése és gyakorlati célokra vald
alkalmazasa csak koncentralt szuszpenziok esetében lehetséges. A Bti-szuszpenzid
viztartalmdnak csokkentésére nagy molekulatomegli anionos ¢és kationos
polielektrolitokat, ugynevezett flokkulaloszereket alkalmaztunk.

A Bti-sporak feliilete pozitiv és negativ toltésh ,teriiletekbdl” all. A sejtfelszin
C-potencidl értéke —23mV (a Bti-spordk (-potencial értékét Kassai Miszaki
Egyetem Eljarastechnikai és Kornyezetvédelmi Tanszékén 1€vo, Doppler-eftektuson
alapul6 (ZetaPlus, Brookhaven Inc, USA) miiszer alkalmazasaval hatiroztuk meg,
nem koz0lt adat), azaz kissé€ negativ. Az ellentétes toltéseldjelii, kationos polimerrel
torténd flokkulacidkor a Bti-spordk gyors kotddése kovetkeztében a sejtek
iitkozésének hatékonysaga jelentdsen ndovekszik, ami az aggregalodas kezdetéhez
vezet (Fleer, 1971). Erdekes médon a flokkulacié kinetikai gorbéjén nem figyelhet6
meg jelentds kezdeti ,Jlag” (10. dbra - lappangasi fazis) szakasz, melyben az
aggregacido mértéke nem vagy csak alig ndvekszik, mint ez jellemzd szervetlen
anyagok (kaolin, sziliclum-dioxid stb.) diszperzidinak polielektrolitokkal torténd

flokkulaltatasa esetében (Gregory és Lee, 1990). A polimerekkel valo flokkulacio
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szervetlen diszperziok esetében is egy igen bonyolult, sok paramétertdl fiiggd
folyamat (Fleer, 1971, Barany és Gregory, 1996; Barany, 2000).

A spérés Bti-szuszpenzidk flokkulacidjanal alkalmazott polimer mennyiség
aranyos az Escherichia coli és mas sejt-szuszpenzidokban mért optimalis flokkulaciot
eléidézé polimer koncentraciokkal. A csekély mértékii eltérés oka feltételezésem
szerint a mikrobdk eltéré méreteiben keresheté (Bti: 3-5%0,5-0,8um; E.coli:
1-3*0,51um), valamint a baktériumsejteket koriilvevd sejthartya dsszetételében, a Bti
ugyanis Gram-pozitiv (G") baktérium, az E. coli pedig Gram-negativ (G") baktérium
(Becker és Magin, 1986, Neidhardt, 1996). A nagy toltésslriiségli Percol1697
jelzésu kationos polielektrolit, melynek adszorpcios affinitdsa a negativ toltési
sejtfeliilethez valdsziniileg a legnagyobb, mar 1-2g/100milliard sejt mennyiségben
is jelentds flokkulaciot idéz el6. Ugyanakkor a flokkulacids zona szélessége ebben
az esetben meglehetdsen kicsi. Hatékonyabb polimernek bizonyult az SNFH528
polielektrolit, itt az aggregalodds mértéke nagyobb és flokkulacios tartomany is
sz¢élesebb. A kationos DS polielektrolit flokkuldltato képessége az eldbbi két
mintdhoz viszonyitva lényegesen gyengébb. A kationos polimerek flokkulaltatd
képessége elsdésorban a makroionok pozitiv és a sejtfal negativ toltései kozott
fellépd elektrosztatikus kolesonhatasok kovetkeztében fellépd adszorpcidval van
Osszefiiggésben (Bdrdny, 2000). Merevlancu polielektrolitok esetében az emlitett
tényezO mellett jelentds szerepet jatszhat a flokkulacié hidkotéses mechanizmusa is,
mint megfigyelhetd E.coli szuszpenzidk merev- vazu poliszacharidokkal (kitozan és
szarmazékai) torténd flokkulaltatasa soran (Bdrdny, 1988; Barany és Teszlenko,
1992). A makro-lanc hajlékonysagatol (rigiditasatol) fiiggden tehat az aggregacid
kiilonb6z6 mechanizmusai dominalnak.

A kisérletek alapjan szamos anionos polielektrolit-oldat is aranylag jol
aggregalja higitott szuszpenzidkban a Bti-spoérakat. Itt is a klasszikus viselkedés -
kis polimer-tdménységeknél aggregalddas, majd jelentds polimer koncentracioknal
a diszperzi6o Ujboli stabilizacidja - figyelheté meg. Feltételezhetd, hogy a sejtfal
mozaikszerli szerkezete, ahol pozitiv és negativ toltésii funkcids csoportok valtjak
egymast, lehetdséget teremt az anionos szegmensek kotddésére is a feliilethez.
Mivel a pozitiv funkcids csoportok szdma a sejtfeliileten aranylag kicsi (Iényegesen
kisebb, mint a negativ funkcids csoportok koncentracioja), igy az anionos
polielektrolit csak kisszamu kotéssel kapcsolodik a sejtfeliilethez, ezért a kevéssé
deformalt, jelentds kiterjedésii adszorbealt makro-anion képes hidkotéses

mechanizmus révén 0Osszekotni, aggregilni tobb Bti-spérat. A sejtfeliilet és
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polielektrolit-szegmensek kozotti hidrofob kdlesonhatasok is szerepet jatszhatnak az
adszorpcids réteg kialakuldsaban.

Minél nagyobb a sporak koncentracidja a szuszpenzioban, anndl kisebb
makromolekula-mennyiség (és feltehetéen adszorbealt polimer-mennyiség)
sziikséges a hatékony aggregacid eléréséhez, higitott Bti-szuszpenzidk esetében.
Hasonlo megfigyelések torténtek polisztirol-latex és mas szervetlen szuszpenziok
flokkuléltatdsanak tanulmanyozasa sordn kationos és nemionos polimerekkel
(Solementseva és munkatdrsai, 1980; Barany, 2000). Esetliinkben ez a jelenség
valészintileg a flokkulacid kinetikai aspektusaval van 0Osszefiiggésben: a
szuszpenzid toménységének novekedésével a sejtek litkozésének gyakorisaga és
ennek folytan az adszorbealt polimer altal eldidézett aggregacio mértéke jelentdsen
novekszik. A gyakoribb iitkdzések kovetkeztében az oldatba bevitt polimer
gombolyagoknak (lancoknak) kevesebb id6 all rendelkezésre, hogy a feliilettel vald
kontaktus utan ezen szétteriiljenek, felvegyék egyensulyi konformécidjukat. Igy a
toményebb szuszpenzidban a (hatékonyabb) flokkulaciét kevésbé deformalt,
valosziniileg nagyobb méretli makromolekulak idézik eld, mint hig rendszerekben,
ahol a ritkdbb iitk6zések eredményeként a polimer molekulaknak a deformalddasra,
konformécid valtozésra tobb id6 all rendelkezésiikre. Az utobbi esetben a gyengébb
flokkulacio a jobban deformalt, a feliilethez tobb kdtésponttal kotddo, vékonyabb
adszorpcids rétegek képzddésével magyarazhatd. Hasonldo 0Osszefliggéseket
figyeltiink meg a higitott Bti-szuszpenzié SNFH149 ¢és SNFHS57 jelzésii anionos
polielektrolitokkal torténd flokkulacidja sorén is.

Az irodalom szerint a polimerek flokkulaltatd hatasat novelhetjiik ugy is, hogy
a polimert nem egy, hanem két egyenld vagy tobb részletben adagoljuk a
diszperzidhoz. Az ismert irodalmi adatok szervetlen szuszpenziok flokkuléltatasara
vonatkoznak (Shaw, 1986, Barany, 1988; Bardny és Teszlenko, 1990; Bdaradny,
2000). Feltehetéen a hatékonyabb flokkulaci6 oka az lehet, hogy az elso
polimerrészlet bevitele utan képzddott flokkulumok a madésodik adaggal bevitt
makromolekuldk hatdsara tovabb aggregalodnak, azaz a flokkulacids folyamat két
Iépcsében jatszodik le. Eldszor csak kis flokkulumok képzddnek, majd ezek
nagyobb aggregatumokka egyesiilnek. A masodlagos aggregatumok nagyobbak,
mint az elsddlegesek, amit nagyobb RMS érték jelez. Ezt a flokkulaciés maximumot
kevesebb polimer mennyiség felhasznalasaval lehetett elérni (Barany, 2000).
Eredményeinkbdl arra a megallapitasra jutottunk, hogy a Gram-pozitiv (G")

Bti-sporak esetében is igaz ez a korabbi megfigyelés.
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Tanulményozasunk soran azt tapasztaltuk, hogy a toményebb polimeroldat
adagolasa esetén nagyobb flokkuldcios hatast mértiink a higitott Bti-spora
szuszpenzid (1:50 ardnyban higitott) esetében. Kiilondsen szembetiind az RMS
értékek kiilonbsége toményebb (1:20 aranyban higitott) szuszpenzidk esetében.
Ennek a jelenségnek az oka egyértelmiien nem tisztazott. Feltételezhetd, hogy a
tomény polimeroldatban nagyméretii asszociatumok, szupramolekula-struktirak
képzodnek ¢és ezek kotddése, adszorpcidja a sejtfeliileten hatdrozza meg az
aggregalodas mértékét. Elképzelhetd az is, hogy a koncentralt(abb) oldatban a
polielektrolit toltései jobban le vannak arnyékolva, a makromolekula nagyobb
mértékben van begombolyodva és ennek kinyuldsa, szétteriilése a sejtfeliileten,
illetve  toltéseinek hozzaférhetdsége, kolcsonhatasa a feliilet toltéseivel
megnehezitett. Ennek kovetkeztében a gyakori {itkozésekkel jellemezhetd
szuszpenziodban a flokkulalt allapotot a kevésbé deformalt, kisszamu kotésponttal
rendelkezd (nagyobb kiterjedésli, azaz nagyobb flokkulédltatd hatassal bird)
adszorbealt makromolekulak hozzak 1étre.

A nativ fermemtlé¢ polimeroldatokkal torténd hatékony {ilepitése volt a
flokkulacios kisérleteink végsd célja. A vizsgalataink alapjaul szolgald nativ
fermentatumot higitanunk kellett, a miiszeres tanulményozas érdekében. A nativ
fermentlében az €16 sejtszam mennyisége joval nagyobb, ezért természetes, hogy
mas mechanizmus hatisa fog érvényesiilni. Megfigyelhetd a szuszpenzidban egy
spontan aggregalodas folyamat, amit csak intenziv keveréssel (homogenizalassal)
lehetne kikiisz6bolni. De nem lehet a flokkuldcid folyamatét intenziv keveréssel
parositani, mert szétesnek a képzodd flokkulumok. Feltételezhetd, hogy a nagy
méreti spontdn képzddd Bti-spora aggregatumok belsejében csak gyenge
adszorpcids kolcsonhatasok alakulnak ki a Bti-sporak kozott. A kozegben mindig
kell lenni sziikséges szamli makromolekulanak, hogy az iilepedés kézben szétesd
aggragatumok belsejébdl kiszabaduld Bti-sporakkal flokkulumokat képezhessenek.

Az anionos polimeroldatok csekély mértékben fokoztadk az {iilepedést, de
mennyiségilknek novelése mar csokkentette az lilepedés  sebességét.
Feltételezhetéen a jelenség a Bti-spordk felszinének toltésmegoszlasaval
magyarazhato. A Bti-sporak felszinének bruttd toltése kissé negativ, de feliiletiik
pozitiv és negativ toltésii teriiletekbdl all. Kis mennyiségben képesek megkdtni az
anionos makromolekuldkat, ezaltal méretiik megnovekszik, ami fokozhatja az
ilepedés sebességét. De az anionos makromolekulakkal kdlcsonhatasba 1€pd pozitiv

toltésti szabad teriiletek elfogyasat kovetéen a tovabbi negativ toltési
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makromolekuldk adagoldsa mar stabilizalja a szuszpenziot, mivel a negativ toltésii
feliiletek és az anionos makromolekulék taszitjadk egymast.

A kationos polimeroldatnak a Bti-spora szuszpenziohoz kis mennyiségben
torténd adagolasa is fokozta az iilepedés sebességét. A jelenség jol értelmezhetd a
nagyobb méretii flokkulumok gyorsabb iilepedésével (Barany, 2000). A Bti-spérak
feliiletének negativ toltésii teriiletei konnyen lépnek kapcsolatba a pozitiv toltésti
makromolekulakkal. Ot nap expozicids idé utin a szuszpenzid optikai denzitasa
nem csokken a kiindulasi értékhez viszonyitva 2,2 % ald, ugyanakkor a szuszpenzid
baktérium tartalmanak a meghatarozasa az ¢l6 sejtszamlalason alapuld6 modszerrel

hatékonyabb iilepedést eredményezett.

5.4 Hordozékhoz kotott Bti-készitmények

A porozus szerkezetli szemcsék poérusaiban (zeolit, kovafold) abszorbealt
sporas Bti-szuszpenzio esetében feltételezhetéen létrejohet belsd feliileten torténd
kolcsonhatas is a Bti-sporak és a hordozok kozott. E jelenség reverzibilitds esetén
megnovelheti a hatékonysag iddtartamat, de ha irreverzibilis kdlcsonhatés jon 1étre,
akkor megsziinteti a készitmény larvicid tulajdonsagat. A tomor felszinli hordozok
(folyami homok) feliiletére adszorbealt Bti-spora szuszpenzid esetében a felszinen
feltételezhetéen gyengébb kapcsolat jon létre a szemcse és a baktériumsporak
kozott, mint a porozus szerkezetli hordozok podrusaiban, belsé tereiben.
Valésziniileg ez a magyarazata a Bti-sporak gyors és hatékony leoldédasanak errdl a
tomor feliiletlh hordozordl (Su és Mulla, 1999). A szabadsejtes készitmények altal
tartalmazott  Bti-spordknak a  tObbszorosét  sziikséges  tartalmaznia a
homokszemcséhez kotott spords Bti-készitménynek. Feltételezhetden a toxicitas
tartossaga hosszabb ideig tart.

Ugyanakkor a pordzus feliilleti hordozok felsziniikkel ardnyosan tobb
Bti-sporat képesek megkotni, mint a tomor feliileti hordozok. A feliileti
immobilizacid generalja és stabilizalja a spora allapotot (Szmirnov és munkatarsai,
1986).

5.5 Bti-toxicitas meghatarozasara hasznalt teszt

Szinte valamennyi Bti-spora készitménnyel kapcsolatos szakirodalom
foglalkozik a szinyoglarvak elleni szuperszelektiv toxicitassal (de Barjac, 1978;
Berry és munkatarsai, 1987), ugyanakkor kevés azon publikéciok szama, amely
egyeéb ¢ldlények tolerancidjat mutatja be (Becker és Magin, 1986). A kornyezetbe

juttatott Bti-spordk tuladagoldsa a szunyogok kozeli rokonait veszélyezteti
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leginkdbb. Az irodalom szerint a legérzékenyebben reagalnak a Chironomidae
csaladba tartozd darvaszinyogok, mert a csipdsziinyogokra toxikus Bti-spora
készitmény tizszeres tuladagolasa elpusztitja oket is. Kiilondsen fontos a
taplalékat képezik. Ezeknek a nem célszervezeteknek az elpusztitasat az alkalmazott
sporas Bti-készitmény pontos adagoldsaval el lehet keriilni. De a szakirodalom
szerint a tuladagolas veszélyes lehet még a Dixidae (tutajos szinyogok),
Psychodidae  (lepkeszinyogok),  Tipulidae  (l6sziinyogok), = Limoniidae
(iszapszinyogok), Sciaridae (gyaszold szunyogok) csalddok fajaira is (Becker és
Magin, 1986).

Az irodalom szerint d-endotoxin a vegetativ Bti-baktérium sporaképzésének a
3-5.fazisaban képzdédik  (Szmirnov és munkatarsai, 1986), a vegetativ
baktériumsejtben csak a toxin genetikai allomanyat kodold plazmid talalhaté meg
(Sekar és Carlton, 1985, Chilcott és Ellar, 1988, Thiery és munkatarsai, 1992). Az
Osszehasonlitds eredményeképpen azt tapasztaltam, hogy a Bti-spora kozel
3000-szer toxikusabb a 3.stddiumul szunyoglarvékra, mint a vegetativ Bti-sejt. Az
irodalmi adatok ezt az értéket megerdsitik (Walther és munkatarsai, 1986).

A biologiai toxicitasteszthez a vizek szennyezettségének kimutatasara hasznalt
Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) tesztet vettem alapul (ISO
6341:1996) (MSZ: EN ISO 6341, 1998).

Az irodalom szerint (Margalit és Dean, 1985; Szmirnov és munkatdrsai,
1986) a szelektiv toxikus hatasért az exosporiummal burkolt 6-endotoxin a felelds.
Osszehasonlitottam a  vegetativ  Bti-baktériumok és a Bti-sporaknak a
szunyoglarvakra kifejtett toxikus hatasat. A vegetativ baktériumok esetében az
EC50 érték kozel = 2,6*106n/ml, mig a Bti-spordk esetében kozel = 1*10°n/ml volt,
tehat a Bti-sporak 2600-szor toxikusabbak a csipdszunyog larvékra, mint a vegetativ
Bti-baktériumok.

A fiatal (1-2.stddiumu) larvaegyedek detektalasanak megkonnyitése
érdekében a toxicitas meghatarozasat 24 lyuku szovettenyésztd lemez iiregeiben is
elvégeztem. A tesztedények mérete nem befolydsolta a tesztek eredményét, mivel a
szinyoglarvak a levegot a vizfelszinrdl veszik (kivéve: Taeniorhynchus richiardii).

A szachar6z tartalmi tapoldatban fermentéalt Bti-spordk csekély mértékben
toxikusabbnak bizonyultak, mint a laktéz tartalmazo tapoldatban novesztett
mikroba. De a szintetikus tapoldatok toxicitasa kis mértékben gyengébb volt, mint a
pozitiv kontroll kereskedelmi készitmény (VECTOBAC 12 AS) toxicitdsa. Az

irodalom szerint szintetikus tapoldatokon a Bti-baktériumok nehezebben
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szaporodnak ¢és sporasodnak, de segédanyagok alkalmazdsaval ez a folyamat
eldsegithetd (Szmirnov és munkatarsai, 1986).

Az egykomponensii tapoldatok kozott voltak olyanok, melyekben a tenyésztett
Bti-sporak toxicitasa gyakorlatilag megegyezett a kereskedelmi termék toxicitasaval
(Rasnitsyn és munkatarsai, 1993), volt olyan tapoldat, melyben csak vegetativ
Bti-sejtek képzddtek az egy honapos fermentacid alatt, kedvezdtlen koriilmények
hianyaban, s volt olyan tapoldat is, melynek az Osszetétele nem tartalmazta a
Bti-baktérium fermentacidhoz sziikséges komponenseket.

A polimeroldatokkal iilepitett spords Bti-készitmények toxicitdsa csekély
mértékben maradt el a szabad sejtes készitmények toxicitdsatol. Ez azzal
magyarazhato, hogy a flokkulacié nem befolyésolta szamottevden a toxicitast €s a
Bti-sporak hozzaférhetdségét se gatolta. Az irodalmi adatok szerint a flokkulacio
nem gatolja a biologiai rendszerek életmiikodését (Barany és Teszlenko, 1992;
Barany, 2000). Elképzelhetd, hogy a kationos flokkulaldszerekkel koncentralt
Bti-sporak csak részlegesen tudnak feloldddni, a flokkulumok széttéredeznek, de
nagyobb mennyiségli Bti-spéra marad egyiitt. A szinyoglarvdk szamdara
konnyebben detektalhatd élelmet jelentenek, s nagyobb mennyiséget fogyasztanak
el a spordkbol, mint ami elpusztitja 6ket. A két szabadsejtes készitmény toxicitdsa
gyakorlatilag megegyezett. Minimalis volt a kiilonbség a kationos és az anionos
polimeroldatokkal flokkulalt Bti-sporak toxicitdsai esetében. Az anionos
makromolekuldkkal flokkulalt sporas Bti-készitmény alig kimutathatéan
toxikusabbnak bizonyult. Feltételezhetd, hogy az anionos bruttéd felszinli Bti-sporak
¢s az anionos polimer kozott gyengébb kotés alakul ki, mint a kationos polimerrel
flokkulalt Bti-sporak kozott.

A tomor feliiletii szemcesékrdl a Bti-sporak reszuszpendalhatosaga rendkiviil
jO, s alkalmazasaval nem juttatunk semmilyen tajidegen anyagot az artérre, csak a
rdadszorbedlhatd Bti-spordk mennyiségét kellene novelni. Feltételezhetden a
porozus szerkezetli hordozdk nagyobb erdvel tartjdk vissza a Bti-sporakat, vagy
irreverzibilisen abszorbealjak oket (Su és Mulla, 1999). Ez a jelenség tovabbi
kutatisokat kivan, mert ha szabélyozni tudjuk a kioldédas mértékét, akkor felmertil
a lehetdsége egy hosszl ideig hatasos sporas Bti-készitmény eldallitasanak.

Az irodalom szerint az Aédes vexans larvak toxicitdsa larvastadiumonként
kettes faktorral nd (Becker és Magin, 1986). Kutatasi eredményeim soran nem
tudtam a kisérleteket elvégezni 1.stddiuma Aédes vexans szinyoglarvakkal, mert a
kontroll egyedek is magas szdzalékban pusztultak el. A Bti-spérdk toxicitasa a

2.larvaallapoti szunyoglarvédkra csaknem nyolcszor haladta meg a 3.stddiumuak
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ellen kifejtett toxikus hatast. Ugyanakkor az utdbbiak csak haromszorszor voltak
érzékenyebbek, mint a 4.larvaallapotiiak. A kisérletek soran megfigyeltem azt a
jelenséget, hogy a 4.larvadllapotu szunyoglarvak gyorsabban babozddtak be a
Bti-sporakkal kezelt kdzegben, mint a kontroll egyedek kezeletlen tenyészéhely
vizében.

A természetbe vagy kornyezetbe jutott Bti-sporakat egyéb ¢éldlények is
elfogyasztjak. A szakirodalom szerint a Bti-spordk semmilyen mas ¢él6lényre nem
toxikusak. A4 Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) egyedek
toxicitastesztjét a vizi szennyezések kimutatdsara hasznaljak a vizibolhak
szennyezésekkel szemben mutatott érzékenysége miatt (Wan és munkatarsai, 2000).
Kis szennyezddés esetén is eltlinnek a vizekb6l. Eredményeim szerint a
3.1arvaéllapoti Aédes vexans szunyoglarvdk tobb mint 1500-szor érzékenyebben
reagalnak a Bti-készitményre, mint a rendszertanilag tavolabb allé 24 6ras Daphnia

magna egyedek.
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6

OSSZEFOGLALAS

A nyari (nyarkozeli) esték kellemetlen velejaréi az emberek nyugalmat
csipésiikkel zavard szinyogok, melyek ritkdbban egyes betegségek korokozoit is
terjeszthetik. Munkam soran elséként a Szeged kornyéki csipdszunyogok
az 1999-es évben. A {6 dkologiai adottsagok (hdmérséklet, csapadék) majus elejétdl
oktober végéig kedveztek a sziinyogok egyedfejlodésének. A tavaszi dradds utdn
megjelend valtozatos és néhany generacids szinyogfajokat (Aédes genus) a szaraz
nyar, a rendszeres kémiai kezelés ¢és az urbanizdcid egyiittes hatasanak
eredményeként egy fajszegény és sokgeneraciés szinyogegyiittes (Culex,
Theobaldia és Anopheles genusok) valtotta fel.

Tanulmanyaim folyaman megfigyeltem egy uj fajt (Anopheles hyrcanus),
melyet a korabbi kutatdsok Szeged kornyékén nem mutattak ki. Tavalyi eredmény
szerint a Tisza kozépsd szakaszan, a Tisza-td6 szinyogegyiittesében talaltak meg
nagyobb szamban ezt a fajt.

A tovabbiakban a szunyogartalom kornyezetbarat megsziintetésére alkalmas
egykomponensii tdpoldatokban figyeltem meg a Bti-sejtek tenyészthetdségét,
valamint sporatartalmat. A szintetikus tapoldatok f6 komponenseit optimalizaltam a
jobb hatasfok érdekében. A szintetikus tapoldatok esetében a hozziadott pepton
elhagyasat kovetden tapasztaltam csak csekély mértékii Bti-csiraszdm ndvekedést,
amely a szénhidrat-komponens minimalizdlasanak hatdsara egyiitt jart a
sporaképzddés emelkedésével. Az egykomponensli tapoldatok esetében a
Bti-fermentaci6  hatékonysaganak novelésére a  tapoldatok  Osszetételét
bioszintézishez sziikséges komponensekkel egészitettem ki, illetve a sporaképzd
tulajdonsdg novelése érdekében mikroelemeket tettem a tanulméanyozott
tapoldatokhoz. A fermentaciohoz a 28°C hémérséklet elegendd volt. A hozzaadott
pepton az egykomponensii tapoldatok esetében sem novelte a Bti-bioszintézisének a
hatékonysagat, illetve a tanulményozott tdpoldatokhoz adagolt mikroelem oldat sem
fokozta a sporaképzddést.

A Bti-baktérium szabad aminosavakat tartalmaz6 HL-tapoldatban is
tenyészthet$ 6,9*10'n/ml hatékonysaggal. Ekkor a tapoldatban talalhaté valamennyi
aminosavat  felhasznalja,  valosziniileg  vagy  fehérjeszintézisre,  vagy

energiaforrasként dezaminalja, majd lebontja a szénhidrogéncsoportjukat.
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Tanulméanyoztam egy tapoldatot (Tyo), amely minden szempontbdl igéretesnek
bizonyult. A vegetativ Bti-baktériumok megfelel hatékonysaggal (3-5*10"n/ml)
szaporodtak ebben a tapoldatban, és a fermentatum kiilsd komponenssel térténd
kiegészités nélkiil, révid id6 alatt 99,9-100% sporatartalmt, d-endotoxin tartalmu
sporakka alakult. A Ty-tdpoldat tovabbi eldnye, hogy egy ipari melléktermék
(csont) tovabbhasznositasaval, viszonylag csekély anyagi raforditassal allithato eld.

A steril Tpo-tapoldat Iugos kémhatasi (pH=9,06). A fermentacié kezdetén a
pH-értek  csokken (pH=7,5), ami kedvez a vegetativ baktériumsejtek
elszaporoddsanak, majd 16 o6rds fermentaciét kovetden megfigyelhetd a
pH-értékének emelkedése (pH=9,11). Feltételezhetd, hogy a pH-értékének
csOkkenését a fermentacid soran keletkezd CO, és szerves savak okozzak. A pH-
értékének  késobbi emelkedését a Ty-tdpoldatban jelenlevd aminosavak
dezaminalassal torténd lebontasa eredményezheti.

A tépoldatban fermentdlt Bti-sejtek (spordk) gyakorlati alkalmazéasa
megkoveteli a tapoldat koncentralasat. A koncentralds moddszerei kozil a
polielektrolitokkal torténd flokkulaciot a Miskolci Egyetem Analitika Tanszékén
tanulmanyoztam. A flokkulacidos folyamat 1-2 perces -effektust kovetden
megbizhatéan mérhetd részecskeméret-analizatorral és a kontaktus idétartalmanak
novelése kb. 7 percig nem valtoztatja meg a flokkulacid6 mértékét, de az érzékeny
miiszer mérési tartomanya megkdvetelte a higitott Bti-spdra szuszpenzid
hasznalatat. A spoéras Bti-szuszpenzid poliektrolitokkal torténd flokkulaltatasa- egy
igen bonyolult, Osszetett folyamat, melynek torvényszerliségei a mozaikszerli
sejtfalnoz  kapcsolodd mind pozitiv, mind negativ  toltésii  makro-ionok
kapcsolodéasaval, a polimeradszorpcid és sejtaggregalodas kinetikai aspektusaival,
valamint az aggregalodasban szerepet jatszé polimer-hidkotés és  feliileti
toltés-csokkenés figyelembevételével magyarazhatok.

A spords Bti-szuszpenzid leghatékonyabb flokkuldldszerének a kationos
toltéseinek a sejtfal brutté negativ toltéséhez vald jo kotésével magyarazhato.
Erdekes modon szamos anionos polielektrolit is aranylag jol aggregalia a
Bti-sporakat, feltételezhetéen ez a baktérium-sporafal toltésszerkezetének
mozaikszerli struktrurdjanak (pozitiv €s negativ toltésti feliiletrészek valtakozasa)
koszonhetd. A flokkulaltatas hatékonysaga és a destabilizaciés zona szélessége
alapjan kivalasztottuk a spdras Bti-szuszpenzid siiritésére leginkabb alkalmas

kationos és anionos polielektrolitokat.
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A polimeroldatok adagoldsandl elényds a toményebb polimeroldat (0,1%)
tobb részletben vald hozzdaddsa a szuszpenzidhoz. A maximalis flokkulaciohoz
sziikséges polimer-mennyiség - ami néhany tized g/10"''spora és néhany g/10''spora
értekek kozott mozog - a szuszpenzid toménységének novelésével jelentdsen
csokken. Ezt a flokkuléaciod kinetikai torvényszertiségeivel hoztuk 6sszefiiggésbe.

Tanulmanyoztam nativ Topi-spéra szuszpenzidban is a polieleltrolitokban
talalhatd makromolekuldak flokkuldlo hatasat. A polimer nélkiili sporas
Bti-szuszpenzidban 5 nap alatt a feliiliszobdl spontan, a nehézségi erd hatasara a
sejtek 20%-a iilepedik le. A kationos polimeroldat elésegiti, mig az anionos
polimeroldatok gatolja ezt a koncentralddasi folyamatot.

A novényzettel boritott tenyész0 helyek vizébe nehezebben jut el a
repiil0géprdl szort spérds Bti-készitmény permet, ezért eldallitottunk hordozdkhoz
kotott Bti-spora készitményeket. Porozus feliiletti hordozokhoz (égetett kovafold,
szaritott kovafold, zeolit) és tomor feliiletli hordozokhoz (kvarchomok) rogzitettiik a
Bti-sporakat. A porozus feliiletii hordozok hatékonyabban abszorbedljak a sporas
Bti-szuszpenzidt, de a sima feliiletli hordozok toxikusabbnak bizonyultak.

A Bti-spora készitmények toxicitastesztjét a mobilitdsgatlas meghatarozasa
alapjan végeztem, azaz meghataroztam azt a legkisebb Bti-spora készitmény
koncentraciot, mely a szunyoglarvak 50% értékét pusztitja el.

Osszehasonlitottam a vegetativ Bti-baktériumsejteknek és a Bti-sporaknak a
3.1arvaallapoti Aédes vexans szunyoglarvakra kifejtett toxikus hatasat. A Bti-sporak
nagysagrendekkel (2600*) toxikusabbak voltak, mint a 6-endotoxin genomjat csak
plazmidjaikban hordozé vegetativ alaku Bti-baktériumsejtek.

A szabad sejtes Bti-spora készitmények csekély mértékben toxikusabbnak
bizonyultak, mint a Bti-spéra flokkulumok, de valamennyi tanulmanyozott
folyadék-kozegli  készitmény 24-EC50 toxicitasi  értéke  hasonld  volt.
Feltételezhetéen a flokkulumok elfogyasztasaval tobb Bti-sporat tudnak egyszerre
megenni, mint amennyi a pusztuldsukhoz elegendd.

Osszehasonlitottam  2.-3.-4.stddium@t Aédes vexans csipdszanyog larvak
toxicitasat a Bti-baktériumokkal szemben. A 3.id6szaku larvak haromszor voltak
érzékenyebbek a 4.idészaku larvaknal, és csaknem nyolcszor voltak ellenallobbak,
mint a 2.id6szaku larvak.

A csipOszinyogokkal rendszertanilag nem rokon 24 6rds Daphnia magna
Straus egyedek 1500-szor bizonyultak rezisztensebbnek a Bti-baktérium sporakkal

szemben, mint a 3.stadiumu Aédes vexans szinyoglarvak.
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9 SUMMARY

After the springtime flood, there is a humid period along the River Tisza.
When the temperature reaches the minimum necessary for the development of
mosquitoes (in May), the larvae hatch out from the eggs. In general, the progress of
the flood coincides with an increase in daily average temperature. Few mosquito
species are present in the flood area. Far from the River Tisza, the local conditions
may result in a more diverse mosquito species composition. I found numerous
woods-favouring Aédes sticticus species and salt-favouring Aédes dorsalis species
besides Aédes vexans species. The salt-tolerant Aédes dorsalis species was observed
at all sampling sites. The degree of alkaline character of the breeding sites is a
feature of this phenomenon. In the middle of summer, the individuals of the
Theobaldia genus appeared in lower numbers. Few individuals from the Anopheles
genus could be collected with the human-trap method. I suggest that the individuals
of this genus prefer the blood of animals to human blood.

After the stabilization of the optimum temperature, the Culex genus
individuals emerged in force in the middle of June. The number of their individuals
became dominant during the dry summer. Culex pipiens molestus dominated at
nearly all sampling sites. This result can be explained by the impact of urbanization
(the presence of communal waste, the application of chemical fertilizers, the
presence of polluted water, weekly chemical anti-mosquito treatment, etc.). In the
changed environment, the dominant species appeared at all collecting sites.

Fewer individuals of Anopheles hyrcanus were collected in Szeged. In earlier
faunistical examinations, this species was not observed in the Tisza basin, but it has
recently been found in the mosquito assemblage of the Tisza Lake.

An environmentally-friendly method was applied to study protection against
mosquitoes. I studied the fermentation of Bacillus thuringiensis ssp. israelensis (Bti)
bacteria. The possibilities of breeding and spore-forming of Bti bacteria were

investigated on a synthetic and a monocomponent culture medium. I optimized the
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main component of the synthetic medium. The composition of the synthetic culture
medium was supplemented with materials necessary for biosynthesis and with a
microelement solution to promote spore formation. A small increase in Bti cell
number was observed after the omission of added peptone. Optimization of the
carbohydrate component resulted in increased spore formation. The efficacies of Bti
biosynthesis and Bti spore formation were not increased by added peptone or by
added microelement solution, respectively.

Bti bacteria may be bred in HL culture (Beef-extract nutrient culture) medium
with an efficacy of 6.9%107 cells/ml. In this case, all the amino acid was utilized.
The available amino acids were probably transformed into essential ones.

I developed and studied a culture medium (T2p), which from all aspects was
optimum. The number of Bti bacteria increased with appropriate efficacy
(3-5x10" cells/ml) in this medium, and the vegetative cells formed toxic spores
(99.9-100 %) without an exogenous component in a short time. An advantage of this
medium is that it can be produced through use of an industrial by-product at a
relatively low price.

Sugar and free amino acids could not be demonstrated in the Ty medium. Bti
bacteria probably possess collagen activity besides protein activity. Thus, the amino
acids formed from the decomposition of collagen are utilized by the Bti bacteria for
biosynthesis in this medium.

The sterile T,y medium is alkaline (pH=9.06). At the beginning of
fermentation the pH decreases, but after a 16-hour fermentation the pH is increased
(pH=9.11). It is presumed that the pH decrease is caused by the organic acid
produced by fermentation. The later pH increase in the Ty medium is most likely
caused by the decomposition of amino acids by desamination or alkaline
fermentation of the Bti bacteria.

Concentration of the Bti bacteria fermented in the medium is required for
practical application. By measuring the intensity of the scattered laser beam in a
flowing system, it has been shown that dilute suspensions of Bti bacteria (that are
fermented microbiologically) can be effectively flocculated and concentrated by
using different cationic (SNFH528, Percol 1697 and DS grade) and anionic
(SNFH 149, SNFH 57, Magnafloc 351 and Magnafloc 1011) polyelectrolytes that
are necessary for its formulation. It has also been demonstrated that a maximum and
constant (within 7-8 minutes) degree of aggregation can be reached within a 1-2-
minute period of contact of the added macromolecules with the cells. The optimum

flocculant dosage necessary to reach the maximum degree of flocculation
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substantially decreases on increase of the suspension concentration; it ranges
between several tenths of 1 mg polymer/million cells to several mg polymer/million.
This feature is explained by the influence of kinetic factors and the adsorbed
polymer layer structure on the efficiency of flocculation. It has also been observed
that adding the optimum polymer dosage in two equal portions enhances the
flocculation activity of the flocculant as compared with one-step addition, and the
more concentrated (0.1%) polyelectrolyte solution possesses higher flocculation
efficiency as compared with the more diluted one (0.01%). Flocculation of cellular
suspensions by polymers is a complicated process that can be explained by the
adsorption of negatively or positively charged macro-ions on the cell surface with a
mosaic structure involving both positive and negative functional groups, taking into
account the kinetics of polymer adsorption and the kinetics of aggregation of cells
having adsorbed polymers, as well as the possible charge neutralization and polymer
bridging mechanisms. It has been shown that cationic polymers accelerate, while
anionic polymers decelerate the sedimentation of non-diluted Bti suspensions.

The degree of toxicity for biting mosquito larvae of flocculated Bti
suspensions was found to be in the same range as in non-flocculated suspensions,
and comparable with the effect of commercial VECTOBAC 12 AS. Flocculation is an
effective method for the industrial production of domestically fermented Bti
preparation.

The Bti suspension was studied in a form bound on a support. The Bti spores
quickly separate from the smooth carrier, and this product is just as toxic for
3" instant larvae of Aédes vexans as the product with free cells.

The toxicity of the Bti spores was compared with that of Bti vegetative cells.
The Bti spores were 2600 times more toxic than the vegetative cells for 3™ instant
larvae of Aédes vexans. The vegetative Bti cells contain only the genetic code of
d-endotoxin, and the vegetative Bti cells are therefore not toxic.

The sensitivities of biting mosquito larvae (4édes vexans) of different ages
were compared in biological tests. The 3™ instant larvae were 3 times more sensitive
than 4™ instant larvae to the Bti spores, and 7.6 times more resistant than 2" instant
larvae.

The toxicity of the Bti spores was also investigated for the Daphnia magna
Straus (Cladocera, Crustacea) species. This species is not related to Aédes vexans
(Diptera, Culicidae) systematically. The Daphnia magna species was 1500 times

more resistant than the biting mosquito larvae to the Bti spores.
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