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1. BEVEZETES

A kukoricat az els6 termesztésbe vont névényeink kdzott tartjuk szamon, kb. 7000 évvel
ezeldtti multra tekint vissza, amelyeket a Mexikd teriiletérél talalt bizonyitékok is

alatdmasztanak (Piperno and Flannery, 2001; Smith, 2001).

A vilagon az 1960-as évek oOta a vetésteriilete szinte megduplazddott, 106 millid
hektarrol 200 milli6 hektéar folé. A globalis termésatlag is hasonldan alakult, a 60-as évek ota
gyakorlatilag a haromszorosara nétt. 1961-ben 2 tonna/ha-al lehetett szamolni, mara ez 6
tonna/ha-ra duzzadt. Nem mehetiink el sz6 nélkiil a termelés ndovekedési iiteme mellett sem,
hiszen kozel 60 év alatt 200 millié tonnardl napjainkban meghaladta a 1.2 millidrd tonnat az

Ossztermés vilagszinten (“FAOStat,” 2022; Serna-Saldivar, 2019).

A kukoricatermesztés jovObeli problémaja a gabonafélék kartevdje, a zold kukorica-
levélteti (Rhopalosiphum maidis) lehet. A zold kukorica-levéltetli tapnovényei kozott a
kukorica, cirok, cukornad, valamint a gabonafélék kore szerepel (Chen et al., 2019). A levéltetii
koloniak tobbnyire a levelek fonakan taplalkoznak, de el6fordulhatnak a viragzaton is. A szro-
szivo szdjszerviik kovetkeztében a novény a szuras helyén klorotikusan elhalvanyul vagy — a
cirokfélék esetében — biborvordsre szinezddik. A kukorica bibeszalainak szivogatdsaval a
terméskotést akadalyozza meg. A faj elterjedése szempontjabdl Eurdpan kiviil megtalalhato

Afrika, Azsia, Eszak-Amerika, valamint Ausztralia teriiletén is (Abrahém etal., 2011).

Napjainkig szinte minden levéltetvekkel kapcsolatos kutatas a veliik szimbi6zisban €10,
Buchnera nemzetségbe tartozd gamma-preoteobaktériumokrdl szolt (Paul et al., 1995). A
Buchnera proteobaktériumok, amelyek aminosavakat és mas vegyi anyagokat termelnek a
gazdaszervezet szamara, sziikségesek a levéltetvek normalis fejléddéshez és szaporodasidhoz
(Darby et al., 2003). A levéltetvekben specidlisan atalakult zsirsejtekben, az tigynevezett
bakteriocitakban (6. abra) talalhatok meg, atadasuk csak vertikalis Uton torténik (Angela, E.
Douglas, 1994). Az obligat szimbiontdk nagyon szoros kapcsolatot &polnak a
gazdaszervezettel, st mindkét fél fligg egymastdl a tulélés szempontjabdl. Ezzel szemben a
masodlagos szimbiontdk csak bizonyos o©kologiai feltételek mellett profitalhatnak a

gazdaszervezettel valo kapcsolatbdl (Kikuchi, 2009; Moran and Telang, 1998).

Mara vildgossd valt, hogy szamos levéltetli faj a Buchnera nemzetségbe tartozo
baktériumokon kiviil mas baktériumokkal is kapcsolatban all. Ezen kapcsolatot masodlagos

vagy jarulékos szimbidzisnak nevezziik. A masodlagos szimbiontak befolyasoljak a levéltetvek

2


https://hu.wikipedia.org/w/index.php?title=Buchnera_aphidicola&action=edit&redlink=1
https://hu.wikipedia.org/wiki/Aminosavak

kiilonboz6é biologiai aspektusait, igy védelmet nyujtanak a természetes ellenségek pl. a
parazitoid darazsak ellen (Oliver et al., 2005), befolyésoljak a héstresszel szembeni ellenallast
(Montllor et al., 2002),a zold vagy voros egyedek aranyat a populdcioban (Tsuchida et al.,
2010), illetve a szarnyas egyedek kialakulasanak hajlamat (Leonardo and Mondor, 2006;
McLean et al., 2011; Scarborough et al., 2005).

A Rickettsia fajok hatassal vannak a levéltetvek fitneszére, a Spiroplasma baktériumok
pedig megvédik a tetveket a fonalférgektdl, az entomopatogén gombaktol, valamint a parazita
darazsfajoktol, hasonloan a Hamiltonella defensa-hoz. A Wolbachia nemzetségbe tartozo
baktériumok a populécio szabalyozasidban jatszanak kulcsszerepet azaltal, hogy a fertézott
ndstények alig nemzenek him utdodokat. A Serratia symbiotica a levéltetvek egyik leggyakoribb
masodlagos szimbiontdja, amely a hdstresszel szemben nytjt védelmet szdmukra, emellett
pedig olyan tapelemekkel segithetik dket, amelyeket nem képesek felvenni. A levéltetvekre
hatd tényezok (termésgazdalkodas, éghajlat- és foldhasznalat valtozasa, valamint természetes

ellenségek) sokasaga latszolag a gyors alkalmazkodas felé készteti Oket.

Munkank soran arra kerestilk a valaszt, hogy az eltéré z6ld kukorica-levélteti
(Rhopalisphum maidis) populaciok mely endoszimbionta baktériumokkal élnek egyiitt eltérd

régiok-, és termesztési koriilmények kozott.
2. CELKITUZESEK

A kutatés az alabbi hipotézisek mentén zajlott:

H1. A kukorica levéltetii (R. maidis), mint viszonylag sziik tapnovény korrel rendelkez6
faj, rendelkezik-e, hasonloan mas levéltetli fajhoz, nagyobb szami (obligat és fakultativ)

baktérium szimbionta kdzosséggel?

H2. Amennyiben ezek a baktérium szimbiontdk jelen vannak a kukorica levéltetii
szervezetében, a diverzitdsuk mutat-e barminemii Osszefiiggést a tapnovény (kukorica)

kornyezeti diverzitasaval?

H3. Adott baktérium taxonok jelenléte és diverzitdsa mutat-e 6sszefliggést a tapnovény

(kukorica) kezelési (elsdsorban tapanyagkiegészités) intenzitasaval?



3. ANYAG ES MODSZER
3.1 A mintagyijtések helyszinei és idopontjai

A terepi munkat, vagyis a kukoricaval bevetett teriiletek kijelolését, valamint a
levéltetvek gytijtését 2019, illetve 2020-ban végezetiik Romaniaban, dsszesen négy kiillonb6zo
régiobol (7. abra). A mintagytjtés elsdédleges szempontja volt, hogy a konvencionélisan miivelt,
nagy koltségraforditasut (High Input Fields-HIF) mellett a természeteshez kozeli, kis
koltségraforditasu (Low Input Fields-LIF) kukoricatablakrol is torténjen gytijtés.

A mintavételezés mindkét gytijtési évben ugyanazon teriiletekr6l szarmazott minden
régio esetében. Az elsé mintavételezésre ugy 2019-ben, mint 2020-ban junius elsé dekadjaban
kertilt sor, a masodik gyljtést pedig julius elsé dekadjaban végeztiik, kivéve a Segesvari
(Keresd) gytjtési helyszineket, ahonnan csak janiusban tortént mintavétel. Minden régio
esetében 2-2 tablat valasztottunk ki, amelyekrdl a mintagyijtés zajlott. Az elsé mintakat mindig
a kukoricatablak szegélyeit6l 10 méterre kezdtiik gytijteni, hogy minimalizaljuk a szegélyhatést
és innen haladtunk menedékesen tovabb a tablak belseje felé. A levéltetvek egy-egy
kukoricandvényre koncentralddtak igy elfordult, hogy sem a kivalasztott novény kozvetlen
kozelében, sem téle tdvolabb nem talaltunk Gijabb levéltetiivel fertdzott ndvényt, ezért haladtunk
a tabla belseje felé, ahol mindig meghataroztunk egy 10x10 m-es négyzetet és ezen beliil
random moddon valasztottuk ki a 10 ndvényt. Egy mintanak a 10 kukoricandvényrdl begytijtott
Ossz levéltetli egyedszam felelt meg (kb. 50 egyed/minta). A mintdkat 95%-o0s etanollal toltott
0.5 milliliteres Eppendorf csévekbe gyljtottiik, steril kesztyli és csipesz haszndlatival. A
mintakat lefagyasztottuk és -80 °C-on taroltuk a késébbi feldolgozasig. A Kivalasztott régiok,
illetve parcelldk a kovetkezd helyszinekrdl szarmaztak: Temesvar, Sepsiszentgyorgy,

Kézdivasarhely, valamint Segesvar.

3.2 Baktérium szimbiontak genetikai elemzése

A levéltetvek baktérium szimbiontdinak genetikai elemzését Illumindval (Illumina
amplicon sequencing) végeztiik a V3-V4 régiok 16S rRNS génvizsgalataval OTU rendszerben

(operational taxonomic units), amelyben 97% nukleotid szekvencia azonossagot kdvettiink.

A szekvendlas a 16S rRNS génre fokuszalt (Benedek et al., 2019; Csorba et al., 2021),
pontosabban a teljes DNS kivonast kovetden, amit DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen)
segitségével végeztink, a 16S rRNS gén amplifikacidja tortént baktérium specifikus
szekvencidk keresésével (Bakt 341F (5°-CCT ACG GGN GGC WGC AG-3' [19]) and
Bakt 805NR (5’-GAC TAC NVG GGT ATC TAA TCC-3') (Apprill et al., 2015).



A teljes DNS szekvenalas Illumina MiSeq platformon keresztil tortént (MiSeq standard
v2 chemistry Genomics Core Facility RTSF, Michigan State University, USA). Miutan
megtortént a szimbiontdk azonositasa, a rokonsagi viszonyok tovabbi felbontasara tandem
ismétlédé szakaszok szamanak meghatarozasan alapuld, un. multi-locus variable number of
tandem repeats (MLVA) elemzést végeztiink (Vogler et al., 2009). A dominans baktérium fajok
meg.

3.3 Az adatok bioinformatikai és statisztikai értékelése

Az adatok bioinformatikai elemzését a mothur v1.38.1 (Schloss et al., 2009)
rendszerben végeztiik MiSeq SOP (http://www.mothur.org/wiki/MiSeq SOP downloaded at

04/04/2018) (Kozich et al., 2013) programmal. Az endoszimbiontdk taxonomiai elemzését az
ARB-SILVA SSU Ref NR 132 (Quast et al., 2013), mddszerrel végeztiik, 80% pontosaggal
1000 iteracids szinten. A baktériumok tOrzsi és génusz szinti elemzését a 16S rRNS
szekvenciak szerint végeztik 97% génszekvencia gyakorisdgi azonossagot véve figyelembe
(Tindall et al., 2010). A szimbiontak alfa diverzitdsat Shannon-Wiener és Inverse Simpsons’s
(1/D) diverzitasi indexek kiszamitdsaval elemeztiik. A szimbiontak gyakorisagat az eltérd
teriiletek kozott a Chaol és az ACE gyakorisdgi mutatok kiszamitasaval hatdroztuk meg

(mothur v1.38.1).

A teljes baktérium diverzitas eloszlas esetében linearis regressziét és Shannon &
Simpson indexeket szamoltunk PAST 4.02 programban (Hammer et al., 2001). A szimbiontak
kozosségi mutatot, mint a kezelések kozotti eloszlasokat, illetve azok hatasat Bray—Curtis
szimilaritasi index kiszdmitasaval végeztiilk. A dominans endoszimbionta génuszok eloszlasat
a kukorica kultirak kezelési tipusai kozott a genomialis DNS gyakorisagok alapjan végeztiik.
Fékoordinata mddszert (PCoA) alkalmaztunk az adott baktériumokhoz kapcsolodé DNS
szekvencidk diverzitasa és a kezelések kozotti hatdsok elemzéséhez. A DNS szekvencia adatok
kezelés (PCoA axis2)) kozotti eloszlasokat €s a dominéns Buchnera obligat endoszimbionta

jelenlétében és annak hianyaban is.

4. EREDMENYEK
4.1 2019-es év eredményei

Osszesen 259,878 kivald mindségii bakteridlis 16S rRNS génszekvenciat nyertiink a
mintakbdl (86,626 £ 15,031). Minden esetben az atfedések 0.99% felett voltak, ami azt jelenti,
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hogy a modszer sikeresen kimutatta a keresett baktérium taxonokat. A szekvencidk atlagos
hossza 450 bazispar volt, amely lehetévé tette a nemzetség szintii azonositast. Osszességében
ezekbdl a mintakbol az elsd gylijtési évben 213 baktériumnemzetséget sikeriilt azonositani. A
szimbiontak gyakorisagat tekintve kitlinik, hogy az obligat szimbionta Buchnera nemzettség
dominal, ugyanakkor nagyon magas az Enterobacteriaceae nemzettség aranya is. A fakultativ
szimbiontak esetében a legnagyobb mértékben az Enterobacteriaceae csalad képviseltette

magat (17.5%, 32.8%, 15.8%). (1. Abra). Faj szint{i hatdrozas nem tortént.
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1. dbra: Kukorica levéltetvekbdl (R. maidis) kimutatott (log10) dominans baktériumok
eloszlasa. A mintak kodolésa esetében a T-Temesvart jeloli, a 2-es szdm a foldrajzi régiod

altalunk meghatarozott kodja, az 1, 2, 3 a tablak kodjai.

4.2 2020-as év eredményei

A 2020-as gytjtések alkalméaval oOsszesen 365 baktériumnemzettséget sikertilt
azonositanunk a négy régié mintaibol. A kukorica levéltetvekre vonatkozé linedris regresszios
analizissel megallapitottuk, hogy még az azonos miivelési rendszereken beliil sem egyezett a

baktériumok Osszetétele és szama.

A leggyakoribb 20 taxon koziil a Buchnera obligat szimbionta volt az, amely az dsszes
mintdban jelen volt, valamint a fakultativ szimbiontdk koziil a Serattia, a Wolbachia és a

Hamiltonella nemzetségbe tartozo fajok.

A kutatasunk soran atlagosan 50-53 baktérium taxont (génuszt) sikeriilt kimutatnunk a

magas koltségraforditast, valamint a természeteshez kozeli, kis koltségraforditasu teriiletekrol



egyarant. A diverzitasi mutatok alapjan kijelenthetjiik, hogy bar szdmos baktérium taxont
talaltunk a mintadkban, ezek alacsony gyakorisaggal voltak jelen ezekben és csak néhany faj volt

az, ami domindnsnak bizonyult.

A baktériumok torzs szintii elkiiloniilése (2. abra) soran megfigyelhetd, hogy a
Proteobacteria torzs domindl, ezt kovetik az Actinobacteriota, Planctomycetota,
Patescibacteria torzsek kiillonb6zd aranyban, valamint a sort a legkisebb részaranyban a
Bdellovibrionata torzs képviseli.

i A baktérium szimbintak torzs szintG eléfordulasa
Nagy teriletd kultorak Kézepes teriletd kultorak Kis terletd kultorak Hazikertek
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2. abra: Bakterialis szimbionta taxonok torzs szintii eloszlasa az eltéré nagysagu és kezelésii
kukorica iiltetvények kozott. A mintak kodolasa (A1-A14), abban a sorrendben tortént, ahogy
azok id6érendi gylijtése volt. Ennek megfelelden Az A1, A2, A5, A6 a kdzepes méretli
terlileteket jelenti, az A3, A4, A7, A8 a kis méretli teriileteket, az A9, A10 a hazikerteket, mig
az All, A12, A13, A14 a nagy méretii terlileteket jelenti.

A Serattia symbiotica endoszimbiontat a legnagyobb gyakorisaggal a konvencionalisan
miivelt, nagy koltségraforditasti (HIF) teriiletekrdl gytijtott levéltetvekbdl mutattuk ki, de jelen
volt szinte az 0sszes mintdban. A Wolbachia nemzetség hianyzott a kdzepes méretii tablak
(Sepsiszentgyorgy ¢€s kornyéke), valamint a kertekbdl gytijtétt mintdkbol. A Candidatus
Hamiltonella endoszimbiontat ellenben csak egyetlen teriilet mint4jabol sikeriilt csak kimutatni
a nagy kiterjedésti teriiletek koziil. A Rickettsiales rendjébe tartozd baktériumok, kivéve a
Spiroplasma nemzetséget, nagyon kis gyakorisaggal voltak jelen a levéltetvekben és ezt is csak

egy kozepes kiterjedési tertiletrél gyiijtott mintabol sikeriilt kimutatni. Végiil de nem utolso



sorban a Spiroplasma endoszimbiontak a nagy kiterjedést teriiletek mintaiban, valamint a

kiskertekbé] gyiijtott tetvek mintaiban voltak jelen (3. Abra).

A baktérium szimbintdk génusz szintG eléfordulésa
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3. abra: Bakterialis szimbionta taxonok nemzetség szintii eloszlasa az eltérd nagysagu és
kezelésli kukorica tiltetvények kozott. Az Al, A2, AS, A6 a kdzepes méreti teriileteket
jelenti, az A3, A4, A7, A8 a kis méret teriileteket, az A9, A10 a hazikerteket, mig az A11,
Al2, A13, A14 a nagy méretii teriileteket jelenti.

4.2.1 Kozosségszerkezeti és korrelacios mutatok

A fékoordinata modszer alkalmazasaval kimutathatéva valt, hogy melyek azok a
baktérium taxonok, amelyek egy adott teriileten torténd kezelési technologiahoz kothetd. A
modszer alapjan a két fiiggetlen valtozo a baktérium taxonok genetikai diverzitasa (Axis 1) a
DNS szekvencidk alapjan, valamint a kezelések (Axis 2) voltak. A kimutatast az obligat
Buchnera jelenlétében és annak hianyaban is elvégeztiik. Abban az esetben, ha a Buchnera is
jelen volt a kimutatasban, a baktérium taxonok genetikai diverzitdsa 72%-ban hatarozta meg
azok eloszléasat, a kezelések viszont csak 16,3%-ban. A kimutatés alapjan egyértelmiien latszik,
hogy az obligat szimbionta Buchnera, valamint a fakultativ Hamiltonella a négy teriileten,
monokultirdban termesztett kukoricaban el6forduld levéltetvekre jellemzd, hasonloan a
Serratia taxonokhoz, mig a Wolbachia és a Chryseobacterium taxonok a kis teriileti €s
extenziven termesztett kukoricaban el6forduld levéltetvekre volt jellemz6. A dominans
Buchnera hidnyaban, amikor csak a fakultativ taxonok diverzitasat vettiik figyelembe, a
kezelések 23,3%-ben hataroztdk meg az eloszlast, mig a taxonok genetikai diverzitasa 43,8%-
ban (21. abra). Ebben az esetben a Wolbachia és a Chryseobacterium taxonok kis tertletii és

extenziven termesztett kukoricaban eldforduld levéltetvekhez valdo kotddése szintén



kimutathatd, hasonléan a Hamiltonella dominancidjaval a nagy teriileti és extenziv
iiltetvényekhez, ugyanakkor nem mutathato ki egyértelmiien a tobbi taxon szoros kétddése egy
adott termesztési technoldgiahoz.

Az endoszimbionta baktériumok genetikai diverzitdsa és taxonomiai kapcsolodasa
(génusz szinten) nagymértékben fiiggdtt a vizsgalt kukorica kultiradk termesztési modszereitdl
¢s az alkalmazott kezelési modszerektdl. Az obligat Buchnera és a fakultativ Serratia
gyakorisagat a szintén fakultativ Wolbachia kovette. A Bray—Curtis azonossagi algoritmus
segitségével kimutathatdo volt, hogy az emlitett baktérium génuszok eloszladsa genetikai
diverzitas szinten is a termesztési modszerek szerint tortént, adott termesztési modhoz adott

baktérium csoport kotheto.

5. Osszefoglalas

Kutatasunk fokuszaban az amerikai kontinensen, valamint mara mar Europaban is
megjelent, valamint kozvetlen és kozvetett kartételével gazdasagi kart okoz6 zold kukorica-
levéltetii (Rhopalosiphum maidis), valamint a vele szimbidzisban €16 obligat és fakultativ

baktériumkozosség vizsgalata all.

Célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk ezen kartevd eltéré populacioi mely
endoszimbionta baktériumokkal élnek egyiitt eltérd régiok-, €s termesztési koriillmények kozott.
Emellett valaszt kerestlink arra, hogy az obligat, valamint fakultativ szimbiontdk egyiittese
eltérd gyakorisaggal van-e jelen a populaciokban eltérd termesztési és kornyezeti koriilmények
mellett. Végiil de nem utols6 sorban pedig szerettiink volna megéllapitani, hogy az adott

szimbionta taxonok milyen korrelaciot mutatnak az adott kdrnyezeti és kezelési eljarasokkal.

A terepi munkat két egymadsutani évben 2019, valamint 2020-ban végeztiik
Romaénidban, négy kiilonb6zd régidoban termesztett kukorica iiltetvényben. Els6ként sikertilt
kimutatnunk a z6ld kukorica-levéltetvek esetében az endoszimbionta baktériumok diverzitasat
kiilonbozd termesztési modok és kezelések mellett Romania kiillonb6zd régidibol gytjtott
mintaibol.

Osszesen 365 baktériumnemzetséget azonositottunk, amelyek koziil hat az

endoszimbionta baktériumok csoportjdba tartozik, és amelyek szoros kapcsolatban vannak

vagy lehetnek a z6ld-kukorica levéltetvekkel, biztositva szamukra bizonyos elényoket.

A kielemzett mintdk alapjan megallapitottuk, hogy minden esetben az elsddleges
szimbionta baktériumfaj (Buchnera aphidicola) valamint az Enterobacteriaceae csaladba

tartozo fakultativ szimbiontak voltak a dominansak.



A kutatasunk soran az a tendencia volt megfigyelhetd, hogy a konvencionalisan kezelt,
kis koltségraforditasu (kis méretli tablak, kertek) teriiletekrdl szdrmazd mintdknal - amelyek a

hidegebb régiokbol keriiltek ki- 6sszeségében alacsonyabb baktériumdiverzitas volt a jellemzd.

A konvenciondlisan miivelt, nagy koltségraforditasu teriiletek kukoricatablai esetében,
ahol a kotelez6 gyomirtasi feladatok mellett a dominans kezelési mod a miitragyak hasznélata
volt (N, P, K) a magas bakterialis diverzitas (nem csak az endoszimbiontak) pozitiv korrelaciot

mutatott a miitragyahasznalat alkalmazasaval.

A jovbében szeretnénk folytatni eziranyu kutatdsunkat a baktériumkozosségek
pontosabb feltarasara, valamint faji szintli meghatarozasara, a kukorica levéltetvek esetében.

Az elkovetkezendd években célunk tovabb vizsgalni ezen masodlagos szimbionta baktériumok

crer
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