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Kmeny Bacillus thuringiensis, NRRL B-21093, NRRL B-
21090, NRRL B-21091, NRRL B-21092 a NRRL B-21094
které produkuji Gé¢innou latku majici pesticidni u¢inek a u
kterych je v podstaté viechna pesticidni G¢innost

v supernatantu. Latka je i¢inna vi&i hmyzim skidctm fadu
Coleoptera a podporuje pesticidni Gginnost pesticida,
produkovanych rodem Bacillus. Zptisob potirani hmyzich
Skidel fadu Coleoptera, zplisob potenciace pesticidni
Ucinnosti pesticidd produkovanych mikroorganismy rodu
Bacillus a zplisob ziskavani v podstaté &isté uvedené ¢inné
latky.
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Kmen Bacillus thuringiensis s pesticidnim ti¢inkem

Oblast technik

Vynalez se tykd nového kmene (kmeni) Bacillus thuringiensis, jehoZ v podstaté veskera
pesticidni G&innost se projevuje v supernatantu smési, ve které je fermentovan. Kmen produkuje
latku, ktera je G¢inna vidi hmyzimu $kidci ($kddedm) fadu Coleoptera, a kterd zvy3uje uginnost
pesticidd, které tvofi mikroorganismy rodu Bacillus (déle ,.pesticidy Bacillus®). Déle se vynilez
tyka konkrétniho sloZeni pesticidnich prostfedki, zalozenych na této latce, které obsahuji spolu
s touto G&innou latkou nosi¢ nebo pesticid Bacillus, chemicky pesticid a/nebo virus s pesticidnimi
vlastnostmi. Vynalez se také tyka zplisobi aplikace téchto prostedkii za G¢elem potirani Skadca.

Dosavadni stav techniky

Vynélez navazuje na ud&lené patenty US 5 976 563 a US 5 976 564. Oba patenty se tak zafazuji
do popisu formou citace.

Kazdym rokem se ztrici znatné &ast svétové obchodn& vyznamné trody, véetn€ potravin, textilu
a riznych pokojovych rostlin poskozenim nebo znitenim 3kidci, coz ma za nasledek ztraty,
dosahujici miliony dolarti. Snahy o jejich potirani se fidi riiznymi strategiemi.

Jednou ze strategii je pouziti Sirokospektralnich pesticidi, tj. chemickych pesticidd s Sirokym
rozsahem aktivity. PouZivani téchto chemickych pesticidi ma viak mnoho nevyhod. Typickym
problémem jejich pouziti je skutegnost, Ze mohou nicit v disledku svého Sirokého spektra u€iukd
necilové organismy, napiiklad uZitetny hmyz a parazity destruktivnich Skadcd. Kromé toho
byvaji tyto chemické pesticidy &asto toxické viici zvifatim a lidem, a cilovi 3kidci ziskavaji pfi
opakovaném vystaveni témto latkim odolnost.

Jinou strategii je pouzivani biopesticidd, pfi kterém se vyuziva pfirodnich patogeni pro potirani
hmyzu a houbovych a plevelovych kontaminaci trody. Mezi biopesticidy patfi bakterie, které
produkuji toxiny, latky toxické viiéi skidctim. Biopesticidy jsou ve srovnani s chemickymi
pesticidy obecn& méné nebezpeéné pro necilové organismy i pro Zivotni prostfedi jako celek.

Nejvice pouzivanym biopesticidem je Bacillus thuringiensis (B. t.). B. t. je Siroce rozsifeny,
aerobni sporulujici mikroorganismus. V prib&hu sporulaéniho cyklu produkuje B. t. protein(-y)
znamy(—€) jako krystalicky(—€) delta endotoxin(-y). Tyto latky zabfjeji larvy hmyzu, a proto je
B. t. velmi uZitedny jako zemédélsky pesticid.

Nekteré kmeny, naptiklad Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki a Bacillus thuringiensis subsp.
aizawai, vykazuji specifickou @&innost vii€&i motylim (Lepidoptera). Poddruh Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis vykazuje specifickou Gginnost vici dvoukfidlym (Diptera)
(Goldberg, patent US4 166 112). Daldi kmeny, napiiklad Bacillus thuringiensis subsp.
tenebrionis (Kreig et al., 1988, patent US 4 766 203), jsou podle publikovanych tdajii specificky
uginné vagi broukiim (Coleoptera). Izolace dalich kmenti Bacillus thuringiensis, toxickych vigi
broukiim, byla publikovana v roce 1986 (Hernnstadt et al. Bio/Technology vol. 4, str. 305 az 308,
1986, patent US 4 764 372 z roku 1988). Tento kmen, pojmenovany jako ,,Bacillus thuringiensis
subspec. san diego“, M-7, byl uloZzen v Northern Research Laboratory, USA, pod ¢&islem
NRRL B-15939. Avsak prihlasovatel tohoto patentu US "372. Mycogen Corp. vefejné oznamil,
#e Bacillus thuringiensis subsp. san diego je Bacillus thuringiensis subspec. tenebrionis. Kromé
toho byl patent US "372 postoupen spolenosti Novo Nordisk A/S. Dale by nalezen kmen B. t.,
ktery je toxicky vagi motylim i viiéi broukim (PCT prihlaska WO 90713 651). Toxin popsany
v této zvefejn&né PCT prihlaice WO 90/13 651 méa molekulovou hmotnost 81 000 (81 kD).
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V pribéhu spoluragniho cyklu produkuje B. t. protein(—y) v krystalické formé znamy(—€) jako
krystalicky(-€) delta endotoxin(~y) s molekulovou hmotnosti v rozmezi 27 000 (27kD) az
140 000 (140 kD), ktery(—€) pfi pozeru zabiji hmyzi larvy. Toxicka G&innost mize byt vlastnosti
Jednoho ¢&i nékolika t&chto delta endotoxint u daného kmenu B. t. Vétgina delta endotoxinti jsou
protoxiny, které lze proteolyticky preméfiovat na mensi (odStépené) toxické polypeptidy
v metabolismu cilového hmyzu (Hofte a Whiteley, 1989, Microbiological (Review 53: str. 242—
255). Tyte delta endotoxiny jsou kédovany prostiednictvim »cry” (crystal protein) geni. Tyto cry
geny se deli na Sest tfid a nékolik podttid podle strukturni podobnosti a podle pesticidni
specifi¢nosti. Hlavnimi tfidami jsou Lepidoptera—specifické (cry), Lepidoptera~ i Diptera—
specifické (cryll), Coleoptera-specifické (crylll), Diptera—specifické (crylV) (Hofte and
Whiteley, 1989, Microbiological Review 33: str. 242-255), Coleoptera— i Lepidoptera—specifické
(oznatované jako cryV geny Tailorem et al., 1992, Molecular Microbiology 6: str. 1 2111 217)
a Nematode-specifické (oznadované jako cryV a cryVI Feitelsonem et al., 1992, Rio/T. echnology
10: str. 271-255) geny. '

Delta—endotoxiny uZ byly ptipraveny metodami rekombinantni DNA. Tyto delta endotoxiny,
vyrabéné metodami rekombinantni DNA mohou avak nemusi byt v krystalické formé.

B.t. delta—endotoxin je ve vodé nerozpustny, s vyjimkou alkalického pH a je téméf vzdy kddovan
plazmidy. Nékteré kmeny Bacillus thuringiensis produkuiji, jak bylo prokazano, tepelné stabilni
pesticidni adenin—nukleotidovy analog, znamy jako B-exotoxin nebo thuringiensis, ktery je sin
pesticidni (Sebesta et al., v H. D. Burges (ed.), Microbial Control of Pests and Plant Diseases,
Academic Press, N. Y., str. 249 az 281, 1981). B—endotoxin byl zjiStén v supernantantu uréitych
kultur Bacillus thuringiensis. M4 molekulovou hmotnost 789 a sestivé z adenosinu, glukézy ..
a allarové kyseliny (Liithy et al. v Kurstak (ed.), Microbial and Viral Pesticides, Marcel Dekker,
New York, 1982, str.35-72). Jeho a&inné rozmezi zahrnuje, Musca domestica, Mamestra
configurata Walker, Tetrauychus urticae, Drozophila melanogaster a Tetranychus cinnabarinus,
ale neni na né omezen. Toxicita B-exotoxinu je podle dosavadnich predstav pfi¢inou inhibice
DNA fizené polymerazou RNA konkurenci s ATP. Bylo zjisténo, e B—exotoxin je kédovan -
plazmidem CRY v péti kmenech Bacillus thuringiensis (B.t) a ze B-exotoxin mize byt
klasifikovan jako typ I nebo typ II B-exotoxin (Levinson et al., 1990, J. Bacteriol. 172:
3172-3179). B—exotoxin typu I je, jak je znamo, produkovan Bacillus thuringiensis subspecies
thuringiensis sérotypu 1, Bacillus thuringiensis subspecies tolworthi sérotypu 9 a Bacillus
thuringiensis subspecies darmstadiensis sérotypu 10. B—exotoxin typu 2 je produkovan Bacillus
thuringiensis subspecies morrisoni sérotypu 8ab a je aktivni viidi Leptinotarsa decemlineata
(mandelinka bramborova). Dalsi ve vodé rozpustné latky byly izolovany z Bacillus thuringiensis
véetné alfa —exotoxinu, ktery je toxicky viéi larvam Musca domestica (Luthy, 1980, FEMS
Microbiological (Letters 8: str. 1-7), gama ~ exotoxiny, které jsou riznymi proteolytickymi
enzymy véetné lecitindz, chizindz a protedz, jejich toxické uginky Jsou exprimovany pouze
v kombinaci s beta~exotoxinem nebo delta—endotoxinem (Forsberg et al., 1976, Bacillus
thuringiensis: Ist Effects on Enviromental Quality, National Research Council of Canada, NRC
Associate Committee on Scientific Criteria for Environmental Quality, Subcommittees on
Pesticides and Related Compouds and Biological Phenomena), sigma —exotoxin, ktery ma
strukturu podobnou B-exotoxinu a je také aktivni viiéi Leptinotarsa decemlineata (Argauer et al.,
1991, J. Entomology (Science 26: str. 206-213) a anhydrothuringiensis (Coll. Czechoslovak
Chem. Comm. 40, 1 775, 1975).

WO 94/09 630 uvadi ve vodé rozpustné latky, které podporuji G&innost Bacillus thuringiensis
varieta kurstaki a Bacillus thuringiensis varieta aizawai.

Stonard et al. (1994 v Natural and Engineered Pest Management Agents, Paul A. Mann, Robert
M. Hollingworth, vydavatel ACS, Washington D.C: str. 25-36) uvadi diabroticiny struktury:
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0 R OR
| '
W)\NH [ W \RR,
R,R,N ’)\( N/ i /l\
b |

RO
1. R, Ry, R,=H,R;=0H Diabroticin A
2. R.Ry, Ry, R;=H Diabroticin B

Diabroticiny byly izolovany z Bacillus sublitis a maji i¢innost vii€¢i Diabrotica undecinpunctata,
Leptinotarsa decemlineata, Anthomus grandis Boheman, viii larvam moskytt, Staphylococcus
aureus, a Micrococcus lutea, ale nemaji iginnost viiéi Evropskému vrtavci (European corn borer),
Eschiérichia coli, B. sublitis a Psudomonas aeruginosa, Aktivita vii¢i ostatnim $kiidcim nebyla
v publikaci Stonarda et al. zjidténa. Diabrotixin A byl také izolovan z fermentatni smési
B. cereus.

Podle dosavadniho stavu techniky se dosahlo uréitého ristu mortality forinulacemi Bacillus
thuringiensis. Hledény byly nové kmeny s vy38i mortalitou, zaloZené na genetickém ovlivnéni
existujicich kmeni a hledani G¢inngjsich smési kombinovanim spor Bacillus thuringiensis a/nebo
krystali s novymii pesticidnimi nosi¢i nebo s chemickymi pesticidy.

Cilem vynalezu je vylepeni insekticidni 0&innosti znidmych formulaci na bazi Bacillus
thuringiensis.

Dalsim cilem vynalezu je zvy3eni pesticidni Ginnosti pesticidd a soucasn& nalezeni nového
pouziti pro znamé pesticidni produkty.

Je vyhodné izolovat nové kmeny Bacillus thuringiensis za u¢elem pfipravy novych latek nebot’
existuji 3irsi spektra biopesticidii pro kazdého daného Skadce.

Podstata vynélezu

Vynalez se tyka kmene Bacillus thuringiensis, ktery vykazuje v podstaté veskerou pesticidni
aktivitu v supernatantu, ziskaném z fermentace tohoto kmene. Krystalicky protein a spory
ziskané z fermentace kmene Bacillus thuringiensis podle vynéilezu nevykazuje Zidnou pesticidni
Geinnost. Jde o kmen vybrany ze skupiny sestdvajici zEMCC—0077, ktery mé identifikacni
charakteristiky NRRL B-21090, nebo mutantdi tohoto kmene, ktefi maji v podstaté tytéz
vlastnosti jako EMCC 0077, EMCC 0078 a které maji identifikani charakteristiky
NRRL B-21091 nebo mutantdi tichto kmend, které maji v podstaté stejné vlastnosti jako
EMCC 0078, EMCC 0079 a maji identifikalni charakteristiky NRRL B-21092, nebo jejich
mutantii s vlastnostmi v podstaté stejnymi jako EMCC-0079, EMCC-0080, které maji
identifika&ni charakteristiky NRRL B—21093, nebo jejich mutantii v podstaté stejnych vlastnosti
jako EMCC-0080 a EMCC-0081 s vlastnostmi s NRRL B-21094, nebo jejich mutantd, které
maji v podstaté stejné vlastnosti jako EMCC-0081.

Latka, ktera ma pesticidni G¢innost vii¢i hmyzim 3kadcim fadu Coleoptera a piisobi naptiklad
spole¢né s umociiujici nebo synergickou slozkou jiného pesticidu ziskaného z rodu Bacillus vigi
$kiidctim, se ziska ze supernatantu z fermentace nékterého z uvedenych kmeni. Ve vyhodném
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provedeni ma uvedena latka LCs, (jedna se o koncentraci daného pesticidu, ktera je nutna k zabiti
50 % Skadct) 126 pg aktivni slozky na jeden gram celkového materialu vigi Leptinotarsa texana.

LCso pelet z fermentace uvedeného kmene je vice nez 3000 pg aktivni pfisady na jeden gram
celkového materialu.

V jiném provedeni mé latka podle vyndlezu pesticidni G&innost vii¢i hmyzim $kidcim Fadu
Coleoptera. V nejspecifict&j$im provedeni ma tato latka pesticidni G&innost vici hmyzim
S$kidcim druhu Diabrotica undecimpunctata, Leptinotarsa texana, Anthomus grandia
a pfekvapivé je GCinny vii¢i hmyzim 3kidcim druht Ips calligraphus, Popillia japonicus,
Epilachna varivastis, Leptinotarsa decemlineata a Dendroctonus frontalis ¥4du Coleoptera.

Ve specifickém provedeni mé latka podle vynilezu podpiirny G&inek na insekticidni aktivitu
krystalii delta—endotoxinu(—) Bacillus thuringiensis viigi hmyzim $kiidciim Fadu Coleoptera.

Vyraz pouzivany shora ,Pesticid ziskany zrodu Bacillus“ je minén tak, 7e latka se ziskava
z kmenil nebo spor mikroorganismii Bacillus (napt. Bacillus thuringiensis nebo Bacillus sublitis).
Pesticid ziskany z rodu Bacillus miZe také znamenat latku odvozenou od mikroorganismi, napf.
rodu Bacillus, napf. protein nebo jeho fragment, ktery ma G&innost viidi $kiidetim, nebo ktery je
zabiji, nebo miZe jit o latku, ktera chrani rostliny, napf. antifidant nebo mikroorganismus
schopny exprese genu Bacillus kédujiciho protein nebo fragment rodu Bacillus, ktery ma aktivitu
vii€i Skiidcim nebo ktery je zabiji (napf. delta—endotoxin Bacillus thuringiensis) a vhodny nosi¢
(viz dalsi odstavce, kde jsou popisovany konkrétni smési). Skiidcem mize byt napfiklad hmyz,
hadatko, rozto€ nebo $nek. Mikroorganismus schopny exprese genu Bacillus kédujici protein
nebo fragment Bacillus s aktivitou vigi $kideim zahruje phylloplane (povrch listii rostlin)
a/nebo rhizosféru (pidu obklopujici kofeny rostlin) a/nebo vodni prosttedi, a je schopen aspéiné
konkurovat v urgitém konkrétnim prostredi (obili nebo jiné misto vyskytu hmyzu) divokym
mikroorganismim a umoZiiuje stabilng udrZovat a exprimovat gen Bacillus kodujici protein nebo .
fragment Bacillus, ktery ma akiivitu viigi $kidcim nebo ktery je zabiji. Priklady takovych

.mikroorganismi zahrnuji: Bacillus, Pseudomonas, Rewinia, Serratia, Klebsiella, Xanthomonas,

Streptomyces, Rhizobium, Rhodopseudomonad, Methylophilius, Agrobacterium, Acetobacter,
Lactobacilius, Arthrobacter, Azotobacter, Leuconostoc, Alcaligenes, a Clostridium, fasy napf.
Celedi Cyanophyceae, Prochlorophyceae, Rhodophyceae, Dinophyceae, Chrysphyceae,
Prymnesiophyceae, Xanthophyceae, Raphidophyceae, Bacillariophyceae, Eustigmatophyceae,
Cryptophyceae, Euglenophyceae, Prasinophyceae, a Chlorophyceae a houby zejména kvasinky
napf. rodu Saccharomyces, Cryptococcus, Kluyveromyces, Sporovolomyces, Rhodotorula
a Aureobasidium.

Jak je uvedeno shora , pesticidni aktivita“ je méfitkem iCinnosti vii¢i skiideim posuzovano podle
intenzity zabijeni nebo pokozeni riistu $kidcti nebo podle ochrany rostlin viigi napadeni skadci.

Vynalez se déle tyka pesticidnich prostfedkii zahmujicich latku a pesticid ziskany z rodu Bacillus
a také zpiisobu pouZiti pesticidnich kompozic pro potirani $kiidct.

Vynélez je dile zaméfen na zpisob ziskani ,,v podstaté &isté“ latky podle tohoto vynalezu
zahrnujici tyto stupné:

a) kultivace kmene Bacillus thuringiensis na vhodném riistovém médiu,
b) oddéleni supernatantu ze smési ze stupné (a) a
¢) podrobeni supernatantu ze stupné (b) chromatografii na kolong za G&elem vy&isténi latky.

Jak je shora uvedeno ,,v podstaté Gisti latka znamena latka, kterd obsahuje mén& nez 5%
necistot napf. delta—endotoxinovych proteinl.
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Podstatné znaky, aspekty a vyhody predloZeného vynalezu jsou lépe srozumitelné z nasledujiciho
popisu, pfipojenych naroki a doprovodnych obrazkii.

Ptehled obrazku na vykresech

Obr. 1 ukazuje schéma syntézy k ziskani struktury I.

Obr. 2 ukazuje G¢innost synergie la/Ib a NOVODOR™ vii Leptinotarsa decemlineata.

Podrobny popis vynalezu

Priprava ucinné latky

Latku(—y) lze ziskat ze supernatantu kultury Bacillus thuringiensis fermentaci kment, coz viak
neznamena omezeni, B.t. EMCC-0077, které maji identifikagni charakteristiky NRRL B-21090
nebo jejich mutantt EMCC-0077 a EMCC-0078 které maji v podstaté stejné vlastnosti
s identifikaénimi vlastnostmi NRRL B-21091 nebo mutantd v podstaté shodnych svymi
identifikaénimi charakteristikami s EMCC-0078 a EMCC-0079 a maji identifikacni charakteris-
tiky NRRL B-21092, nebo jejich mutanti s vlastnostmi v podstaté stejnymi jako EMCC-0079,
EMCC-0080, které maji identifikaéni charakteristiky NRRL B-21093, nebo jejich mutantd
v podstaté stejnych vlastnosti jako EMCC-0080 a EMCC-0081 s vlastnostmi s NRRL B-21094,
nebo jejich mutantd, které maji v podstaté stejné vlastnosti jako EMCC-0081.

Latka ma 0&innost viig¢i hmyzim $kadcim fadu Coleoptera a pilsobi spoleéné s pesticidem
ziskanym zrodu Bacillus jako kupf. umocfiujici nebo synergickd slozka. Ve specifickém
provedeni ma latka strukturu I:

An

R‘\ N/ Ra

Ra Ri2
¢))

kde: R, je amino, hydroxy, (C;_10) alkyl, alkyl (C,_o) ester, aryl (napf. benzoyl, nitrobenzoyl,
dinitrobenzoyl, halogenbenzoyl) ester, halogen, (C,_s) alkoxy, nebo zbytek aminokyseliny,
kterym maZe byt, ale bez omezeni na ng, alanyl, valinyl, leucinyl, izoleucinyl, fenylalanyl,
glycinyl a fenylglycinyl,

R, je aminoskupina nebo (C,_yo) alkyl,

R; je vodik, aminoskupina, hydroxyskupina, (Ci.;0) alkyl, alkyl (C;.i0) ester, aryl (napf.
benzoyl, nitrobenzoyl, dinitrobenzoyl, halogenbenzoyl) ester, halogen, (C,_s) alkoxy, methyl-
amino, dimethylamino, thionyl, methylthionyl, kyano, nebo jejich soli véetn& fosfatu, sulfata,
acetatd, uhli¢itanii a nitratd, coz viak neznamena omezeni na tyto soli,

R, je vodik, aminoskupina, hydroxyskupina, (C;.i0) alkyl, alkyl (Cj_jo) ester, aryl (napf.
benzoyl, nitrobenzoyl, dinitrobenzoyl, halogenbenzoyl) ester, halogen, (C,_s) alkoxy, nebo jejich
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soli, v&etné fosfati, sulfatd, acetatd, uhli¢itand a nitrath, co? viak neznameni omezeni na tyto
soli,

Rs je vodik, methoxy, aminoskupina, hydroxyskupina, (C,_j0) alkyl, alkyl (C,.,0) ester, aryl
(napf. benzoyl. nitrobenzoyl, dinitrobenzoyl, helogenbenzoyl) ester, halogen, (C,_s) alkoxy,

Rs je vodik, aminoskupina, hydroxyskupina, (C;.10) alkyl, alkyl (C, ;o) ester, halogen nebo
(Cy-s) alkoxy,

R; je vodik, aminoskupina, hydroxyskupina, (Ci;o) alkyl, alkyl (C,_i0) ester, aryl (napf.
benzoyl, nitrobenzoyl, dinitrobenzoyl, halogenbenzoyl) ester, halogen, (C,_s) alkoxy, nebo jejich
soli, véetné fosfatd, sulfatd, acetatd, uhligitant a nitrtd, coz v8ak neznamena omezeni na tyto
soli,

Rs je vodik, aminoskupina, hydroxyskupina, (C,.i) alkyl, alkyl (C_jo) ester, aryl (napf.
benzoyl, nitrobenzoyl, dinitrobenzoyl, halogenbenzoyl) ester, halogen. (C,_s) alkoxy, methyl-
amino, dimethylamino, thionyl, methylthionyl, kyano, nebo jejich soli véetn& fosfath, sulfati,
acetatil, uhli¢itanii a nitratl, coz viak neznamena omezeni na tyto soli,

Ry je aminoskupina nebo (C,_)p) alkyl a

Rio je amino, hydroxy, (C-j0) alkyl. alkyl (C,_jo) ester, aryl (napf. benzoyl, nitrobenzoyl,
dinitrobenzoyl, halogenbenzoyl) ester, halogen, (C,.s) alkoxy, nebo zbytek aminokyseliny,
kterym muiZe byt alanyl, valinyl, leucinyl, izoleucinyl, fenylalanyl, glycinyl a fenylglycinyl.

Pyrazinové dusiky mohou byt poptipadé substituovany (C,_c) alkylem, alkyl (C,_j0) esterem, aryl
(napf. benzoyl, nitrobenzoyl, dinitrobenzoyl, halogenbenzoyl) esterem, nebo kysiikem. Je tomu
tfeba rozumét tak, Ze vynélez zahruje viechny stereoizomerni formy slougenin struktury vzorce
I a také racemity. Ve vétiiné specifickych provedeni ma 0¢inna latka strukturu la zde
oznatovanou ,,Ia“ nebo Ib zde oznacovanou jako ,,Ib*.

0 Ry OR
| .
T
R,R,N H\/ N/ HN
RO OR I

la: R, Ry, Ry, R3= H
Ib: R, R], R2 = H, R; =0OH

Bacillus thuringiensis mize byt kultivovin pomoci pidy a fermentadni techniky znamé
zdosavadniho stavu techniky viz napf. Ropgoff el al, 1969, J. Invertebrate Path. 14:
str. 122-129, Dulmage et al, 1971, J. Invertebrate Path. 18: str. 353-358, Dulmage et al.,
v Microbial Control of Pets and Plant Diseases, H. D. Burges, ed., Academic Press, N. Y., 1980).
Po iipIném fermentaénim cyklu se supernatant oddéli odseparovanim spor Bacillus thuringiensis
a krystali zfermentatniho roztoku pomoci metod, které jsou dostatednd dobie Znamy
z dosavadniho stavu techniky napf. odstfedénim a/nebo ultrafiltraci. Uvedena u&inna latka je
obsaZena v supernatantu, ktery miZe byt odebirdn opét zpisobem dostate¢né popsanym
v dosavadnim stavu techniky, napt. ultrafiltraci, odpafenim, nebo rozprasovacim susenim.
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Alternativn® muize byt t¢inna latka podle vynalezu ziskana chemickou syntézou pomoci
znamych reakci a postupi.

Pro ziskani struktury I se pfipravi jednoduchy pyrazinovy kruh, substituovany pozadovanym
zplisobem, obsahujici chranici skupiny, n&kterym z mnoha znamych postupl napf. spontanni
kondenzaci alfa—aminokarbonylovych slouéenin. Dihydropyrazinovy meziprodukt, ktery pfi této
reakei vznika, se ihned oxiduje kyslikem na pfislusny pyrazin. Dimerizace jednou substituované
alfaaminokarbonylové slougeniny timto zpisobem vede k jednou substituovanému pyrazinu,
pritemz reakce dvou rizné substituovanych alfaaminokarbonylovych slou€enin vede ke tiem
produktim. Uvedenou latku Ize izolovat chromatografickym oddélovanim (viz obr. 1). Posledné
zmin&na reakce umoziiuje syntézu pyrazinu s riiznymi substituenty na kazdé stran¢ kruhu.

Cisténi piipravovanych latek (pfipravované latky) je moZné provadét nejriznéjsimi postupy,
které jsou znamy z dosavadniho stavu techniky. Patii mezi né chromatografie (napf. na
jontoménigich, afinitni a kolonova chromatografie podle velikosti molekuly), elektroforetické
postupy, postupy zaloZené na rozdilné rozpustnosti, extrakce nebo jakékoli dalsi standardni
techniky o sob& znamé (viz napt. Protein Purification, eds. J-C. Janson and Lars Ryden, VCH
Publishers, New York. 1989).

Utinnost uvedenych latek se dé testovat pomoci postupd, které jsou zndmé, jako je umélé udrZeni
diety, um&lé podani potravy, natirani a postiik listd. Specifické ptiklady takovych biologickych
testli jsou dale uvedeny v pfikladech provedeni.

Prostiedek s obsahem u¢inné latky

Zminéné &inné latky se mohou formulovat samostatné, spole¢ng s pesticidem Bacillus, ktery,
jak je definovano shora predstavuje kmen rodu Bacillus, spory, proteiny nebo jejich fragmenty,
které jsou aktivni vi&i $kadciim, nebo které zabijeji Skidce a poptipadé pfijatelny nosic,
pouzivany do pesticidnich kompozic, jako jsou napf. suspenze, roztoky, emulze, poprase,
dispergovatelné granule, smécitelny prasek, emulzni koncentrat aerosol, nebo impregnované
granule. Piikladem takovych kmeni Bacillus thuringiensis subspecies kurstaki (oznaCovany jako
DIPEL od Abbot Laboratories, Inc. JAVELIN od Sandoz, BIOBIT od fy Novo Nordisk A/S,
FORAY od fy Novo Nordisk, MVP od fy Mycogen, BACOSPEINE od fy Novo Nordisk A/S
a THURICIDE od fy Sandoz), Bacillus thuringiensis subspecies, aizawai (oznatovany jako
FLORBAC od fy Novo Nordisk A/S a XENTARX od fy Abbott Laboratories, Inc.), Bacillus
thuringiensis subspecies tenebrionis (oznatovany jako NOVODOR od Novo Nordisk A/S,
TRIDENT od fy Sandoz M-TRAK a M-ONE od fy Mycogen), Bacillus thuringiensis subspecies
israelensis (oznalovany bud’ jako BACTIMOS nebo SKEETAL od Novo Nordisk A/S,
TEKNAR od fy Sandoz a VACTOBAC od Abbott Laboratories, Inc.), Bacillus phaericus
(oznatovany jako SPHERIMOS od fy Novo Nordisk A/S), Bacillus thuringiensis
kurstaki/tenebrionis (oznatovany jako FOIL od Ecogen), Bacillus thuringiensis kurstaki/aizawai
(oznatovany jako CONDOR od Ecogen a AGREE od Ciba-Geigy), a Bacillus thuringiensis
kurstaki/kurstaki (oznagovany jako CUTLASS od Ecogen). Proteiny Bacillus mohou byt voleny
ze skupiny zahrnujici Cryl, Cryll, Crylll, CrylV, CryV a Cry V1.

Uvedené latky mohou byt také formulovany spolu s jinymi faktory nebo €innymi latkami,
ziskanymi ze supernatantti kultury Bacillus zahrnujici, ale bez omezeni na n&j exotoxin a/nebo
podpiirny faktor. Popfipadé mize formulace také zahrnovat pesticid ziskany z mikroorganismu
Bacillus, chemicky pesticid a/nebo virus pesticidnimi vlastnostmi a pfijatelny nosic.

Ve specifickém provedeni mohou slozky z této kompozice piisobit synergicky. Jako vysledek
vznik4 kompozice, ktera mé vétsi tginnost nez by mély samostatn€ jednotlivé slozky. Synergie se
také projevuje stejnou nebo vétsi ainnosti pfi niz3i a/nebo méné Easté davce neZ by bylo nutné
aplikovat u kazdé jednotlivé slozky. Alternativné miZe tato latka plsobit podpirng na pesticid
ziskany z mikroorganismu Bacillus.
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V prostfedcich zahrnujicich pesticid Bacillus se b&n& pouziva koncentrace 0,001 a7 asi
300 gram®/LTU. Jak je uvedeno shora ,LTU“ znameni zkouska na Leptinotarsa texana,
pouzivand zde jako standard. P¥i biologickém testu se srovnava vzorek ve standardnim
srovnaném slozeni rodu Bacillus s analogickym vzorkem Leptinotarsa texana nebo s pouzitim
jiného Skiidce jako standardniho testovaciho organismu. Uéinnostje definovana podilem uvadéné
standardni LCs, a ndsobenim uvadénou standardni a&innosti.

Vjiném provedeni miZe prostfedek obsahovat G&innou latku v podstaté Cisté form& nebo
supernatantu z Kultury Bacillus v suchém koncentrovaném nebo kapalném stavu a vhodny
pesticidni nosi¢, jejichz pfiklady jsou uvedeny dale. Tato kompozice se d4 aplikovat odd&len& na
rostliny, napf. transgenni rostliny. Specificky je tato kompozice vhodna pro rostliny, které jiz
pfedtim obsahuji gen Bacillus thuringiensis. V jiném provedeni se tato kompozice aplikuje na
rostliny pfedb&zné vystavené piisobeni mikroorganismi Bacillus thuringiensis. Uginna latka
v této kompozici je pfitomna v koncentraci asi 0,001 % hmotnostnich aZ asi 60 % hmotnostnich.

Takovéto kompozice, které jsou popsany shora Ize ziskat ptidanim povrchové aktivniho &inidla,
inertniho nosi¢e, konzervagniho prostfedku, zvlh&ovaciho prostredku, poZerového stimulantu,
atraktantu zapouzdfovaciho ¢inidla, nosi¢e, emulgatoru, barviva, prostfedku chraniciho smés viici
ucinkim UV zéfeni, pufru, ztekucovaciho &inidla a popfipadé dal3ich komponent k produktu

ziskanému podle vynélezu a Gipravou pro urgitou konkrétni aplikaci vi&i ur&itému konkrétnimu
Skidci.

Vhodna povrchové aktivni €inidla zahrnuji aniontové slou€eniny, jako jsou karboxylaty, napf.
karboxylaty kovii mastné kyseliny s dlouhymi Fetézci, N-acylsarkosinaty, mono nebo diestery
kyseliny fosfore&né s ethoxylaty mastnych alkohold nebo soli takovychto estert, sirany mastnych
alkoholil jako je dodecylsulfat sodny, oktadecylsulfitsodny, nebo cetylsulfat sodny, sulfaty
ethoxylovanych mastnych alkohold, sulfity ethoxylovanych alkylfenol, ligninsulfonaty, ropné
sulfonaty, alkylarylsulfonaty, jako napt. alkylbenzensulfonaty nebo niZsi alkylnaftalensulfonaty,
napf. butylnaftalensulfonét, soli nebo sulfonované naftalenformaldehydové kondenzaty, soli
sulfonovanych fenolformaldehydovych kondenzati nebo komplexni sulfonaty, jako jsou amid-
sulfonaty, napf. sulfonované kondenzaéni produkty olejové kyseliny a N-methylteurinu nebo
dialkylsulfosukcinaty, napt. sulfonat sodny nebo dioktylsukcinat. Neiontova &inidla zahrnuji (ale
nejsou na tento vylet omezena) kondenzaéni produkty esteri mastnych kyselin, mastnych
alkoholii, amidi mastnych kyselin nebo alkyl — nebo alkenyl — substituovanych matnych fenold
s ethylenoxidem, mastné estery vicesytnych alkoholii, napf. estery mastnych kyselin se
sorbitanem, kondenzatni produkty téchto esteri s ethylenoxidem, napf. polyoxyethylen
substituované estery sorbitolu a mastnych kyselin, blokové kopolymery ethylenoxidu a propylen-
oxidu, acetylenické glykoly, jako je napf. 2,4,7, 9—tetraethyl-5—decin—4,7—diol nebo ethoxylované
acetylenické glykoly. PFiklady kationtovych povrchové aktivnich &inidel zahrnuji substituované
alifatické mono— di— nebo polyaminy jako acetat naftenét nebo oleat, kyslik obsahujici aminy
Jako je aminoxid polyoxyethylenovaného alkylaminu, amidicky vazany amin pfipraveny konden-
zaci karboxylové kyseliny s di- nebo polyaminem nebo kvartérni ammoniové soli.

Priklady inertnich materialii jsou (aniz by to znamenalo omezeni na tyto materialy) anorganické
mineraly, jako je kaolin, kfida, sadra, hnojivo, fylosilikity, uhligitany, sirany nebo fosfaty,
organické materidly, jako je cukr, Skroby nebo cyklodextriny nebo botanické materialy, jako jsou
produkty ze dfeva, korek, rozemleté klasy, ryzové odpady, ofechové slupky apod.

Smési podle vyndlezu mohou byt pFipraveny ve form& vhodné k piimému pouziti nebo jako
koncentraty nebo premixy, které vyzaduji dalsi fad&ni vhodnym mnozstvim vody nebo jiného
rozpoustédla pfed aplikaci. Pesticidni koncentrace se do uréité miry méni v zavislosti na povaze
konkrétni formulacem specificky je dileZité, jde~li o koncentrat nebo smés, ktera ma byt
pouZivana pfimo. Smés obsahuje 1 aZz 98 % hmotnostnich pevnych nebo kapalnych inertnich
nosici a 0 az 50 %, vyhodné 0,1 az 50 % povrchové aktivniho &inidla. Tato kompozice se
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dodavaji s vyznadenim dévky pro pouziti jako komeréni produkt, pfi¢emz tato davka je vyhodné
kolem 1,1.107 g/m? az 5,6.10” g/m® (0,01 aZ 5 liber na akr) v suché formé a 1,1.10°° I/m® az
2,9.10 I/m* (0,01 a2 25 pint na akr) v kapalné formé.

V dali provedeni se pesticid ziskany zmikroorganismu Bacillus a/nebo ¢innd litka pred
smisenim zpracovava za ulelem prodlouZeni jeji pesticidni aktivity, kdyz je aplikovéna do
urditého prostiedi cilového 3kiidce, pfidemz toto predb&zné zpracovani je neSkodné vici
samotnému pesticidu nebo uginné latce. Takové zpracovéni lze provadét chemickymi a/nebo
fyzikalnimi prosttedky, které nepisobi kodlivé na kompozici (—ce). pfikladem chemického
ginidla (aniz by se na tyto priklady rozsah &inidel omezoval) jsou aldehydy, jako formaldehyd
a glutaraldehyd, protiinfekéni ptisady, jako je zefyranchlorid, alkoholy, jako izopropanol
a ethanol a histologické fixativy, jako je Bouindv fixativ a Helliiv fixativ (viz pfiklady
v Humason, Animal Tissue Techniques, W. H. Freeman and Co., 1967).

Prostiedky podle vynilezu se mohou aplikovat pfimo na rostliny, napf. rozstfikovanim nebo
poprasenim v dobg, kdy se 3kidci zaGinaji objevovat na rostlindch nebo pfed dobou jejich
obvyklého vyskytu jako prevence. Rostliny, které mohou byt chranény v rozsahu vynalezu, jsou
(aniz by tento vylet byl omezujici) obilniny (p3enice, jelmen, Zito, oves, ryZe, Cirok
a odpovidajici produkty), fepy (cukrovéa nebo krmné fepa), peckoviny, malvice a mékké ovoce
(jablka, hrusky, Svestky, broskve, mandle, tfeing, jahody, maliny a ostruZiny), luskoviny
(alfaalfa, fazole, &otka, hrach, sojové boby), olejové rostliny (fepka, hoitice, mik, olivy,
slune¢nice, kokosové ofechy, ricina, kakaové boby, podzemnice olejnd), okurkovité rostliny
(okurky, dyné, melouny), rostliny péstované pro vlakno (bavina, len, konopi, juta), citrusové
ovoce (pomerande, citrony, grapefruity, mandarinky), zelenina (3penat, salat, chfest, kapusta
a jiné brassicae, karotka, cibule, raj¢ata, brambory), lauraceae (avokada, skofice, kafr), listnaté
stromy a konifery (napt. linda, tisy, duby, ole, topoly, bFizy. jedle, smrky. a.borovice) nebo
rostliny, jako je kukufice, trava pro zavodisté, tabak, ofechy, kava, cukrové titina, ¢aj. vinné réva,
chmel, banany nebo kau¢ukovnik a okrasné rostliny. Ucinn4 latka se miize aplikovat na list, do
brazdy, rozhazovanim granuli, pokladanim, nebo pfidavanim do pidy. Je obecné dilezité
dosahnout dobré G&innosti vii¢i $kidcim v rannych stadiich ristu péstovanych rostlin, nebot
v této dob& mohou 3kiidci nejvice rostlinu poskodit. Postfik nebo poprad miize obvykle obsahovat
i dal3i pesticid, pokud je to podle min&ni odbornika nutné. Ve vyhodném provedeni se aplikuje
prostiedek podle vynalezu pfimo na rostliny.

Prostiedek podle vynalezu mize byt G&inny vici skidcom fadu Coleoptera, napi. Leptinotarsa
sp. (napf. Leptinotarsa texana, Leptinotarsa decemlineata), Diabrotica undecimpunctata,
Dendroctonus formtalis, Anthonomus grandis, Acanthoscelides obtectus, Callosobruchus
chinensis, Epilachna varivestis, Pyrrhalta luteola, Cylas formicarius elegantulus, Listronotus
oregonensis, Sitophilus sp., Cyclocephala borealis, Cyclocephala immaculata, Macrodactylus
subspinosus, Popillia japonica, Rhizotrogus majalis. Alphitoblus diaperinus, Palorus ratueburgi,
Tenebrio molitor, Tenebrio obscurus, Tribolium castaneum, Tribolium confusum, Tribolius
destructor. Prostfedek podle vynilezu miiZe byt také G¢inny vici hmyzim $kidcdm veetné (aniz
by se na n& (i¢innost omezovala) $kidci z Fadu motyli (Lepidoptera), napfiklad Achroia grisella,
Acleris gloverana, Acleris variana, Adoxophyes orana, Agrotis ipsilon, Alabama argillaceae,
Alsophila pometaria, Amyelois transitella, Anagasta kuehniella, Anarsia lineatella, Anisota
senatoria, Antheraca pernyi, Anticarsia gemmatalis, Archips sp., Argyrotaenia sp., Athetis
mindara, Bombyx mori, Bucculatrix thurberiella, Cadra cautella, Christoneura sp., Cochylls
hospes, Colias eurytheme, Corcyra cephalonica, Cydia latiferreanus, Cydia pomonella, Datana
integerrima, Dendrolimus sibericus, Desmia funeralis, Diaphania hyalinata, Diapharua nitidalis,
Diatraea grandiosella, Diatraca saccharalis, Ennomos subsignaria, Eoreuma loftini, Ephestia
elutella, Erannis tilaria, Estigmene acrea, Eulia salubricola, Eupocoellia ambiguella, Eupoecilia
ambiguella, Euprocris chrysorrhoea, Euxoa messoria, Galleria mellonella, Grapholita molesta,
Harrisina americana, Helicoverpa subflexa, Helicovepra zea, Heliothis virescens, Hemileuca
oliviae, Homoeosoma electellum, Hyphantria cunea, Keiferia lycopersicella, Lambdina fiscellaria
fiscellaria, Lambdina fiscellaria lugubrosa, Leucoma salicis, Lobesia botrana, Loxostege
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sticticalis, Lymantria dispar, Macalla thyrsisalis, Malacosoma sp., Mamestra brassicae, Mamestra
cobfigurata, Manduca quinquemaculata, Manduca sexta. Maeuca testulalis, Melanchra picta,
Operophtera brumata, Orgyia sp., Ostrinia nubilalis, Paleacrita vernata, Papilio cresphontes,
Pectinophora gossypiella, Phryganidia californica, Phyllonorycter blancardella, Pieris napi, Pieris
rapae, Plathypena scabra, Platynota flouendana, Platynota stultana, Platyprilia carduidactyla,
Plodia interpunctella, Plutella xylostella, Pontia protodice. Pseudeletia unipuncta, Pseudoplasia
includens, Sabulodes aegrotata, Schizura concinna, Sitotroga cerealella, Spilonota ocellana,
Spodoptera sp., Thaurnstopoea pityocampa, Tineola bisselliella, Trichoplusia ni, Udea rubigalis,
Xylomyges curialis, Yponomeuta padella; Diptera, napt. Aedes sp., Andes vittatus, Anastrepha
ludens, Anastrepha suspensa, Anopheles barberi, Anopheles quadrimaculatus, Armigeres
subalbatus, Calliphora stygia, Calliphora vicina, Ceratitis capitata, Chironomus tentans,
Chrysomya rufifacies, Cochliomyia macellaria, Culex sp.. Culiseta inornata, Dacus oleae, Delia
antigua, Delia platura, Delia radicum, Drosophila melanogaster, Eupeodes corollae, Glossina
austeni, Glossina brevipalpis, Glossina fuscipes, Glossina morsitans centralis, Glossina moristans
morsitans, Glossina moristans submorsitans, Glossina pallidipes, Glossina palpalis gambiensis,
Glossina palpalis palpalis, Glossina tachinoides, Haemagogus equinus, Haematobius irritans,
Hypoderma bovis, Hydoderma lineatum, Leucopis ninae, Lucilia cuprina, Lucilia sericata,
Lutzomyia longlpaipis, Lutzomyia shannoni, Lycoriella mali, Mayetiola destructor, Musca
autumnalis, Musca domestica, Neobellieria sp.. Nephrotoma suturalis, Phyra aenescens,
Phaenicia sericata, Phlebotomus sp., Phormia regina, Sabethes cyaneus, Sarcophaga bullata,
Scatophaga stercoraria, Stomaxys calcitrans, Toxorhynchites amboinensis, Tripteroides bambusa,
Acari, napf. Oligonychus pratensis, Panonychus ulmi, Tetranychus urticae, Hymenoptera, napt.
Iridomyrmex humilis, Solenipsis invicta, Isoptera, napt. Reticulitermes hesperus, Reticulitermes
flavipes, Coptotermes formosanus, Zootermopsis  angusticollis, Neotermes connexus,
Incisitermes minor, Incisitermes immigrans, Siphonaptera, napfi. Ceraptophyllus gallinae,
Ceraptophyllus niger, Nosopsyllus fasciatus, Leptopsylla segnis, Ctenocephalides canis,
Ctenocephalldes felis, Echicnophaga gellinacea, Pulex irritans, Xenopsylla cheopis, Xenopsylla
vexabilis, Tunga penetrans a Tylenchida, napt. Melodidogyne incognita, Pratylenchus penetrans.

Nasledujici pfiklady jsou pfedkladany pouze jako ilustrace, nikoliv jako omezeni vynalezu.

Piiklady provedeni vynilezu

Priklady 1: Kultivace riznych izolati B.t.

Subkultury EMMC-0077, EMCC-0078, EMCC-0079, EMCC-0080 a EMCC—0081, udrzované
na Sirokém agaru, byly pouzity k inokulaci 250 ml protiepavanych ban&k, obsahujicich 50 ml
zivného roztoku o nasledujicim sloZeni.

Obilny roztok . 15 g/1
maltrin—100 40 g/1
bramborovy $krob 30 g/l
KH,PO, 1,77 g/l
K,HPO, 4,53 g/l

pH roztoku bylo udrzovano na 7,0 pomoci 10N NaOH.
Po inokulaci byly protfepavané baiiky inkubovany pfi 30 °C na rotaénim tfepacim zafizeni pri

250 otatkach za minutu po dobu 72 hodin. Cel4 smés s kulturou byla pouzita pro testovani viiéi
Diabrotica andecimpunstata.

-10-
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Priklad 2: Aktivita Diabrotica undecimpunstata v celé kultivatni Zivné smési pro pfipad
jednotlivych izolati.

2,5ml celé kultivované smési ziskané shora popsanou fermentaci se odebralo a pfemistilo
z protiepavanych bangk do 50 ml polypropylenovych testovacich trubic. Do kazdé testovaci
trubice se pridaji potravni vzorky Diabrotica undecimpunstata az na konetny objem 25 ml.
Potravni vzorek a testovaci material se pak intenzivné micha a disperguje do testovaci nadoby.
Na povrch ka?dého ztéchto ,potravnich vzorki“ byla vlozena vajicka Diabrotica
undecimpunstata v poétu 3 aZ 6. Na nadoby by1 aplikovan Mylar a byly inkubovany pfi 28 °C bez
osvétleni. Hodnoceni bylo provedeno po 7 dnech. Mortalita byla stanovena sedmy den po
inkubaci. Vysvétlivky k tabulce: SS7= velikost mrtvych larev sedmy den ve srovnéani s Zivymi,
kontrolnimi larvami v ten samy den, coZ je hodnota SS7=4, SS7=3, 8S7=2 a SS7=1 predstavuje
velikost 75 %, 50 % a 25 % oproti zivym larvam, které maji kontrolni hodnotu 4. V nasledujici
tabulce 1 jsou shrnuty ziskané vysledky od viech péti kment, u kterych byla mortalita 100 %.
Dale, mrtvé larvy mély 12,5% velikost oproti zivym kontrolnim larvam.

Tabulka 1

Aktivita Diabrotica undecumpinstata v celé kultivaéni Zivné smési

Kmen % mortality SS7
EMCC-0077 100 0,5
EMCC-0078 100 0,5
EMCC-0079 100 0,5
EMCC-0080 100 0,5
EMCC-0081 100 0,5

Priklad 3: Lokalizace aktivity Diabrotica undecimpunstata

Za Gdelem stanoveni zda aktivita Diabrotica undecipunstata je spojena s delta—endotoxinem/-
sporami nebo supernatantem, bylo odebrdno 2,5ml celkové kultivované smési kmenu
EMCC-0077, EMCC-0080, EMCC—0081 a NB 125 (Bacillus thuringiensis subspecies
tenebrionis péstovany za identickych podminek) a odstfedi se na centrifuze Sorvall RC-5B pfi
15 000 otakach za minutu (rotor Sorvall SS34) po dobu 15 minut, ¢imz se oddéli supernatant
a &astice. Krystalické delta—endotoxiny + spory se ziskaji z&astic. Delta-endotoxiny
produkované Diabrotica undecimpunstata-aktivnim B.t. izolitem EMCC-0077 maji molekulové
hmotnosti 66 000 (66kD), 29 000 (29kD) a 12 000 (12kD), jak je definovano v SDS-PAGE.
Delta—endotoxiny, produkované Diabrotica undecimpunstata—aktivnim  B.t. izoldtem
EMCC-0078 maji molekulové hmotnosti 153 000 (153kD), 77 000 (77kD), 67 000 (67kD),
50 000 (50kD), 42 000 (42kD), 34 000 (34kD), 30 000 (30kD) a 241000 (241kD), jak je
definovano v SDS-PAGE. Delta—endotoxiny, produkované Diabrotica undecimpunstata—
aktivnim B.t. izolastem EMCC-0079 maji molekulové hmotnosti 135000 az 145 000 (135kD
a 145kD), jak je definovano v SDS-PAGE. Delta—endotoxiny, produkované Diabrotica
undecimpunstata—aktivnim  B.t.  izolstem EMCC-0080 maji ~molekulové hmotnosti
94 000 (94kD) a 40 000 (40kD), jak je definovano v SDS-PAGE. Delta—endotoxiny,
produkované Diabrotica undecimpunstata—aktivnim B.t. izoldtem EMCC-0081 maji molekulové
hmotnosti 129 000 (129kD) a 32 000 (32kD), jak je definovano v SDS-PAGE.

KaZdy supernatant (2,5 ml) ziskany pii shora uvedené centrifugaci se prenese do 50ml poly-
propylenové testovaci trubice. Castice se pak resuspenduji ve 2,5 ml sterilni destilované vody
a prenesou do samostatné 50ml polypropylenové testovaci trubice. Do testovacich trubic, jez
obsahuji bud’ supernatant nebo resuspendované ¢astice se poté prida potravni vzorek Diabrotica
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undecimpunstata aZz na kone¢ny objem 25 ml. Zbylé kroky biologického testu jsou identické
s kroky uvedenymi vyse. Vyhodnoceni je op&t shodné s tim, Jak bylo uvedeno vyse.

Vysledky, jak je vidét v tab. 2 ukazuji, e Diabrotica undecimpunstata ma aktivitu u kmend
EMCC-0077, EMCC-0080 a EMCC-0081 pfitomnou ve viech supernatantech, pfiéemz mala
aktivita Diabrotica undecimpunstata od znimych kmeniti Bacillus thuringiensis subspecies
telebrionis je soustiedéna v &asticich (spory + krystalicka &ast).

Tabulka 2: Aktivita Diabrotica undecimpunstata v supernatantu a v &sticich

Kmen Frakce % mortality nejlepsi Géinnost

EMCC-0077 supernatant 100 0,5
Castice 10 3,0

EMCC-0080 supernatant 100 0,5
Castice 0 4,0

EMCC-0081 supernatant 100 0,5
Castice 0 3,0

NB 125 supernatant 0 3,0
Castice 50 1,5

Priklad 4: Uginnost viigi Leptinotarsa texana

Po filtraci pfes membranu 0,2 mikrometri byl supernatant zkmene EMCC-0080 ziskany
zprikladu 1 pouzit pro test na G&innost vii¢i broukam. Zfiltrovany supernatant sz aplikuje na
vajicka v objemu 1,87.107 Vm’ (20 galond na akr). Redéni byla 0,1 ku I, I ku 4, | ku 8
(supernatant: deionizovana voda, objemové). Larvy Leptinotarsa texana byly vystaveny piisobeni
prostiedkil podle nésledujiciho standardniho postupu. Kazda rostlina byla opatfena 20 larvami
Leptinotarsa texana. :

Vysledky, jak jsou uvedeny v nésledujici tabulce 3 ukazuji, ze zfiltrovany supernatant
EMCC-0080 je aktivni vii¢i Leptinotarsa texana.

Tabulka 3: Uginnost vigi Leptinotarsa texana EMCC—-0080

Kmen Redéni % mortality
EMCC-0080 0 95

1:1 55

1:4 20

1:8 0
neosetfena
kontrola

0

Priklad 5: Synergicky efekt EMCC—0080 a NOVODOR™

Vysledky, jak ukazuje tabulka 3 shora naznaduji, Ze supernatant EMCC—0080 Jje nedcinny sim
0 sob€ pfi fadéni 1:8 objemové. Pokud v3ak oSettime rostlinu 1,25% nebo 2,5% 10x koncentro-
vanéj§im supernatantem EMCC-0080 v kombinaci s 200 mikrogramy NOVODOR™ (Novo
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark) na mililitr, ziskame synergicky efekt, ktery se projevi silnym
poklesem LCso a LCyo NOVODORu™. Data jsou uvedena v nasledujici tabulce 4.
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Tabulka 4: Synergicky efekt EMCC—-0080 a NOVODOR™

Vzorek LCs (ug/g)' LCo (ng/g)’ zesileni®
NOVODOR™ 642 4,286 1,55
" +1,25% EMCC0080 250 1,292 1,79
" +2,5% EMCC0080 98 490 1,83

Vysvétlivky k tabulce 4

koncentrace, ktera zabiji 50 % cilové hmyzi populace
koncentrace, ktera zabiji 90 % cilové hmyzi populace

> narast % mortality v logaritmické koncentra¢ni kfivce

Piiklad 6: Cisténi u¢inné latky aktivni viiéi $kiddciim fadu Coleoptera, produkované B.t. kmenem
EMCC-0080

B.t. kmen EMCC-0080 byl p&stovan po dobu 24 hodin pfi 30 °C v zivném médiu obsahujicim
nasledujici smés v gramech na litr, pfi pH 7,0:

Maltodextrin 40g
Séjovy protein 40¢g
KH,PO, 1,8g
KzHPO4 4,5 g
MgSO,.7H,0 - 03g
- stopové prvky 0,2 ml

Buitky a jiné nerozpustné slozky byly zkultivagni Zivné smési B.t. kmene EMCC-0080
odstranény odstranénim s naslednou filtraci ziskaného supernatantu pfes Celit a 0,2 pm
membranu. Ziskany piefiltrovany roztok (permeat) se pak zahusti odpafenim na desetinu.

Cisténi aktivni latky, které vychazi z 10x zahu3téného filtratu se provadi pomoci 4 purifikacnich
stupiii. V priibdhu &i3téni se monitoruje aktivita povrchovym testem na Diabrotica
undecimpunstata, jak je popsano shora, a &istota se kontroluje kapildmi elektroforézou, jak je
popsana v ptikladu 8. Viechny chromatografické stupné vyuzivaji detekce pfi 226 nm.

Konkrétng se povrchovy test provadi nasledovng. Vzorky 10x zahu3téného filtratu se aplikuji do
jednotlivych otvorti mikrotitrové desky a obsahuji 200 mikrolitr(i zpevnéné umeélé hmyzi potravy
na jednu prohlubefi. V této podob& se potom na vzduchu vzorky susi. Dva az Ctyfi Cerstve
vylihnuti jedinci Diabrotica undecimpunstata se jemné umisti do kazdé prohlubng. Mikrotitrové
desky se pak zatésni Mylarem s ponechanim otvorli pro vyménu vzduchu a inkubuji se pfi 30 °C
a 80% relativni vlhkosti. Hodnoceni % mortality se provede po péti dnech.

V prvnim stupni se 10x koncentrovany filtrat nejprve pecistil na SP Sephadexu C-25 (catex) na
chromatografické kolong 5x30 cm. Ziskanych 450 mililitrd 10x koncentrovaného filtratu se
rozpusti v 18 litrech deionizované vody a uvede se na zaCatek kolony, ktera je piedtim uvedena
do rovnovahy 20 mM amoniumacetatovym pufrem pfi pH=5. Kolona se eluuje rychlosti
18 mililitri za minutu celkem 5 litry roztoku s kontinualnim gradientem od 20mM do 0,5M
amoniumacetitovym pufrem pfi pH=5. Frakce po 10 ml se sbiraji, testuji, a stanovi se jejich
gistota. Uginné frakce se spoji (zhruba 150 ml), lyofilizuji a znovu rozpusti v deionizované vodé
na asi 1/5 pivodniho objemu.

Ve druhém stupni se vezme 25 mililitril vzorku z 1 stupné a pfivadi se na kolonu BioRad P2
(extra jemna o velikosti 5x100 cm), ktera je piedtim uvedena do rovnovahy deionizovanou
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vodou. Kolona se eluuje pi pritokové rychlosti 1 ml za minutu deionizovanou vodou. Frakce po
10 ml se sbiraji, testuji a zkouseji se jejich &istota kapilarni elektroforézou. Uginné frakce se spoji
(zhruba 400 ml).

Ve tietim stupni se ziskanych 400 ml z druhého stupné rozpusti v 16 1 deionizované vody, tento
roztok se uvadi na kolonu Pharmacia S Sepharose Fast (silny katex) o rozmérech 5x30 cm, ktera
Je pfedem uvedena do rovnovahy 20mM amonium acetatovym pufrem p¥i pH=5,0. Kolona se
eluuje pfi pritokoveé rychlosti eluéniho &inidla 17 ml za minutu 5 litry pfi kontinualnim gradientu
od 20mM do 0,5M amonium acetdtovym pufrem pii pH=5. Frakce po 20 ml se sbiraji, testuji
a zkousi na &istotu. Uginné frakce se spoji (zhruba 250 ml) a pak lyofilizuji do sucha za G¢elem
odstranéni tékavého amonium acetatového pufru.

Ve &tvrtém stupni se lyofilizovany spojeny podil ze tietiho stupné rozpusti ve 400 ml
deionizované vody, roztok se uvadi na kolonu BioRad Chelex 100 o rozmérech 0,9x30 cm, ktera
Je pfedem uvedena do rovnovahy 20mM pufrem mravendanu amonného pfi pH=4,0. Kolona se
eluuje pfi pritokové rychlosti 5 ml za minutu 2.4 litry pfi postupném gradientu 0,02: 0,1; 0,2;
0,35; 0,5; 1,0M pufru na bazi mravenganu amonného pii pH=4. Frakce po 20 ml se sbiraji, testuji
a zkousi se jejich Cistota. Uginné frakce se spoji (zhruba 300 ml) a pak lyofilizuji do sucha pro
odstranéni tékavého pufru na bazi mraven¢anu amonného. Kapilari elektroforéza ukazuje
¢istotu materialu, u€inného viici skideim tadu Coleoptera, ktery zahrnuje dvé latky, Ia a Ib.

Ptiklad 7: Stanoveni struktury latky G&inné vigi skidcam fadu Coleoptera

Struktury sloucenin Ia a Ib se stanovi spektroskopickymi daty jeiich acetylovanych derivati
(derivity A a B.

Smés Ia a Ib o hmotnosti 114 mg se acetyluje v 5 ml pyridinu pomoci 5 ml acetanhydridu
a krystalii 4-dimethylaminopyridinu jako katalyzatoru po dobu 24 hodin pfi teploté mistnosti
a pak se Cisti pomoci semipreparativni RP~C;sHPLC. 5 mg vzorku ve 25 pl se uvadi na kolonu

aeluuje rychlosti 4 ml za minutu smési 80 % vody-20 % acetonitrilu. Detekce se provadi
pii 254 nm.

NMR spektroskopické data se ziskaji pro derivat A a indikuji pfitomnost 14 uhlikd a 17 protond.
Nicmén€ spektralni data hmotové spektroskopie naznauji molekulovou hmotnost 652 a vzorek
CasHyoNeOy, (pfesna hmotnost je 653,2801, MH+, vypoctena 653,2782). Proto byla slouéenina
urCena jako symetrickd, kdy jenom polovina molekuly se projevi na signalu NMR.

Pomoci NMR se také pozorovalo nékolik spinovych systémi. Centralni pyrazinovy kruh,
substituovany v poloze 2 a 5 byl indikovén vysokym polem protonovych singletl pfi 8,6 ppm
(H-3 a H-6), které ukazuji spojeni viech uhlikovych atomi v kruhu i s prvnim uhlikem
postranniho fetézce (c-7). Postranni ttiuhlikovy fetézec je acetylovan v obou polohach 7
a 8 methylenem v poloze 9. Bylo zji$téno, Ze uhlik 9 mé navaznost s uhlikem esteru a ester byl
determinovan jako ¢4st alaninu, ktera je acetylovana na aminokyseliné.

Struktura derivatu B se li8i v jedné pozici od derivatu A. V jednom postrannim fetézci derivitu B
neni C-7 uhlik acetylovan ani pfipojen ke kysliku, ale bylo zjisténo, Ze jde o methylen. Druhy
postranni fetézec je identicky jako je tomu u derivatu A. Tento rozdil v pouze jednom kysliku Ize
také pozorovat v hmotnostnich spektralnich datech. Data hmotnostni spektroskopie stanovuji
presnou molekulovou hmotnost na 595,2722 (MH+, vypoéteno 595,2727) pro derivat B, coz
indikuje vzorec CyHigNgO)o. Optické hustoty derivati A a B jsou nésledujici: Derivat A
[2]p27=—6,9 °C a derivat B [a]p27 =32 °C. Plné potvrzeni 'H a *C NMR dat se provede
pomoci rozkladu, COSY, HMQC a HMBC. Data jsou uvedena v tabulce 5.
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Poloha 'H (mult. integ. interakéni konstanty) e
Derivat A Derivat B A B
2 152,9 154,7
3 8,6 (s, 1H) 8,54 (s, 1H) 144,2 1444
5 152,9 151,1
6 8,6 (s, 1H) 1442 145.6
7 5,84 (d, 1H, J=7,4 Hz) 2,95 (dd, 1H, J=13,9; 9.2) 74,0 37,5
3,10 (dd, 1H, J=13,9; 4.8)
8 4,72 (m, 1H) 4,48 (m, 1H) 52,1 50,2
9 424 (dd, 1H, J=11,5;6,7Hz) 4,11 (dd, 1H, J=11,4; 6,7) 63,5 66,3
4,30 (dd, 1H, J=11,5;6,7 Hz)
10 174,8% 174,7
11 4,20 (g, 1H,J=7,1 Hz) 4,20 (m, 1H) 50,3 498
12 1,2 (d, 3H, J=7,1 Hz) 1,17 (4, 3H, J=7,3) 17,8 18,1
13 5,84 (d, 1H, J=7,4 Hz) 5,80 (d, 1H, J=7,4) 74,0 73,9
14 4,72 (m, 1H) 4,70 (m, 1H) 52,1 52,1
15 4,24 (dd, 1H, J=11,5; 6,7 Hz) 4,20 (m, 1H) 63,5 63,6
4,30 (dd, 1H, J=11,5; 6,7) 4,30 (dd, 1H, J=11,6; 6,8)
16 ' 174,8% 174,7
17 4,20 (g, 1H, J=7,1 Hz) 4,20 (m, 1H) 50,3 50,4
18 1,2 (d, 3H, J=7,1 Hz) 1,20 (d, 3H, J=7,3 Hz) 17,8 17,8
19 171,4% 171,4
20 2,1 1,97 20,6™ 20,6
21 172,9% 172,4
22 2,0" 2,02 20,5" 22,5
23 172,3% 172,5
24 1,95 2,09 22,57 22.6
25 172,3% 172,9
26 1,95 2,03 225" 20,7
27 172,9% 171,4
28 2,0 1,95 20,5 20,6
29 171,4%
30 2,1 20,6™

*

» . , . - ,
, 4 —signaly jsou zaménitelné

Hmotnostni spektra slougenin Ia a Ib poskytuji dva molekularni ionty 400 a 384. Od téchto dat

lze odvodit, e vzorec molekuly sloudeniny la je CiH,sN¢Os a slouCeniny Ib je Ci¢H2NgOs,
Struktury Ia a Ib jsou ur&eny porovnanim NMR dat derivatu A a derivitu B s NMR daty smési la
a Ib. Struktury jsou nasledujici:

-15-




15

30

35

40

45

50

55

CZ 291438 B6

la: R, R], Rg, R3 =H
Ib: R, R], Rz = H, R3 = 0OH

Vlastnosti slou¢enin Ia a Ib a jejich acetylovanych derivatd jsou shrnuty dale:

Derivat A:

Molekulova hmotnost: 652

Empiricky vzorec: CsHioN¢O1>

UV (MeOH): 275,310 nm

MS (FAB): (M+H) m/z 653,2801, kalc. 653,2782
Derivat B:

Molekulova hmotnost 594

Empiricky vzorec: CasH3sNgOyo

UV (H,0): 275,310 nm

MS (FAB): (M+H) m/z 595,2722, kalc. 595,2727
Ia:

Molekulova hmotnost: 400

Empiricky vzorec: C16H2sNOs

UV (MeOH): 275,310 nm

MS (FAB): (M+H) 401

Ib:

Molekulova hmotnost 384

Empiricky vzorec: CisHsNsOs

UV (H,0): 275,310 nm

MS (FAB): (M+H) 385

Ptiklad 8: Stanoveni mnoZstvi sloucenin Ia a Ib ve fermentaénich smésich.

B.t. kmen EMCC-0080 se namnoZi postupem popsanym v piikladu 1. Koncentrace slougenin Ia
a Ib ve fermentani smési se stanovi kapilarni elektroforézou. Konkrétng se pro stanoveni
mnoZstvi vyuzivd kapilarni elektroforézni systém BioRad Biofocus 3000 s nepovlecenou
kapilarou (50 pm x 50 cm), 0,1 M fosfat pFi pH 2,5, napéti 20 kV, pozitivni a2 negativni polarita,
detekce pfi 200 nm. Byla pouzita druha injektdZ vzorku o objemu 30 mikrolitrd za tlaku
34,475kPa (5 psi). Doba analyzy je 10 minut u slou¢enin Ia a Ib eluovanych pfi 6,0
a 5,9 minutach.

Alternativné se pouzije kapilarni elektroforézni systém Beckman P/ACE 2100 s nepovlegenou
kapilarou 50 mikrometrd x x 45 cm, 0,1 M fosfatovy pufr pti pH 2,5, napéti 20 kV, pozitivni a2
negativni polarita, detekce pfi 200 nm. Byl pouzit vzorek o objemu 30 mikrolitrG s deseti-
sekundovou tlakovou injektazi. Doba analyzy je 10 minut u slouéenin Ia a Ib, které se eluuji
7,0 a 6,7 minut.

Buiiky a dal3i nerozpustné soucasti se odstrani z kultury odstfedénim a filtraci pres celitovou
0,2 mikrometrovou membranu. Vysledny supernatant se analyzuje kapilarni elektroforézou, jak
Je uvedeno shora. Vysledky ukazuji, Ze slougeniny Ia a Ib jsou kazda pfitomny v mnoZstvi asi
90 mg na jeden litr kultivaéni Zivné smési.
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Priklad 9: Stanoveni udinnosti sloudenin la a Ib

Relativni u¢innost surové smési sloucenin Ia a Ib (zhruba 1:1 hmotnostn€) se stanovi pomoci
Leptinotarsa texana testu a srovnanim mortality spojené s piipravou vnitfniho standardu Bacillus
thuringiensis subspecies tenebrionis. Foliarni test se provadi pro stanoveni u¢inku surové smési
sloutenin Ia a Ib Leptinotarsa texana. Pro provedeni folidrniho testu se standardy navazi do
50ml odstiedivkovych nidob a rozmachaji se s deionizovanou vodou obsahujici 0,1 % Tweenu
20. 1,200 mg standardu Bacillus thuringiensis subspecies tenebrionis se suspenduje na finalni
koncentraci 12 000 pg/g. Testované vzorky (tj. NOVODOR™ a NOVODOR™ se slougeninami
Ja Ib) se zpracuji podobnym zpiisobem dokud pomér nalezeny testem ukazuje, ze dodand davka
je prili§ vysoka nebo pfili3 nizka k ziskani dostate¢n& pritkaznych dat, jestlize v tomto pfipadé
koncentrace primarniho roztoku vzroste nebo klesne zménou mnozstvi rozpoustédla pridaného
k vychozimu roztoku. Kazdy ze vzorki se pak homogenizuje 30 sekund s pomoci homogenizéru
Virtis a plsobi se na n&j ultrazvukem po dobu 20 sekund s pfikonem 100 W a pomoci
ultrazvukového homogenizéru Braunsonic 1510. Kazdy z roztoki se pak zfedi pomoci Hamilton
Microlab 1000 tak, aby se ziskala fada sedmi zfedéni, 3000, 2000, 1333, 857, 545, 364
a245 pg/ml v celkovém objemu 16 ml. Kazdy ztéchto 16 ml vzorkd se aplikuje na zhruba
0,186 m” (288 &tverednich palcil) rostlinnych listd pomoc1 rozprasovage Devries Linear Track
sprayer, kalibrovaného pro dodavani 1,87. 1072 I/m® (20 galonti na akr). Kontrolni listy se
postfikuji 16 m! deionizované vody. Listy se susi na vzduchu a pak se umisti na hrdlo 28,35 g
(1 uncového) &istého plastového pohérku, ktery obsahuje Ssekundovy instar Leptinotarsa texana.
Poté se umisti poklopy, které se stlagi, odfizne se krouzek o priméru 4 cm a zatésni se uvnitf
poharku. Pohéarky se pak oto¢i a larvy spadnou na oSetfeny povn,h listd. Pro kazdé ze sedmi
zfeddni se pripravi 8 poharkii. Poharky se pak uloZi k sobg, ozna¢i, umisti na podlozky a inkubuji
3 dny p#i 30 °C a 65% relativni vihkosti. Téchto 56 pokusnych poharki a 8 kontrolnich pohérki
pfedstavuje 1 biologicky test.

Po trech dnech se vyhodnoti mortalita hmyzu. Kazdy z pohdrki se umisti do ostrého proud&ni
a larvy, které se nepohybuji se pogitaji za mrtvé. Vypotte se procento mortality a data se zpracuji
statistickou analyzou. Vyhodnoti se zvy3eni Gginnosti LCsy, LCo, koeficient prikaznosti
a odhadne se synergie.

Pro stanoveni u&innosti se rozpusti surova smés, testuje a srovna se se standardem Bacillus
thuringiensis subspecies tenebrionis, ktery je hodnocen d¢innosti 20 000 LTU/g (Leptinotarsa
texana Units/gram).

Vysledky G&innosti jsou uvedeny v tabulce 6 a ukazuji, Zze surovd smés sloucenin Ia a Ib

(1:1 hmotnostn&) ma G&innost 75,555 LTU/g aktivni pfisady pfi LCs=70 pg/ml (1,8 mg celkové
G&inné slozky na ml).

Tabulka 6: U&innost smési slouéenin la a Ib

Vzorek LCso pg/ml odhadnuta u€innost
Ia/Ib smés 70 75,555 LTU

Priklad 10: Potenciace krystalického delta endotoxinu Bacillus thuringiensis subspecies
tenebrionis slou¢eninami la a Ib.

Schopnost slou¢enin Ia a Ib nésobit (potenciovat) insekticidni aktivitu krystalického endotoxinu

Bacillus thuringiensis subspecies tenebrionis vigi Leptmotarsa texana byla stanovena pro
surovou smés sloudenin Ia a Ib, pfidanim k NOVODORu™ a stanoveni LCs, cestou paralelni
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srovnavaci analyzy. Folidrni testy se provadély na Leptinotarsa texana, jak je popséno v ptikladu
9, aby se zjistila trovei potenciace dosaZen4 pridanim slou€enin la a Ib k NOVODOR™. Surova
smés sloucenin la a Ib se prida k preparatu NOVODOR™, Roztoky se postupné ziedi pomoci
Hamilton Microlab 1000, aby se ziskal soubor vzorkii o zfedéni NOVODOR™ o hodnotach
1000,0, 666,7, 444,4,285,7, 181,8,121,2 a 80,0 pg/g. Dvé rozdilna ziedéni smési la a Ib se
pfipravi na zékladé sedmi postupnych zfedéni obsahujicich 72,0, 48,0, 32,0, 20,6, 13,1, 8,7
a5,8ug/g (2,5% objemové s 1000 pg/g NOVODOR™) a 36,0,24,0, 16,0, 10,3, 6,5, 4,4
22,9 pg/g (1,25% objemov& pfi 1000 pg/g NOVODOT™) Byly pfipraveny &isté vzorky
(bez slouCenin Ia a Ib) a souCasné s tim referen¢ni latky. LCs parovych &istych vzorkd bylo
rozd€leno potenciovanymi hodnotami LCsq, pro zmenSeni LCso smési slougenin Ia a Ib. Vysledky
Jsou uvedeny v tabulce 7 dale a indukuji, Ze surova smés sloudenin Ia a Ib potenciuje insekticidni
aktivitou NOVODORu™ viigi Leptinotarsa texana.

Tabulka 7: Potenciace NOVODORu™ se smési slougenin Ia a Ib viii Leptinotarsa texana:

vzorek LCso pg/ml potenciaéni faktor
NOVODOR™ 642 0
NOVODOR™+1,25 Ta/Ib 250 2,6
NOVODOR™+2,5% Ia/Ib 98 6,5

Priklad 11: Uginnost smési slougenin Ia a Ib viii broukim Ips calligraphus a Dendroctonus
frontalis

Byla urena toxicita surové smési slou¢enin Ia a Ib vigi témto broukiim (Ips calligraphus
a Dendroctonus frontalis). 3 ml surového roztoku slougenin Ia a Ib (1,8 mg aktivni slozky na ml),
se pridaji ke 5 gramim zmrazeného suseného lyka kadidlové borovice a k sedmi mililitrim
destilované vody. Kontrolni potrava se pFipravila z 10 ml vody. Potrava byla rozdélena na tfi
Petriho misky a pro 5 aZ 10 dospélych broukii Ips nebo nedavno vylihlych brouki Dendroctonus,
ktefi se umisti do kazdé misky. tfi nezdvislé skupiny oetfenych vzorkd potravy a kontrolnich
vzorkil potravy byly kolonizovany 10 az 20 hmyzimi jedinci. Petriho misky byly inkubovény ve
tme pfi 25 °C a byl spo&itan pocet mrtvych jedincii po 4, 7 a 10 az 12 dnech od umisténi na
potravu. Data jsou uvedena formou priméru ze tfi nebo &tyf odd&lenych opakovani pro kazdy
hmyzi druh v nasledujici tabulce 8 a 9:

Tabulka 8: Hodnoceni smési slou¢enin Ia a Ib viigi Ips caligryphus:

OSetreni Dny po o3etf. pocet jedincii pocet mrtvych  Primérné % mortality
Kontrola 4 20 0 0

Kontrola 7 20 0 0

Kontrola 10 20 1 3

la/Ib 4 20 1 5

Ia/Ib 7 20 7 35

Ta/Ib 10 20 20 100

Vysledky testu pro Dendroctonus frontalis jsou uvedeny v tabulce 9, a ukazuji, Ze smés sloudenin
Ia/Ib je insekticidni.
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Tabulka 9: Hodnoceni smési slou¢enin Ja/Ib viié¢i Dendroctonus frontalis

Osetfeni Dny po oSetieni  podet jedinci  pocet mrtvych  Priimérné % mortality
Kontrola 4 14 az 20 0 0

Kontrola 7 14 az 20 1 7

Kontrola 10az 12 14 az 20 3 16

la/Ib 4 10 az 20 | 5

Ia/Ib 7 10 az 20 1 5

la/Ib 10 20 14 83

Priklad 12: U&innost viiéi Popillia japonica (Japanese Beetle)

Surova smés slougenin Ia a Ib byla testovana na pesticidni G&innost vii¢i tfetimu instaru Popillia
japonica. Koteny viceletého jilku (11 dni starého) byly ponofeny do surové smési sloucenin Ia
alb (1,8 mg latky Ia a Ib na 1 ml) a ponechany &aste¢né schnout. Poté se umisti jedna larva
tretiho instaru Popillia japonica do nadoby s nékolika o3etfenymi kofeny. Po 24 hodinich byly
umistény do nanosu jilové piidy Wooster. Kontrolni kofeny se ponofi do vody a neoSetfené
kontroly tvofi larvy, umisténé ptimo do pidy prvni den. Nadoby se inkubuji ve tmé& pfi 25 °C
a spotitaji se mrtvé larvy po 7,10, 21,28 a 36 dnech a jako vysledek se uvede korigovana
mortalita: (PFeZiti kontroly—PreZiti oSetfenych)/PFeziti kontroly) x 100 %). Celkem se pouZije pro
kazdé o3etfeni 25 larev. Vysledky, jak jsou uvedeny v tabulce 10, demonstruji, Ze surova smés
slougenin Ia a Ib je (¢inna vidi tietimu instaru Popillia japonica.

Tabulka 10: U&innost latek Ia a Ib viiéi Popillia japonica:

pokus hodnota - 7 dni 10dni 21dni 28dni 36dni
neo3etfeno pocet mrtvych 2 2 4 5 5
voda (kontr.) polet mrtvych 2 3 8 10 11
% kontroly 0 43 19 25 30
laalb pocet mrtvych 6 8 13 14 15
% kontroly 17,4 26,1 42,9 45 50

Priklad 13: Uginnost viéi Epilachna varivesis

Pesticidni G&innost vaéi larvam tietiho instaru larev Epilachna varivesis se vtomto testu
stanovuje u surové smési sloutenin Ia a Ib. Izolovana kolonie dospélych jedinci Epilachna
varivesis se udrzuje potravou tvofenou séjovymi boby v terariu pfi osvétleni v poméru 16:8, pfi
27°C (80 °F) a pii 50% relativni vlhkosti. Hmota vaji¢ek se sebere a vajicka se ponechaji
vylihnout na Petriho miskach, obsahujicich vihky bavinény tampon a listy me&siCnich fazoli. Po
dvou dnech byly odebrany larvy ve stadiu druhého instaru a pouzity pro listovy ponofovaci test.
test se provadi tak, Ze se nejprve listy sklidi, fapiky jednotlivych listi se postrli gumovou
piepazkou do péstebni nadoby s obsahem 4 ml vody. Jednotlivé listy se potom namoci v sekvenci
zfedénych G&innych smési koncentraci surového materialu s obsahem sloucenin la a Ib 0 az 12%
objemové. Po uschnuti listil se na né po 8 az 10 kusech umisti larvy Epilachna varivesis ve stadiu
druhého instaru. Poté se hmyz, listy a péstitelské trubice umisti do papirovych poharki
o hmotnosti 682 g (22 unci) a pokryji se jemnym sitem. Tyto poharky se ponechaji ve stejné
komote, ktera byla pouZita pro chov kolonie broukii. Kazdé dva dny se pohérky z chovné komory
vyndaji, larvy se zkontroluji a listy se nahradi Cerstvé oSetfenymi listy. Test se ukonéi po osmi
dnech.

Vysledky, které jsou uvedeny v tabulce 11, ukazuji, Ze surova smés slou¢enin la a Ib je uginna
vi&i larvam Epilachna varivesis.
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Tabulka 11: Zavislost mortality Epilachna varivesis na davce:

Dny po osetieni LCso % 95% odvozena ucinnost
spodni homi
4 5,6 2,58 10.65
6 2,12 3,03 9,37
8 1,94 0,75 2.81

Pfiklad 14: Polni pokus s Leptinotarsa decemlineata (mandelinkou bramborovou)

Je testovana Uginnost vii¢i Leptinotarsa decemlineata na bramborich (varieta Kathadin) se
surovou smési slougenin Ia a Ib pfi aplikaci 20 (50), 40 (100), 60 (150) a 120 (300) g’ha (g/akr)
v kombinaci s NOVODORem™, jehoZ koncentrace E%IIa 0,2 (0,5), 0,4 (1,0) I/ha (kvarti/akr),
pfiCemz byl samostatné aplikovin i NOVODOR™ v koncentracich 0,2 (0,5). 0,4(1,0)
a 0,8 (2,0) Vha (kvarti/akr). Ogetfeni se provadi dvakrat za 7 dni pomoci pienosného CO,
postfikovace, vybaveného systémem se tfemi konickymi rozstéikovacimi tryskami TXVX-12 na
Jednu fadu a kalibrovanym pro dodéni 32 GPA pFi rychlosti 4,8 km/h a tlaku 386 kPa (56 psi).
KaZdé oSetfeni se opakuje &tyFikrat na parcelkich o dvou fadach (vzdalenost mezi fadkami
0,86 m (34 inch) o délce jednoho bloku 7,62 m (25 stop). Byli poitani dospélci a larvy
Leptinotarsa decemlineata bez poskozovani listd na celé délce Fadky 15,2 m (50 stop) v jedné
parcelce.

Vysledky, jak jsou uvedeny na obr. 3, ukazuji, e surova smés slougenin Ia a Ib ma vyznamny
synergicky efekt pfi spolegném pouziti s prosttedkem NOVODOR™ na bramborach. Pii 0,2 I/ha
(0,5 kvarti/akr) NOVODORu™ Ize zaznamenat potlageni 21 %, zatimco pFi 20 g/ha (50 g/akr)
surové smési sloucenin Ja a Ib se dosahne potlageni 13 %. Avsak kdyz se pak pouzije kombinace
prosttedku NOVODOR™ se surovou smési slougenin Ia a Ib ve stejnych koncentracich, dosahne
se potlaceni 81 %. Obdobn¢ aplikaci 40 g/ha (100 g/akr) samotné surové smési sloucenin Ia a Ib
se dosdhne 28% potlageni, aplikaci 0,2 I/ha (0,5 kvarti/akr) samotného NOVODORu™ dojde
k 21% potlateni a pifi kombinovaném pouziti téchto prostredkid pii stejnych koncentracich
vzroste procento potladeni na hodnotu 81 %. Kromé toho spole¢né aplikace 20 g/ha (50 g/akr)
surové smési sloudenin la a Ib a 0,4 /ha (1,0 kvarti/akr) NOVODORu™ umozni dosahnout
vzriist potlateni na 88 %.

UloZeni mikroorganismi

Podle Budapest'ské dohody o uklidani mikroorganismii pro Géely patentového fizeni byly
v mezinarodni sbirce s adresou Agricultural Research Service Patent Cultura Collection Northern
Regional Research Center (NRRL), 1815 University Street, Peoria, Illinois, 61 604, OSA, ulozeny
nésledujici kmeny Bacillus thuringiensis: :

Kmen Sbirkové &islo Datum ulozeni

EMCC-0077 NRRL B-21090 10.5. 1993
EMCC-0078 NRRL B-21091 10.5. 1993
EMCC-0079 NRRL B-21092 10. 5. 1993
EMCC-0080 NRRL B-21093 10. 5. 1993
EMCC-0081 NRRL B-21094 10. 5. 1993

Kmeny byly uloZeny za podminky, Ze pfistup ke kulturam bude umoznén v priibéhu fizeni o této
patentové piihlaSce jen s povolenim Commisioner of Patents and Trademarks podle 37 C.F.R.
§§ 1.14 a 35, U.S.C. § 122. Depozita predstavuji v podstatd &isté kultury kazdého ulozeného
kmene. Jsou pfistupna, pokud to poZaduji zakony cizich zemi, pro ty zemé, ve kterych byl podan
analog pfedmétné pfihlasky nebo kde byla podana prihlaska z ni odvozena. Tomu je viak teba
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rozumét tak, Ze pFistupnost depozita v tomto smyslu neznamena licenci k vyuZivani pfedmétu
vynalezu pti omezeni patentovych prav, udélenych vladnim rozhodnutim.

Popsany a chrandny vynélez neni omezen jen na rozsah konkrétnich provedeni, ktera jsou
uvedena v popisu, nebot’ tato provedeni jsou minéna jako ilustrace nékolika aspektd vynalezu.
Jakékoliv ekvivalentni provedeni patii do rozsahu vynalezu. Také riizné modifikace, které muze
z popisu vynilezu vyvodit osoba znala v oboru, spadaji do rozsahu pfipojenych patentovych
narokii.

Rizné citované odkazy jsou svym popisem za&lenény v piihlasce jako celek.

PATENTOVE NAROKY

1. Kmen Bacillus thuringiensis NRRL B-21093 nebo jeho odpovidajici mutant, ktery ma
stejné vlastnosti, produkujici ii¢innou latku se strukturou I

0‘ Ry OR
\H\Nﬂ [N W NR,R,
HN
R RN rk‘/ N/ )\
b |

RO

@,

kde R, Ry, R, je vodik, R; je vodik nebo hydroxyl; s pesticidnim Gginkem a ktery je v super-
natantu z fermentace tohoto kmene.

2. Kmen nebo jeho mutant podle naroku 1, kde supernatant zuvedené fermentace

produkujiciho kmene zahrnuje uvedenou latku majici pesticidni GCinek proti hmyzimu skadci
fadu Coleoptera.

3. Kmen Bacillus thuringiensis NRRL B-21090 nebo jeho odpovidajici mutant, ktery ma
stejné vlastnosti, produkujici G¢innou latku se strukturou I

0 R OR
| .
\(LNH ( W NRR,
R,R,N Kk'/ N/ o /l\
N |

RO @,

kde R, R, R, je vodik, R; je vodik nebo hydroxyl; s pesticidnim Gginkem a ktery je v super-
natantu z fermentace tohoto kmene.

4. Kmen nebo jeho mutant podle naroku 3, kde supernatant zuvedené fermentace

produkujiciho kmene zahrnuje uvedenou litku majici pesticidni G¢inek proti hmyzimu 3kidci
fadu Coleoptera.
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3. Kmen Bacillus thuringiensis NRRL B-21091 nebo jeho odpovidajici mutant, ktery ma
stejné vlastnosti, produkujici uginnou latku se strukturou I

0 R OR
| .
NH [ N NR,R,
R,R,N (H/ N/ o,
RO OR | M,

kde R, Ry, R je vodik, R; je vodik nebo hydroxyl; s pesticidnim ginkem a ktery je v super-
natantu z fermentace tohoto kmene.

6. Kmen nebo jeho mutant podle naroku 5, kde supernatant zuvedené fermentace
produkujiciho kmene zahrnuje uvedenou latku majici pesticidni t¢inek proti hmyzimu $kidci
fadu Coleoptera.

7. Kmen Bacillus thuringiensis NRRL B-21092 nebo jeho odpovidajici mutant, ktery ma
stejné vlastnosti, produkujici a&innou latku se strukturou I

0 R OR
| .
\’,/LNH (I W NRR,
R,R,N H\(/ N/ o /k
. |

RO

@,

kde R, Ry, R; je vodik, R; je vodik nebo hydroxyl; s pesticidnim G&inkem a ktery je v super-
natantu fermentace tohoto kmene.

8. Kmen nebo jeho mutant podle naroku 7, kde supernatant zuvedené fermentace
produkujiciho kmene zahrnuje uvedenou latku majici pesticidni G&inek proti hmyzimu $kddci
fadu Coleoptera.

9. Kmen Bacillus thuringiensis NRRL B-21094 nebo jeho odpovidajici mutant, ktery ma
stejné vlastnosti, produkujici G&innou latku se strukturou I

0 Ry OR
| '
\,rl\NH E W NRR,
R,R,N H\(/ N/ o )\
. |

RO @D,
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kde R, Ry, R, je vodik, R; je vodik nebo hydroxyl; s pesticidnim G&inkem a ktéry je v super-
natantu z fermentace tohoto kmene.

9. Kmen nebo jeho mutant podle naroku 9, kde supernatant zuvedené fermentace
produkujiciho kmene zahrnuje uvedenou latku majici pesticidni i€inek proti hmyzimu Skudci
fadu Coleoptera.

10. Zpiisob potirani hmyzich 3kidcd druhi fadu Coleoptera, vybranych ze skupiny sestavajici
z Leptinotarsa decemlineata, Ips calligraphus, Dendroctonus frontalis, Epilachna varivestis
a Popillia japonica, zahrujici pisobeni pesticidni kompozice na $kidce, vyznacujici se
tim, Ze na hmyziho $kiidce piisobi kompozici zahrnujici u&inné mnoZstvi latky se strukturou I
definovanou v naroku 1, ktera ma pesticidni (Zinek proti hmyzimu $kidci fadu Coleoptera
a plisobi zaroveii s riznymi pesticidy produkovanymi mikroorganismy rodu Bacillus, pti¢emz
uvedena latka se ziskava ze supernatantu z fermentace kmene Bacillus thuringiensis vybraného
ze skupiny sestivajici zkmend NRRL B-21090, NRRL B-21091, NRRL B-21092,
NRRL B-21093 a NRRL B-21094 nebo jejich odpovidajicich mutanti a pesticidné G¢inného
nosice.

11. Zpisob zesileni pesticidni G&innosti pesticidii produkovanych mikroorganismy rodu Bacillus
pii plisobeni pesticidni kompozice na skiidce zahrnujici latku s pesticidnim GCinkem a pesticidné
uginny nosi¢, vyznaéujici se tim, Ze se na hmyziho 3kiidce fadu Coleoptera piisobi za
pouziti pesticidni kompozice, ktera zahmuje G¢innou latku struktury I definovanou v naroku 1,
kterd ma pesticidni G€inek proti hmyzimu $kidci fadu Coleoptera a pisobi zaroveii s riznymi
pesticidy produkovanymi mikroorganismy rodu Bacillus, pticemz uvedena latka se ziskava ze
supernatantu z fermentace kmene Bacillus thuringiensis vybraného ze skupiny sestavajici
z kmentt NRRL B-21090, NRRL B-21091, NRRL B-21092, NRRL B-21093 a NRRL B-21094
nebo jejich odpovidajicich mutanti, a pesticidné dginného nosi¢e v mnoZstvi a¢inném k zesileni
pesticidni G&innosti uvedeného pesticidu produkovaného mikroorganismy rodu Bacillus.

12. Zphsob ziskavani v podstaté &isté latky se strukturou definovanou v naroku 1, kterd ma
pesticidni Gginek proti $kiidciim Fadu Coleoptera a ktera pisobi proti Skiidcim zaroveii s riznymi
pesticidy produkovanymi mikroorganismy rosu Bacillus, vyzna&ujici se tim, Ze se
uvedena latka ziskava ze supernatantu z fermentace kmene Bacillus thuringiensis, vybraného ze
skupiny  sestavajici zkmend NRRL B-21090, NRRL B-21091, NRRL B-21092,
NRRL B-21093 a NRRL B-21094 nebo jejich odpovidajicich mutanti kultivovanim na
vhodném riistovém médiu uvedeného kmene Bacillus thuringiensis, u n&hoZ je v podstatd
veskera pesticidni i¢innost v supernatantu z fermentace uvedeného kmene, oddéli se supernatant,
pFidemz se ze supernatantu izoluje a ziska se v podstat& Cista (¢inné latka se strukturou L.

Konec dokumentu
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