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Srodek owadobéjczy

Przedmiotem wynalazku jest §srodek owadobdjczy aktywny wobec Anthonomus grandis,
~ Leptinotarsa decemlineata, Hypera postica i Diabrotica longicornis.

Wiadomo, ze Bacillus thuringiensis (Bt) wytwarza toksyn¢ owadobdjczg zwang 6-endo-
toksyng. Jest ona syntetyzowana przez przetrwalnikujace komérki Bt. Toksyna, po jej potknigciu
w krystalicznej postaci przez wrazliwg na jej dziatanie larwg owada, ulega przeksztatceniu przez
proteazy sokow trawiennych owada w zwiazek biologicznie czynny. Pierwszym celem ataku
toksyny sa komorki tkanki nabtonkowej jelit owada, ktore ulegajg szybkiemu zniszczeniu.

Opisane spektrum dziatania Bt obejmuje owady gatunkéw Lepidoptera, z ktérych wiele jest
gléwnymi szkodnikami w rolnictwie i le$nictwie. To spektrum dzialania obejmuje takze owady
rzgdu Diptera, takie jak doskwierze, komary i muchy (patrz: Couch, T.L., (1980/ ,,Mosquito
Pathogenicity of Bacillus thuringiensis var. israeliensis“, Developments in Industrial Microbiology
22:61-76; Beegle, C.C., /1978/ ,Use of Entomogenous Bacteria in Agroecosystems“, Develop-
ments in Industrial Microbiology 20 : 97-104). Kriegiinni., Z. ang. Ent. /1983/ 96 : 500-508 opisuja
izolat Bt, nazwany Bacillus Thuringiensis var. tenebrionis, ponoé¢ aktywny wobec dwéch chrzg-
szczy z rzgdu Coleoptera, a mianowicie Leptinotarsa decemlineata i Agelastica alni.

W zgloszeniu patentowym St. Zjedn. Am. nr seryjny 714790 ujawniono nowy izolat Bt
aktywny wobec Coleoptera. Odkryto jednak, ze nie wszystkie Coleoptera sa nan wrazliwe, co
potwierdzaja dane przedstawione dalej w tabeli 1. W cytowanym zgloszeniu nie ujawniono jednak
dziatania tego izolatu wobec Anthonomus grandis, Leptinotarsa decemlineata, Hypera-postica i
Diabrotica longicornis.

Anthonomus grandis (kwieciak bawelnowiec) jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych
" szkodnikéw w rolnictwie. Wystepuje on na wszystkich gléwnych obszarach uprawy bawetny w
Ameryce Centralnej i Potudnionej i w Stanach Zjednoczonych Ameryki, za wyjatkiem czgéci
obszaru Kalifornii. Gdziekolwiek wystgpuje, jest on gtéwnym szkodnikiem bawelny. Uszkodzenia
baweilny powoduja zaréwno doroste osobniki, jak i larwy oraz gasienice. Doroste osobniki
wgryzaja si¢ w tuski i torebki nasienne, bagdZ naktuwaja je, i za pomoca dlugich ryjkow zywia si¢
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tkanka znajdujgcg si¢ wewnatrz tusek i torebek nasiennych bawetny, powodujac odpadanie fusek
lub wiednigcie i usychanie roélin. Ten sposdb odzywiania si¢ szkodnikéw albo powoduje bezposre-
nie zniszczenie kwiatéw, albo zmniejszenie zawartos$ci wtdkien w torebkach nasiennych bawetny.
Straty powodowane przez tego szkodnika sa ogromne i musza by¢ ograniczone. W 1982 r. warto$¢é
strat bawelny spowodowanych przez tego szkodnika oszacowano na 429 milionéw dolaréw, a
oczekuje si¢, ze beda one coraz wigksze.

Obecnie do zwalczania Anthonomus grandis stosuje si¢ chemiczne $rodki owadobdjcze oraz
srodki bakteryjne. Stwarza to szereg znanych trudnosci i nie jest catkiem skuteczne. Istnieje wielkie
zapotrzebowanie na srodki alternatywne, ktére mogtyby uzupetni¢ gamg¢ dotychczas stosowanych
srodkéw do zwalczania Anthonomus grandis lub zastgpic te z nich, ktore utracity skutecznosé
dziatania, migdzy innymi z uwagi na uodpornienie si¢ szkodnikéw.

Leptinotarsa decemlineata (stonka ziemniaczana, CPB) jest najwazniejszym w skali §wiatowe]
szkodnikiem ziemniakéw, powodujacym ich defoliacj¢. Szczegolne problemy szkodnik ten stwarza
poinocnej czesci Stanéw Zjednoczonych Ameryki, w Europie i w Zwiazku Radzieckim. W Stanach
Zjednoczonych Ameryki jest to gléwny szkodnik ziemniakéw na wszystkich obszarach uprawy
ziemniaka, z wyjatkiem Kalifornii. Ten obszar uprawy ziemniaka obejmuje 303000 ha. Stonka
ziemniaczana jest takze powaznym szkodnikiem upraw oberzyny, pomidora i pieprzu.

Zaréwno osobniki doroste, jak i larwy stonki Zerujg na lisciach. Na wigekszosci obszaréw co
roku pojawiaja si¢ dwie do trzech generacji tego szkodnika. Gdy si¢ go nie zwalcza, powoduje on
powazng defoliacj¢ uprawy, czgsto zjadajac wszystkie nadziemne czgsci roslin-gospodarzy.

Do zwalczania stonki ziemniaczanej stosuje si¢ chemiczne §rodki owadobdjcze, majg one
jednak te wadg, ze szkodniki szybko uodporniajg si¢ na dziatanie nowych srodkéw. Zwykle dla
zwalczania stonki stosuje si¢ 2-10 zabiegéw, w zalezno$ci od poziomu odpornosci owadéw na
dziatanie Srodka, gestosci wystgpowania szkodnika i liczby jego generacji rocznie. Na niektorych
obszarach udokumentowano catkowita odporno$¢ stonki na wszystkie dost¢pne srodki owadobdj-
cze, a zwlaszcza na obszarze Long Island. Uniemozliwia to praktycznie uprawg¢ ziemniaka na tym
obszarze. Wszystko to wskazuje na pilng potrzebg znalezienia nowych srodkéw do zwalczania
stonki ziemniaczanej, zwlaszcza srodkdw o zupetnie innym sposobie dziatania niz srodki dotych-
czas stosowane.

Hypera postica (ryjkowiec uszkadzajacy lucerng i koniczyng) i blisko z nim spokrewniony
Hypera brunneipennis s3 najwazniejszymi owadami-szkodnikami upraw lucerny w Stanach Zjed-
noczonych Amerykiiw 1984 r. zaatakowaty obszar 1,27 milionéw hektaréw upraw w tym kraju.
Na zwalczanie tych szkodnikéw w samych Stanach Zjednoczonych Ameryki wydaje si¢ okoto 15
milionow dolaréw. W potudniowo-wschodniej czgsci Standow Zjednoczonych Ameryki przewaza
Hypera brunneipennis. Gorace miesigce letnie spgdza on w stadium spoczynkowym (hibernacji).
Pod kazdym innym wzgl¢dem jest on identyczny z Hypera postica, wystepujecym giéwnie na
pozostatym obszarze Stanéw Zjednoczonych Ameryki.

Najwigksze uszkodzenie powoduja larwy ryjkowca. Zerujace na szczytach rosnacych roélin
lucerny, larwy wyjadaja tkanke lisci migdzy nerwami powodujac zahamowanie rozwoju i zmniej-
szenie wzrastania roslin, co w konsekwencji odbija si¢ na plonach. Powazny atak tych szkodnik6w
moze zniszczy¢ caly zbidr siana. Doroste osobniki, rowniez zerujace na liSciach, powodujg dodat-
kowe, lecz mniejsze, straty.

W skutecznym zwalczaniu ryjkowcow Hypera gléwna role odgrywajg chemiczne $rodki
owadobojcze. Istnieje jednak szereg trudnosci, zwigzanych z ich stosowaniem. Po pierwsze, szereg
bardzo skutecznych §rodkéw owadobdjczych do zwalczania Hypera jest wysoce toksyczny dla
ludziiinnych ssakéw i ich sprzedaz podlega czesto wielu ograniczeniom. Toksyczne pozostatosci w
sianie sprzedawanym na pasz¢ inwentarza zywego stanowi dodatkowe zagrozenie. Drugi problem
stanowi toksyczno$¢é wobec pszczdt, gdyz pszczoty sa wrazliwe na pewne $rodki owadobdjcze
stosowane do zwalczania ryjkowcéw Hypera. Poniewaz lucerna jest w Stanach Zjednoczonych
Ameryki gtéwnym Zrédtem nektaru dla prowadzonych na wielkg skale pasiek, stosowanie srodkéw
owadobdjczych wykazujgcych toksycznos¢ wobec pszczot jest niezgodne z potrzebami producen-
tow miodu. Po trzecie owady bedace pasozytami i drapieznikami pomagajacymi w zwalczaniu
populacji mniejszych szkodnikédw lucerny (mszyce, skoczkowate, gasienice) sg bardzo wrazliwe
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na wszystkie srodki owadobdjcze obecnie stosowane do zwalczania Hypera. Zmniejszenie liczby
pozytecznych owadéw moze spowodowaé wzrost populacji tych mniejszych szkodnikow i w
konsekwencji konieczno$¢ stosowania dodatkowych ilosci srodkéw owadobdjczych.

Okoto 3,75 milionéw hektaréw upraw kukurydzy w Stanach Zjednoczych Ameryki jest
zaatakowana przez gatunki Diabrotica, takie jak wyst¢pujaca na péinocy Diabrotica longicornis,
wystepujaca na potudniu Diabrotica undercimpunctata i wystepujgca na zachodzie Stanéw Zjed-
noczonych Ameryki Diabrotica virgifera. Przebywajace w glebie larwy tych gatunkéw Diabrotica
zeruja na korzeniach kukurydzy, powodujac wyleganie roslin kukurydzy. Prowadzi to oczywiscie
do zmniejszenia plonéw lub obumierania roélin. Zerujace na populacji szyjek shupkéw kolb
kukurydzy doroste osobniki Diabrotica powodujg zmniejszenie zapylania, a tym samym zmniej-
szenie wydajnosci ziarna kukurydzy na ro§ling. Ponadto doroste osobnikiilarwy D. undecimpunc-
tata atakuja uprawy roslin dyniowatych (ogérkéw, dyni, melonéw, itp.), wiele warzyw i przemys-
towych upraw polowych, jak rowniez ogrody przydomowe.

Zwalczanie Diabrotica prowadzono metodami hodowlanymi, takimi jak zmiennopolowos¢ i
stosowani¢ duzego nawozenia azotem w celu stymulowania wzrostu systemu korzeniowego roslin
przybyszowych, jednak dla uzyskania pozadanego stopnia zwalczania szkodnikéw gtdwnie polega
na stosowaniu chemicznych $rodkéw owadobéjczych. Srodki owadobéjcze stosuje si¢ na
powierzchni gleby lub wprowadza si¢ je do gleby. Gtéwng wada stosowania tych chemicznych
srodkéw owadobdjczych jest to, ze rozwijajg one odpornos¢ u traktowanych nimi populacji
owadow.

Obecnie nieoczekiwanie stwierdzono, ze doskonate zdolnosci zwalczajagce Anthunomus gran-
dis, Leptinotarsa decemlineata, Hypera postica i Diabrotica longicornis wykazuje srodek owado-
bojczy wedlug wynalazku. Cechg tego srodka jest to, ze jako substancj¢ czynng zawiera szczep
Bacillus thuringiensis san diego NRRL B-15939 lub jego toksyczne spory i/lub krysztaty.

Substancja czynna $rodka wedlug wynalazku dziata jako trucizna zotgdkowa, a nie jako
substancja porazajaca ukatd nerwowy.

Izolat Bacillus thuringiensis stanowigcy substancj¢ czynng Srodka wedtug wynalazku, orkes-
lany jako B.t.sd., ma unikalng parasporalng postac (krysztaty), ktéra pod mikroskopem z kontra-
stem fazowym ma ciemng barwe i ptaska, kwadratowa konfiguracjg.

Probke szczepu B. thuringiensis san diego zdeponowano w statej kolekcji Northern Regional
Research Laboratory, U. S. Departament of Agriculture, Peoria, Illinois, Stany Zjednoczone
Ameryki 27 lutego 1985r., gdzie jest ona dostgpna pod nr NRRL B-15939. Zdeponowany szczep
bedzie publicznie dostgpny po udzieleniu patentu, w ktérego opisie zostat ujawniony. Jest on
rowniez dostgpny w przypadku, gdy zada tego prawo patentowe kraju, w ktérym ztozono odpo-
wiednie zgloszenia patentowe. Nie nalezy jednak rozumie¢, ze dostagpnoé¢ zdeponowanego szczepu
stanowi licencj¢ na praktyczne wykorzystanie niniejszego wynalazku bez naruszenia praw
patentowych.

Hodowlg szczepu B. thuringiensis san diego, NRRL B-15939 mozna prowadzi¢, stosujgc znane
pozywki i sposoby fermentacji. Po zakonczeniu cyklu fermentacji bakterie mozna zbieraé, oddzie-
lajac najpierw w znany sposdb od brzeczki fermentacyjnej spory i krysztaty Bt. Z odzyskanych
sporow i kryzstatéw Bt mozna sporzadzac zwilzalne proszki, ciekle koncentraty, granulaty lub inne
preparaty, dodajac znane adjuwanty, takie jak srodki powierzchniowo czynne, $rodki dyspergu-
jace, obojetne nosniki i inne sktadniki utatwiajace operowanie §rodkiem i jego stosowanie wobec
zwalczanych szkodnikéw. Sposoby sporzadzania takich preparatéw i ich stosowania sg znane w
technice i uzywane w przypadku szczepu B. thuringiensis (HD-1), aktywnego wobec Lepidoptera,
np. ich gasienice.

Preparaty srodka wedtug wynalazku mozna rozpylaé lub stosowa¢ nalistnie w celu zwalczenia
roSlinozernych chrzaszczy, lub tez sporzadza¢ necace granulaty, zawierajace Srodek necacy oraz
sporyikrysztaly B. t. sd. i stosowac¢ je do gleby. Preparaty srodka wedtug wynalazku zawierajace B.
t. sd. mozna.takze stosowaé do zaprawiania nasion lub do traktowania nimi korzeni badz catych
roslin w pozniejszych etapach rozwoju uprawy.

Poniewaz kwieciak bawelnowiec i stonka ziemniaczana nie wyst¢puja w Kalifornii, préby
biologiczne prowadzono na chrzaszczach Pyrrhalta luteola z rodziny stonkowatych. Doroste
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osobniki i larwy tego gatunku kontaktowano z lis¢mi rosliny-gospodarza potraktowanymi prepa-
ratami §rodka wedtug wynalazku zawierajacymi spory B. t. sd/krysztaty w iloéci 10* réwnowazni-
kéw sporna 1 cm 2 powierzchni liscia. Smiertelno$é wyniosta ponad 90%. Natomiast traktowanie
tch owaddw dziatajacym specyficznie na Lepidoptera srodkiem zawierajagcym 10° réwnowaznikéw
spor szczepu Bacillus thuringiensis HD-1 w 1 cm? daje §miertelno$é ponizej 5%.

B.t. sd. wykazuje znaczng aktywno$¢ wobec larw ryjkowca Hypera brunneipennis i Diabrotica
undecimpunctata. Spory i krysztaty szczepu B. thuringiensis san diego NRRL B-15939 bada si¢ pod
katem dziatania bdjczego wobec réznych owaddéw, stosujac nastgpujacy sposodb postgpowania.

Préby dziatania wobec Diabrotica undecimpunctata prowadzi si¢ rozpylajac preparaty zawie-
rajace spory i krysztaty lub oczyszczone krysztaty, na krazki wycigte z lisci odpowiednich roslin-
gospodarzy. Proby dziatania wobec Aedes aegipti prowadzi si¢ dodajac preparaty zawierajace
spory i krysztaty B. t. sd. do wody zawierajacej larwy tego owada. Wszystkie inne proby prowadzi
si¢ wprowadzajac preparaty zawierajace spory i/lub krysztaly lub oczyszczone krysztaly do odpo-
wiedniej standardowej mieszaniny spozywanej przez badane owady.

Proby dziatania wobec stonki ziemniaczanej i kwieciaka bawelnowca prowadzi si¢ na-
stepujaco.

A. Sporzadza si¢ preperaty zawierajgce spory i/lub krysztaty B. t. sd. w réznych stezeniach. W
roztworach tych preparatéw zanurza si¢ licie ziemniaka, suszy si¢ je w ciggu 1 godziny na
powietrzu i zakaza larwami stonki ziemniaczanej po pierwszej wylince. Kazda dawke bada si¢ na 20
larwach z czterema powtérzeniami. Smiertelno$é okresla sie po 48 godzinach. Wartos¢ LCso
okresla si¢ za pomoca analizy probitowej. Uzyskuje si¢ w ten sposéb warto$¢ LCso wynoszaca
7,6 10° spor/ml roztworu. LCso okreéla stezenie $miertelne, powodujace $mier¢ 50% larw.

B. Sporzadza si¢ preparaty, zawierajace spory i/lub krysztaty B. t. sd. i wprowadza si¢ je do
standardowego pozywienia kwieciaka bawetnowca. Do pozywienia wprowadza si¢ larwy kwie-
ciaka bawelnowca po pierwszej wylince i okresla si¢ Smiertelnos¢ po 48 godzinach. Kazda dawke B.
t. sd. bada si¢ na 20 larwach z czterema powtdrzeniami. Wartosci LCso okresla si¢ metoda analizy
probitowej (Finney D. J., 1971, Probit Analysis, 3d ed. Cambridge University Press, Cambridge).
Okreslona w ten spos6éb warto§é LCso wynosi 4,65 - 10° spor/ml pozywienia.

Aktywnosé B. t. sd. wobec ryjkowcdéw Hypera bada si¢ nastgpujaco. Sporzadza si¢ preparaty,
zawierajace spory i/lub krysztaty B. t. sd. w r6znych stgzeniach. W roztworach preparatéw zanurza
si¢ pedy lucerny i suszy si¢ je w ciagu 15 minut. Kazdy ped umieszcza si¢ nastgpnie w matej fiolce z
woda, wprowadza si¢ na liscie larwy ryjkowca i cato$¢ umieszcza si¢ w komorze hodowlanej. Kazda
dawkg bada si¢ na 20 larwach po pierwszej wylince, z trzema powtdrzeniami. Po 96 godzinach
najwyzsza badana dawka, 7,6+ 107 spor/ml roztworu, powoduje §mieré 80% larw. Rozwéj larw
ryjkowca, ktdre przezyly ulega zatrzymaniu i larwy te nie zerujg. Nizsze stezenia wywolujg tylko
niewielka §miertelnos$¢, ale powodujg znaczne zahamowanie zerowania. Jest prawdopodobne, zZe te
larwy o zahamowanym Zerowaniu nie przezyja w warunakch polowych do stanu dojrzatego.

Aktywno$¢ B. t. sd. wobec Diabrotica undecimpunctata bada si¢ nast¢gpujaco. Sporzadza si¢
preparaty zawierajace spory i/lub krysztaty B. t. sd. w r6znych stezeniach. Wykietkowane ziarna
kukurydzy zanurza si¢ w roztworach preparatow i suszy na powietrzu w ciaggu 15 minut. Kazde
wykietkowane ziarno umieszcza si¢ na szalce Petriego, zawierajacej wyjalowiong cienka warstwg
wilgotnego piasku i na kazdym ziarnie umieszcza si¢ 10 larw Diabrotica po pierwszej wylince.
Kazde stgzenie bada si¢ na 20 larwach po pierwszej wylince, z trzykrotnym powt6rzeniem. Po 96
godzinach 50% larw traktowanych najwyzsza dawka (1 - 10'° spor/ml roztworu) umiera, a larwy,
ktére przezyly, nie zeruja.

Préby aktywnoéci wobec Diabrotica undecimpunctata, Leptinotarsa decemlinatea i Pyrrhalta
luteola prowadzi si¢ rozpylajac preparaty zawierajace spory i/lub krysztalty lub oczyszczone
krysztaly na krazkach z liSci odpowiednich roslin-gospodarzy. Préby aktywno$ci wobec Aedes
aegipti prowadzi si¢, dodajac preparat zawierajacy spory i/lub krysztaly do wody zawierajacej
larwy. Wszystkie inne proby prowadzi si¢ wprowadzajac preparaty zawierajace spory i/lub krysz-
taly lub oczyszczone krysztaty do odpowiedniej mieszaniny stanowigcej pozywienie badanego
owada. Aktywnos$¢ owadobdjczg klasyfikuje si¢ od stabej () do bardzo silnej (++-++). Wyniki
proby przedstawia tabela, w ktorej skrot ,L“ oznacza larwy, a ,,A“ osobniki doroste.
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Tabela 1
Bacillus thuringiensis san diego

Stadium
Rzad Rodzina Gatunek rozwoju  Aktywnosé¢
owada
Coleoptera Chrysomelidae Diabrotica . . ) A - —
B : : " undecimpunctata : L ++
Haltica tombacina A, L +++
Leptinotarsa decemlineata L F++
Pyrrhalta luteola AL ++++
Curculionidae Anthonomus A +++
grandis L ++++
Otiorhynchus sulcatus L ++
Hypera brunneipennis L +++
Dermestidae Attagenus megatoma L —
Ptinidae Gibbium psylloides A —
Tenebrionidae Tenebrio molitor L ++
Tribolium castaneum A,L —
Diptera Culicidae Aedes aegypti L —
Lepidoptera Noctuidae Spodoptera exigua L —
Trichoplusia ni L —

Srodek wedtug wynalazku i wytwarzanie jego substancji czynnej ilustruje ponizszy przykiad.
Przyktad . Prébk¢ hodowli szczepu B. thuringiensis san diego stosuje si¢ do zaszczepienia
pozywki LB o nastgpujacym skladzie:

Trypton 10g
Ekstrakt drozdzy 5¢g
NaCl 5g

SN NaOH 0,6 ml
Woda 1000 ml

Podobnie jak w standardowych prébach mikrobiologicznych pozywke t¢ wyjatawia si¢ przed
zaszczepieniem, a szczepienie prowadzi si¢ zachowujac warunki aseptyczne.

Dobre wyniki uzyskuje si¢ postgpujac nastepujaco. Szereg kolb Erlenmeyera o pojemnosci
150 ml, zawierajacych jatowa pozywke PWYE (pepton 5,0%; ekstrakt drozdzy 0,1%; NaCl10,5% w
1litrze wody, pH nastawione na 7,5%) zaszczepia si¢ z prowadzonej na szalce Petriego hodowli B.
thuringiensis M-7, NRRL B-15939. Kolby inkubuje si¢ w ciaggu nocy na wstrzgsarce obrotowe;j (200
obrotéw/minutg) w temperaturze 30°C. Z tak otrzymanej hodowli wyjsciowej pobiera si¢ 7,5 ml i
zaszczepia nimi 300 ml pozywki LB w kolbie o pojemnoéci 2 litréw. Kolby zawierajace pozywke LB
inkubuje si¢ w takich samych warunkach jak hodowle wyjSciowa, ale zbioru dokonuje si¢ po 4
dniach. Taki sposéb postgpowania mozna latwo przeprowadzi¢ w duzej skali i w duzych
- fermentatorach.

Spory i krysztaly Bt, otrzymane w wyniku opisanej wyzej fermentacji, mozna wyodrgbni¢ w
znany sposob. Czgsto zebrang brzeczk¢ fermentacyjng rozdziela si¢ w znany sposéb, np. przez
wirowanie.

Zastrzezenie patentowe

Srodek owadobdjczy do zwalczania, zwlaszcza Athonomus grandis, Leptinotarsa decemli-
neata, Hypera postica i Diabrotica longicornis, zawierajacy substancje czynng oraz no$niki i/lub
adjuwanty, znamienny tym, ze jako substancj¢ czynng zawiera szczep Bacillus thuringiensis san
diego NRRL B-15939 lub jego toksyczne spory i/lub krysztaty.
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