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(54) NYUJTOTT HATASU BIOLOGIAI PESZTICIDET TARTALMAZ()
KESZITMENY £S ELJARAS A HATOANYAG ES A TERMELO SEJTEK

ELOALLITASARA
(5T)KIVONAT

A taldlméany tirgya nydjtott hatasi bioldgiai peszti- z6désc 1itjan kozvetve vagy kozvetleniil terhelt, &s
cidet tartalmaz peszticid készitmény, mely hato- kivant esctben kémiai reagensekkel kezelt peSZtICI—
anyagkent 0,01-95 tomcg%-banvagyaBacﬂlus thii- et tartalmazza a szokdsos hordozd-, vivé- és segéd-
ringiensis torzs vagy annak mutinsa vagy variénsa anyagokkal egyiitt.

delta-endotoxint tartalmazd, kémiai reagensekkel A talalmany targyahoz tartozika hatoanyag el6-
kezeltsejtjeit, vagy azEscherichia colivagy Pseudo- 4llitasara és azazt termel$ Escherichia coli és Pseu-
monas fluorescens térzsekbena Bacillus thiiringien- domonas fluorencens t6rzsek elGallitasara szolgald
sis dclta-endotoxinjat kodold heteroldg gén kifeje- eljardsis.

A leirds terjedelme: 12 oldal, dbra nélkiil
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A taldlmany tirgya nydjtott hatdsG biologiai
peszticidet tartalmazd készitmény és eljaras ahatd-
anyag és a termeld sejtek elGallitasara is.

A rendkiviili névekedés a mezGgazdasagi terme-
lékenységben tobb tényezd eredménye; ezek kozé
tartozik a mezdgazdasaggal, a jobb mindségii készii-
1ékekkel, amitragyak hozzaférhetGségével és a jobb
tulajdonsigd peszticidekkel kapcsolatos mddszerek
lényegesen jobbmegértése. Azutdbbi tényezéazon-
ban nem nélkiilozi az drtalmas vonzatokat sem, a
koérnyezetre valonegativ hatisa miatt. Ezértigen je-
lentds érdekek fiizGdnek a hatisos és a kornyezet
szempontjabol elfogadhatd peszticidek kifejleszté-
séhez.

A kornyezet 6kolégiaja szempontjabél elfogad-
hat6 peszticidek k6z6tt vannak a kiilénbozd mikro-
organizmusok, pl. a Bacillus thiiringiensis dltal ter-
melt fehérje-toxinok. A B. thiiringiensis lizituma-
nakvagy spérainakalkalmazasa peszticidként azon-
ban jelentds drnyoldalakkal is bir, A peszticid €élet-
tartama viszonylag révid a kornyezetben, igy sok-
szor alkalmazist igényel, hogy megfelels védelmet
nytjtson. Kovetkezésképpen ezek a peszticideknem
gazdasagosak, Osszehasonlitva a hagyomanyosabb
vegyi termékekkel, amelyeknek hosszabb ideig ma-
rad meg az aktivitisa. Az ¢lcttartam meghosszabbi-
tisa a foldeken komoly segitséget jelentene a biolo-
giai- vagy fehérje-toxin alapi peszticidek alkalma-
zdsénakkiterjesztésében.

Amint fentebb jeleztiik, tobb kovetelmény is van
a peszticidekkel szemben, amely kovetelmények a
mindenkori alkalmazissal kapcsolatosak. fgy pl.
tobb esetben kivanatos olyan peszticidekkel rendel-
kezni, amelyek hosszantart6 maradék aktivitissal
rendclkeznek a féldeken, ugyanakkor nem gyiilem-
lenek fel a kornyezetben. Ezenkiviil gazdasagi meg-
fontolasokbdl elényds olyan peszticidckkel rendel-
kezni, amelyeknek ésszeriien széles spektrumi a bi-
olégiaiaktivitisuk. A peszticideknek olyanlebomla-
si termékekkeé kell elbomlaniok, amelyek a kirnye-
zet szempontjibdl elfogadhatdk. Méis megfontoli-
sokkozt talaljuk pl. akiszerelhet8ség konnytiségét, a
peszticid-aktivitast, a stabilitdst kornyezeti hati-
sokra, pl. fényre, vizre, €6 szervezetre stb., és a ha-
tast a hasznos vagy drtalmatlan organizmusokra a
kornyezetben,

West, Crook és Burges: J. Invert. Path., 43, 150,
(1984), immunfluoreszcencias méodszert alkalmaz
B. thiiringiensisnek talajban torténd kimutatisira,
Megallapitisa szerint a vegetativ sejtek gyors expo-
nenciélis gorbe szerint tiinnek el; az életképes sejtek
autolizilnak; a hivel ellt sejteket a talaj-mikroor-
ganizmusok, pl. actinomycetes emésztik; és a paras-
pora kristalyok lassibb, nem-exponencidlis fligg-
vényszerint tiinnek el. Ugyanakkor azéletképesspd-
réak 91 napig aktivak maradtak, de csirdzis ezalatt
nem volt észlelhetd. A hével kezelt sejtek nem stabi-
lizdlddtak (rovid idG alatt eltiintek, mintaz életképes
sejtek), nem mutattak inszekticid hatést, és nincs is
emlitésilyen jellegii hatdsrél, vagy alkalmazisi terii-
letrél.

Westa Soil. Biol. Biochem., 16,357, (1984) cikké-
ben megéllapitja, hogy a kristélyos inszekticid akti-
vitdsdnak gyors csokkenése a talajban jelentds mér-
tékben cstkkenti a B. thiiringiensis talajban é16 kir-
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tevék elleni alkalmazhatdsdgat. A 4.265.880. lajsi-
romszim{ amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadal-
mi leirds €16 inszekticid patogének bedgyazisit irja
le koacervatum-mikrogyongyokbe. Az 51-5047.
lajstromszami amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi leiras fizikai-kémiai mbdszereket (példaul
hdokezelést, fagyasztast) ismertet B. thiiringiensis
sprik eldlésére olyan mddon, hogy ekdzben a toxi-
citas fcnnmaradjon.

A talilminy célja kompozicié mezégazdasigi
termények és termékek megvédésire a kartevaktél,
€s annak elGéllitdsa. A talalmany egyik megoldésa
szerint a toxint (peszticidet) termeld organizmusok
teljes, vagyisnem lizdlt sejtjeit kémiai reagensekkel
kezeljiik, hogy a sejtben termelt toxin aktivitdsat
meghosszabbitsuk, amikor a scjtet a célkirtevi(k)
kérnyczetében alkalmazzuk, A talilmény cgy mésik
megoldasa értclmében a peszticideket olyan médon
allitjuk eld, hogy cgy heterolog gént vezetiink be cgy
gazdasejtbe. A heteroldg gén kifejezédése — koz-
vetve vagy kozvetleniil -- a peszticid sejten beliili
termelddését és fennmaradasit eredményezi. Eze-
ket a sejteket kezeljiik azutin olyan médon, ahogy
fentebb leirtuk, olyan koriilmények kdzott, amelyek
meghosszabbitjik a sejtben termelt toxin aktivitd-
sat,amikorasejtcketa célkartevi(k) kornyezetében
alkalmazzuk, Azigylétrejétt termékmegbrzia toxin
toxicitisit. Ezeket a természetes modon bezart
peszticideket azutan ki lehet szerelni hagyoményos
technikikkal a cél kirtevdt befogad6 kornyezethez,
pl. talajhoz, vizhez és lombozathoz vald alkalmazis
céljaira.

A jelen taldlminy targyival sszhangban javitott
tulajdonsagi peszticideket — amelyek cgyéb el-
dnyeik mellett megnyijtott aktivitassal rendelkez-
nek -~ allitunk el6 Ggy, hogy a természetben el6for-
duld peszticid-termel$ mikroorganizmusokat mé-
dositjuk, vagy a gazdaszervezetben kifcjez6dni ké-
pes heteroldg gént befogadd peszticid-termeld mik-
roorganizmusokat, amely utdbbi mitroorganizmu-
sokban az emlitett gén kifcjezddésc kozvetieniil
vagy kozvetve peszticidek termelését ercdményeczi.
A jelentalalménymagibanfoglalja tovibbi azorga-
nizmusok kezelését olyan reagensekkel, amelyek
meghosszabbitjak a scjtben termelt toxin aktivita-
sit, amikor a sejtet a cél kartevé(k) kornyezetében
alkalmazzuk. Azigylétrejott termékmegdrzia toxin
toxicitdsat.

A peszticidck széles valasztékat Ichet elGallitani,
amelyck képesck intracellularisan termelGdni, elsG-
sorban egysejtii mikroorganizmus-gazdasszerveze-
tekben, pl. prokaridtikban, gy inint baktéri-
umokban, vagy cukari6takban, pl. gombikban (els6-
sorban az éleszt6kben ésfonalas gombakban, pl. Ne-
urospériban vagy Aspergillusban), vagy protistak-
ban, mint pl.amdbakban, protozoakban, algakban és
hasonlékban.

A peszticid lehet birmilyen, mikroorganizmusok
altal termelt toxin, Lehet pl. polipeptid, amelynek
toxikus aktivitdsa van valamilyen eukaridta tobb-
sejtli kirtevs ellen, ilycn kirtevek pl. a rovarok, Gigy
mint coleoptera (fedelesszarnyiak), lepidoptera
(pikkelyesszérnylak), diptera (kétszdrnydak), he-
miptera (félfedeles szérnytak), dermoptera &s ort-
hoptera (egyenesszirnyiak), vagy pokfélék, vagy
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haslabiak, vagy férgek, mint fonalférgek és lapos-
férgek. A kiilonbozd érzékeny rovarok lehetnek bo-
garak, pillék, legyek, szocskék, tetvek és szizlabhak.

A gazdasejtben termelGdd peszticid lehet aktiv
formaban termelt polipeptid, de lehet prekurzor
vagy el6-forma is, amely esetén a toxin-aktivitas ki-
fejlesztéséhez pl. a krtevd is hozzajarul; ilyen pl. a
B. thiiringiensis var. kurstaki kristalyos toxinja. fgy
a gén k6dol egy olyan enzimet, amely egy metaboli-
tot peszticid kompozicidva alakit at.

A természetben el6fordul6 toxinok: aB. thiiringi-
ensis var. kurstaki kristilyos polipeptid toxinjai,
amelyek pikkelyesszrnytak ellen aktivak; a B. thii-
ringiensis var. israelensis toxinjai, amelyek szGnyo-
gok ellen aktivak; a B. thiiringiensis M-7 toxinjai,
amelyek fedelesszarnyiak cllen aktivak; a B. thiirin-
giensis var. aizawai toxinjai, amelyek spodopterik
ellen aktivak; és a B. sphaericus toxinjai, amelyek
sziinyoglarvak ellenaktivak. Mas toxinok pl.a rovar-
patogén gombék toxinjai, mint a Beauveria bassiana
beauverinje és a Metarhizum alfajdestrixinjei, vagy
a széles spektrumii inszekticid vegyiiletek, mint pl.a
Streptomyces avermitilus avermectinjei. A fentie-
ket példazzak a kovetkezd tenyészetek:

~ Bacillus thiiringiensis var. kurstaki HD-1 ~-
NRRL B-3792, amely a 4.448.885. lajstromszimi
amerikai egyesiilt Allamokbeli szabadalmileirdsban
szerepel;

- Bacillus thiiringiensis var. israelensis ~~ ATCC
35646,

~Bacillus thiiringiensisM~7 -——-NRRL B-15939,

- Bacillus thiiringiensis var. tenebrionis —— DSM
2803,

AzalabbiB. thiiringiensis tenyészetek dllnak ren-
delkezésre azEgyesiilt Allamok MezGgazdaségi Mi-
nisztériumét6l (United States Department of Agri-
culture, USDA), Brownsville-bdl, Texasbol. Az igé-
nyeket a kdvetkezd cimre kell kiildeni: Joe Garcia,
USDA, ARS, CottonInsectsResearch Unit, P.O.Box
1033, Brownsville, Texas 78520, USA.

B. thiiringiensis HD 2 '

B. thiiringiensis var. finitimus HD3

B. thiiringiensis var. alesti HD4

B. thiiringiensis var. kurstaki HD73

B. thiiringiensis var. sotto HD770

B. thiiringiensis var. dendrolimus HD7

B. thiiringiensis var. kenyae HDS

B. thiiringiensis var, galleriae HD29

B. thiiringiensis var. canadensis HD224

B. thiiringiensis var. entomoridus HD9

B. thiiringiensis var. subtoxicus HD109

B. thiiringiensis var. aizawai HD11

B. thiiringiensis var. morrisoni HD12

B. thiiringiensis var. ostriniae HD501

B. thiiringiensis var. tolworthi HD537

B. thiiringiensis var. darmstadiensis HD146

B. thiiringiensis var. toumanoffi HD201

B. thiiringiensis var, kyushuensis HD541

B. thiiringiensis var. thompsoni HD542

B. thiiringicnsis var. pakistani HD395

B. thiiringiensis var. israelensis HDS67

B. thiiringiensis var. indiana HD551

B. thiiringiensis var, dakota

B. thiiringiensis var. tohokuensis HD866

B. thiiringiensis var. kumanotoensis HD867
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B. thiiringiensis var. tochigiensis HD868

B. thiiringiensis var. colmeri HD847

B. thiiringiensis var. wuhanensis HD525

Egyéb toxin-termelG deponilt torzsek:

Bacillus cereus ATCC 21281

Bacillus moritai ATCC 21282

Bacillus popilliac ATCC 14706

Bacillus lentimorbus ATCC 14707

Bacillus sphaericus ATCC 33203

Beauveria bassiana ATCC 9835

Metarhizum anisopliae ATCC 24398

Metarhizum flavovoridae ATCC 32969

Streptomyces avermitilus ATCC 31267

A toxinnak nem sziikséges azonosnak lennie a
természetben el6fordulé toxinnal. Apolipeptid toxi-
nok lehetnek a természetben el6forduld toxinok
fragmensei; delécids, transzverzids vagy tranzicios
muticidk kifcjez6dési termékei, ahol az aminosa-
vak kett6 vagy kevesebb szazaléka megviltozott le-
het; vagy ismétlddd szekvenciak, amelyeket a célba
vett kirtevd gazdaszervezet képes feldolgozni. Ezen
kiviil faizi6s termékeket is lehet elGillitani, ahol egy,
6t vagy tébb aminosavat lehet hozzatenni az N-ter-
minélishoz, hogy pl. a toxin(ok) csékkentett protco-
litikus lebomldsit megakadélyozzuk. Bizonyos esc-
tekben azonos vagy kiilénbdz6 toxinok sokasigétle-
het kédolni és kifejezni, ahol ,,processing™ helyeket
Iehet bevezetni az egyes toxin-részek kozé a polito-
xinban,

Bemutatisra alkalmas gazdasejtek lehetnek pro-
kariotik vagy eukariéték, ezek normalisan olyan
sejtekre korlitozédnak, amelyck nem termelnek
magasabbrendd organizmusokra, pl. eml8sdkre to-
xikus anyagokat. Olyan organizmusokat is lehet
azonban alkalmazni, amelyek magasabbrendii orga-
nizmusokra toxikus anyagokat termeclnek, ha ez a
toxin nem stabil, vagy az alkalmazis szintje megfe-
lelden alacsony ahhoz, hogy clkeriiljiik a toxicitas
barmiféle lchetdségét emlds gazdaszervezetre. Gaz-
daszervezetként kiilonsen érdckesek Ichetnek a
prokariétak és alacsonyabbrendi eukari6tak, pl.
gombik. Prokari6tikra, mind Gram-negativokra,
mind Gram-pozitivokra bemutathatd példik: Ente-
robacteriaceae, mint az Escherichia, Erwinia, Shi-
gella, Salmonella és Proteus; Bacillaceae; Rhizobia-
ceae, mint a Rhizobium; Spirillaceae, mint a Photo-
bacterium, Zymomonas, Serratia, Acromonas, Vib-
rio, Desulfovibrio, Spirillum; Lactobacillaceae; Pse-
udomonadaceae, mint a Pseudomonas és Acetobac-
ter; Azobacteraceac és Nitrobacteraceae. Az euka-
ri6tik kozt vannak a gombik, mint a Phycomycctes
és Ascomycetes, amelyek magukban foglaljak az
¢éleszt6ket, mint a Saccharomyces és a Schizosac-
charomyces; és a Basidiomycetes élesztGk, mint a
Rhodotorula, Aureobasidium, Sporobolomyces és
hasonldk,

Egy gazdasejt kivalasztasiban a kivetkezd jel-
lemzdkre kell kiilonGs figyelemmel lenni a termelés
céljaira: aheteroldg gén konnyi bevezetése a gazda-
szervezetbe, a kifcjezGdG rendszer hozzaférhetdsé-
ge, akifcjezddés hatékonysiga, a peszticid stabilitd-
sa a gazdaszervezetben €s a kiegészitd genetikai ké-
pességek jelenléte. Peszticid mikrokapszulaként va-
16 felhasznalasanal figyelembe kell venni a kévetke-
z6ket: a peszticid szamara védé tulajdonsigok, pl.
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vastag sejtfalak, pigmentiltsig, sejten beliili bezdrt-
s4g vagy bezart testecskék keletkezése; affinitds a
levelekhez; az emlésSkre vald toxicitas hidnya; tet-
sz0legesség a kirtevok szimaira az elfogyasztés cél-
jAbol; a pusztitds ésrogzédés konnyisége a toxin ka-
rosodésa nélkiil stb. Tovabbi megfontoldsok pl. a
konny( formulazhatdsdg és kezelhetGség, gazdasagi
szempontok, térolési stabilitds stb.

Kiilonosen érdekesek gazda-organizmusként az
éleszt6k, mint a Rhodotorula faj, Aureobasidium
faj, Saccharomyces faj és Sporobolomyces faj; levé-
len &6 organizmusok, mint a Pseudomonas faj, Er-
winia fajés Flavobacterium faj; vagy egyéb organiz-
musok, mint az Escherichia, Lactobacillus faj, Ba-
cillus fajstb. KiilénSsen alkalmas organizmusok er-
re a célra a Pseudomonas aeruginosa, Pscudomonas
fluorescens, Saccharomyces cerevisiae, Bacillus
thiiringiensis, Escherichia coli, Bacillus subtilis stb.

Asejtéltalabanérintetlenéslényegébenszaporo-
dé (proliferativ) formaban van, amikor el6ljiik, in-
kibb, mint spéra forméban, bir bizonyos esetekben
sporakat is lehet alkalmazni.

A sejteket lehet gétolni a szaporoddsban kiiln-
b6z mbdokon, feltéve, hogy a technika nem hatd
kérosan a peszticid tulajdonségaira, vagy nem csok-
kenti a cellularis képességet a peszticid megovésa-
ban.Ezek a technikik lehetnek fizikai kezelések, ké-
miaikezelések, valtozisokat okozdkasejt fizikai jel-
legében vagy a sejt fizikai jellegét 1ényegében érin-
tetleniil hagy6k egyarant.

A gazdasejtek inaktivdlisdhoz szolgdlé techni-
kak pl. a kovetkezk lehetnek: hokezelés dltaldban
50 °C és 70 °C homérsékletek kozott; fagyasztis;
UV-besugdrzis, liofilezés; toxinos kezelés, pl. anti-
biotikumok, fenolok, anilidek pl. karbanilid és szali-
cilanilid, hidroxi-karbamid; kvaterner vegyiiletek,
alkoholok, antibakterialis festékek, EDTA ésamidi-
nek, nem fajlagos szerves és szervetlen vegyi anya-
gok, pl. Klérozd, j6dozd és bromozo szerek, aldchi-
dek, pl. glutéraldehid vagy formaldehid, toxikus gd-
zok, pl. 6zon és etilén-oxid, peroxidok, psoralenek,
szaritészerek, stb. amelyeket mind lehet alkalmazni
egyénileg és kombindcidban is. A szer kivélasztasa
fiigg a sz6ban forgd peszticidtdl, a gazdasejt termé-
szetétdl, a sejtszerkezet modositasinak termé-
szetétdl, pl. a sejtfal rogzitése €s tartdsitdsa kereszt-
kot szerekkel stb,

Asejtek dltaliban megndvekedett szerkezetista-
bilitissal rendelkeznek, amely ndveli a kornyezeti
lebomléssal szembeni ellenallast a termd6féldon.
Ahol a peszticid el6-forméban van, az inaktivilds
mbdszerét Ggy kell kivalasztani, hogy ne gétolja az
elé-forma atalakulasinak folyamatit a peszticid
érett formdjabé a cél-kirtevé patogén ltal. fgy pl.a
formaldehid keresztkdtéseket 1étesit a fehérjékkel
ésmeggitolhatjaapolipeptid peszticideld-formdj-
nak dtalakulasat. Az inaktivalas vagy elolés modsze-
rebefolydssalvana toxin biologiai hozzaférhetdsége
és biologiai aktivitasa legalabbis jelentGs részére.

Aheteroléggéntvagygéneketagazdaszervezetbe
barmilyen alkalmas modszerrel be lehet vezetni,
vagy extrakromoszomélis fenntartist biztositva
vagy integrélva a gazdaszervezet genomjiba. (A
wheterolog” azt akarja jelenteni, hogy a gén nincsen
jelen agazdaszervezetben, amelybe azt bevezetik, és
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ezagénnormdlisan nemis talilhatéilyen gazdaszer-
vezetben. Ez azt jelenti, hogy még ha a gazda orga-
nizmus és a heterolég gén cserélnek isinformiciot, a
heterolég gén normalisan nem taldlhat6 avad tipusi
gazdasejtckben a természetben. Altaldban a ,hete-
rolég” kifejezés kiilonb6z8 nemzetségek fajtait fog-
lalja magdban, mint gazdaszervezetet és gén-for-
rist.)

Kiilénbdz6 konstrukcidkat alkalmazhatunk,
amelyek magukban foglaljik a plazmidokbdl, viru-
sokbdl vagy centromérakbdl szdrmazd replikiciés
rendszereket, kombinalva egy autoném replikld
(ars) szegmenssel a stabil fenntartds érdekében.
Ahol csupan az integrélds kivinatos, olyan konst-
rukciokat alkalmazhatunk, amelyek a replikiciérol
gondoskodnak, és vagy transzpozonok, vagy transz-
pozon-szer(i inszerci6s aktivitdssal rendelkeznek,
vagy homolégidrdl gondoskodnak a gazdaszervezet
genomjaval, Gyakran alkalmazunk olyan DNSszek-
venciikat, amelyek rendelkeznek a szekvencidk k-
zotti heterolég génnel, amely homolég a gazdaszer-
vezetgenomjibanlevd szekvencidkkal, vagy kromo-
szomalisanvagy plaziniddal. Kivinatos, hogya hete-
rolég gén tobb masolatban legyen ielen, lisd pl.
4.399.216. lajstromszdmi amerikai cgyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirast. gy a konjugdlést,
transzdukci6t, transzfekcidt és transzformilist al-
kalmazhatjuk a heterolég gén bevezetésére.

Nagyszami plazmid ll jelenleg rendclkezésre,
amelyek fiiggnek az eukari6ta és prokari6ta replika-
ci6s rendszerektél, ilyenek pl. a ColE1, P1 Gsszefér-
hetetlen plazmidok, pl. pRK290, éleszté 2mM plaz-
mid, lambda stb.

Ahol extrakromoszémalis elemet alkalmazunk, a
DNS konstrukeié kivinatosan olyan markert foglal
magiban, amely lehetévé teszi az czt a konstrukci6t
tartalmaz6 gazdasejtekncka szelckci6jit. A marker
iltaldban olyan megjclélés, amely valamilyen biol6-
giai anyaggal szemben rezisztenciat biztosit, pl. an-
tibiotikum-rezisztenciat vagy nchézfém-reziszten-
ciat, vagy komplementalast nydjt, prototréfiat szol-
giltatva egy auxotrdf gazdaszervezetnek stb. A rep-
likdcids rendszerek szolgaltathatnak specidlis tulaj-
donségokat, pl. ,elszabadult” (runaway) replikici-
6t, magukban foglalhatnak cos scjteket, vagy mas
specidlis vondsok jelentkezhetnek,

Ahol a heterolég gén vagy gének dtird és transzla-
ciéskiinduldsi (inicidci6s) és befejezd (terminacids)
szabélyozé szignilokkal rendclkeznek, amelyet a
gazdasejt felismer, gyakran clegend$ atkalmazni
ezeket a szabilyozé jellemzdket a heteroldg génnel
egyiitt. Azokban a helyzetekben azonban, ahol a he-
teroldg gén médosul, igy pl. egy vezets szekvencit
eltivolitunk vagy olyan szekvenciit nydjtunk,
amely a peszticid érett forméjat kodolja, ahol a tel-
jes gén egy prekurzortkodol, gyakran sziikséges ma-
nipuldlni a DNS szekvencidt olyan médon, hogy cgy
4tir6 inicidci6s szabalyozd szekvencidt szolgiltat-
hatunk, amcly eltér a természetes szckvenciatél.

Az atirisi inicidci6s szekvencidk széles vilaszté-
ka létezik gazdaszervezetek széles valasziékdhoz A
szekvencia a peszticid konstitutiv kifejez6déseit
szolgaltathatja, vagyszabilyozottkifejez8dést, ahol
a szabélyozas indukélhaté lehet valamilyen vegyi
anyag, pl. cgy metabolit, vagy hémérséklet, vagy cgy
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szabélyozhatd represszor altal, 1dsd pl. a 4.347.920.
lajstromszim amerikai egyesiilt llamokbeli sza-
badalmi lefrdst. A promotor megfelels kivélasztdsa
fligg egy sor tényezGtdl, a promotor erdsségétol, a
promotor hatdsatdla sejtek életképességére, asejire
endogén szabélyoz6 mechanizmus hatésitol a pro-
motorrastb.Nagy szim@ promotor éllrendelkezésre
sokféle forrisbdl, beleértve kereskedelmi forréso-
katis.

A heterolég peszticid gént tartalmazé cellularis
gazdaszervezetet lehet nGveszteni barmilyen alkal-
mas tipkozegen, ahol a DNS konstrukcei6 szelektiv
eldnyt nyijt, szelektiv tipkézeget alkalmazva olyan
mddon, hogy azdsszesvagylényegébenaz Gsszessejt
megtartsa a heterolog gént. Ezeket a sejteket lehet
azutdn hagyoményos médokkal 6sszhangban ki-
nyerni és médositani az alibb leirt killénbdzhé mé-
dokon. Egymasikmodszer szerinta scjteketa kinye-
rés elGtt rogzitjiik.

A toxint tartalmaz6 gazda-organizmust kezel-
hetjiik acélbél, hogy: eldszor, noveljiik a szerkezeti
sértetlenséget; masodszor, hogy a toxin megnéveke-
dett proteolitikus stabilitdsat megnyijtsuk, a toxint
olyan médon médositva, hogy csGkkenjen érzé-
kenysége a proteolitikus lebomldsra, és/vagy a sejt-
ben természetesmédon jelenlevé protedzok proteo-
litikus aktivitdsa csokkenjen. A sejteket elonydsen
érintetlen stidiumbanmédositjuk, ésamikor a toxin
fehérjelényeges felépitése torténik. Ezeket a médo-
sitasokatkiilonb6zd utakon lehet elérni, mint pl. szé-
les kémiai reaktivitds spektrummal rendelkezd ve-
gyireagensek alkalmazisdval. Az érintetlen sejteket
kombinalhatjuk a kémiai reagenseket tartalmazo
folyékony reagens kizeggel, keveréssel vagy anél-
kiil, -10 °C és 60 *Ckozotti hémérséklettartomany-
ban. A reakci6id6t empirikusan lehet meghatirozni
és ez nagymértékben véltozhat a reagensektdl és a
reakciokorij énye}(0t6l fiiggden. A scjtkoncentra-
ci6kb. 10E“és 10E™ " /ml kozott valtozhat.

Kiilonosen alkalmaskémiai reagensek a halogén-
ezdszerek, kiilonGsen a 17-80 rendszidmi halogén-
ek. Legcélszeriibben jodot alkalmazhatunk enyhe
koriilmények koz6tt és megfeleld ideig, hogy elérjiik
a kivant eredményt, Més technikik is alkalmazha-
tok: a kezelés aldehidekkel, pl. formaldehiddel és
glutdraldehiddel; ferttlenitdszerekkel, pl. zephiran
kloriddal és cetil-piridinium-kloriddal; alkoholok-
kal, pl.izopropanollal ésetanollal; kiilonbdz6 szovet-
tanirégzitével [lasd: Humason, GretchenL.: Animal
Tissue Techniques (Allati szovettechnikak), kiado:
W. H. Freeman és Company, 1967]; vagy a fizikai
(h6) kezelés kombinilasa kémiai szerekkel, hogy
meghosszabbitsuk a sejtben termelt toxin aktivita-
sat, amikor a sejtet a cél kirtevG(k) kornyezetében
alkalmazzuk.

A joddal végzett halogénezésnél a hémérséklet
altalaban 0 és 50 "C kozti tartomanyban van, de a
reakci6t kényelmesen kivitelezhetjiik szobah6mér-
sékleten, Véghezvihetjiik a jodozast trijodidot vagy
jédot alkalmazva 0,5-5% koncentraciéban savas vi-
zes kozegben, kiilondsen vizes karbonsavas kozeg-
ben, amely 0,5~-5 moélliter kozt valtakozhat. El-
ény0s, ha ecetsavat alkalmazunk, bar maskarbonsa-
vak, dltaliban 1-4 szénatomszami karbonsavak,
szintén alkalmazhatok. A reakciGhoz sziikséges idé
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1 perct6l 24 6raig terjedd tartoményban van, altald-
ban 1és6 6ra kdzott. Minden maradék jédot ellchet
tavolitani redukalészerrel, pl. ditionittal, vagy nitri-
um-tioszulfattal végzett reakciéval, vagy més redu-
kalészerekkel, amelyek alapvetGen Osszeférhetok a
mezégazdasdgi teriileten valo felhasznéldssal. Ezen
kiviil a médositott sejteket tovabbi kezelésnek is ki
lehet tenni, pl. mosésnak, hogy cltavolitsuk az 6sszes
reakciékdzeget, izoldlasnak szaraz forméban, és ki-
szerelésnek a szokasos permet-tapadést fokozd
anyagokkal, szérds-elGsegité anyagokkal és adju-
vinsokkal, amelyeket mezégazdasigi hasznositas-
ban 4ltalinosan alkalmaznak; mindezek j6l ismer-
tek azok szAmara, akik a szaktertileten jartasak.

Kiiléndsen ¢lénydsek azok a reagensek, amelyek
képesek keresztkStéseket létesiteni a sejtfalban, Er-
rea célraa szakirodalomban egy sor reagens ismere-
tes. Akezelés a peszticid megndvekedett stabilitdsat
kell, hogy eredményezze. Ez azt jelenti, hogy a pesz-
ticid megnovekedett alland6saga és maradék aktivi-
tdsa érvényesiila mezégazdasagifelhasznalaskoriil-
mények kozott is. fgy olyan kériilmények kozott,
ahol a kezeletlen scjt peszticid-aktivitisa csokken, a
kezelt sejt aktivitdsa 1-3-szor hosszabb idétarta-
mon keresztiil megmarad.

A sejteket szimos formaban lehet kiszerelni, Le-
het alkalmazni nedvesithetd porokként, szemesék-
ként vagy porokként, kiilonbozd inert anyagokkal
keverve, ilyen anyagok lehetnek pl. szervetlen anya-
gok (filloszilikatok, karbonitok, szulfétok, foszf4-
tokstb.), vagy névényi anyagok (kukoricacsutka-6r-
lemény, rizskorpa, di6héj stb.). A kiszerelési forma
magfban foglalhat permet-tapadast fokoz6 anyago-
kat,széras-eldsegité anyagokat, stabiliziloszercket,
egyéb peszticid hozzitéteket, vagy feliiletaktiv
anyagokat. A folyadék formdji kiszerelés lehet viz-
alapil vagy nem viz-alapi, és lehet alkalmazni hab-
ként, gélként, szuszpenzidként, emulzidt kialakitd
koncentratumként stb. A kiegészit6 anyagok lehet-
nek reoldgiai tulajdonsigokat befolydsolo szerek,
feliiletaktiv anyagok, emulgeitorok, diszpergél6-
szerek vagy polimerek.

A peszticid-koncentrici6 széles hatirok kozott
véltozhat, a szdban forgd kiszerelés természetétél
fiiggden, kiilonosen attél fiiggden, hogy ez koncent-
ratum vagy kozvetleniil felhasznalhat6 készitmény.
A petszticid legaldbb 1 tdmeg% formédban van jelen,
de lchet 100 témeg%-ban is. A sziraz kiszerelésck
altaliban 1-95t6meg% kozti peszticid mennyiséget
tartalmaznak, miga folyékony kiszerelések 1-6015-
meg% szilird anyagot tartalmaznak a folyadékfa-
zisban, A kiszerclésck dltaliban kb, 1E” és 1E*
sejt/mg kozti mennyiséget tartalmaznak. Ezeket a
kiszereléseket kb. 2 oz-t6l (folyadék vagy sziraz) 2
vagy tobb 1b/ha-ig (2 0z= 2 uncia= 56,7 g; 1 1b= 2
font=907,2g).

A kiszercléseket a kartevi(k) kornyezetében le-
hetalkalmazni, pl.ndvénycken, talajban vagy vizben
porlasztva, poritva, szérva stb.

Az alibbi példik bemutatis céljait szolgaljik, és
nem céljuk a korlatozis.

1. példa

B.thiiringiensis érintetlen (autolizis eltti) spora-
tarté sejtjeinck kezelése utan lugol-joddal, a sejte-

5
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ket eldljiik, ezek azonban megérzik toxicitdsukat tek kezelését, amint itt lefrjuk, optimalizilni képes
Trichoplusiani 1arvak ellen. bérki, aki a szakteriileten jirtas, hogy elérje a toxin
A Bacillus thiiringiensis (HD-1) érintetlen sejt- (peszticid) aktivitisa meghosszabbitdsinak legma-
jeit centrifugélassal kinyerjiik éppen a spordzé sej- gasabb szintjét a cél kartevi(k) kornyezetében.
tek autolizise el6tt, ésasejt-liledéket ionmentesitett 5 B. A biologiai mérésifolyamat
vizben szuszpendaljuk, 6,0.10E” sejt/ml koncentra- Lugol oldattal eldlt sejtek vagy kezeletlen €16
ci6t adva. A sejtszuszpenzid egy alikvotjat 1,5.10E8 HD-1 sejtek higitésait dsszekeverjiik dlland térfo-
sejt/ml-re higitjuk és 1%-os lugol jod hatdsénak gatiilarva-taplalék adaggal Egy egycdi, SnaposT.ni
tessziik ki 4 6ran 4t szobahdmérsékleten (az 1%-0s 14rvit tesziink czutdn mindegyik taplalék-adaghoz.
lugol jéd oldat 1,0gkélium-jodidot, 0,5gjodotés1,0 10 181arvitvizsgilunk meghigitdsonként. Alirvikat6
ml jégecetet tartalmaz 1 literben). A kezelt sejtcket nap utin megvizsgljuk és az elpusztult larvak sz-
mossukési jraszuszpsndil juksteril, ionmentesitett mét rogzitjiik. Az credménycket az 1. Tablazat mu-
vizben, hogy 6,0.10E” sejtkoncentriciét nyerjiink. tatja be. Ezazclpusztultlarvik szdzalékdt adja meg.
Fl6 sejtet nem mutatunkkilemez-szdmldldsos mod-
szerrel thp-agaron4 brds jodos kezelésutdn. Alugol 15 2. példa
oldattal kezelt és a nem kezelt kontroll sejteket ez- Stabilitasvizsgilat
utén biolégiai mérésnek vetjiik ald T. nilarvék elleni Bacillus thiiringiensis érintetlen, sporat tartal-
toxicitisra. mazb sejtjeit kezeljiik 1%-os lugo! oldattal 4 6rén dt
Mivel a jelen talilmany szerinti sejtek termé- szobahémérsékleten, ionmentesitett vizzel mossuk,
szetben el6forduld sejtek, nem sziikséges kezelni 20 éshitdszekrényben taroljuk 52 napon it. Ezutén az
ezeket pusztito kériilmények kozott abbol a célbdl, idtartam utfin is egészben marad a sejt, nincsen bi-
hogy a jelentaldlminy elényeitrealizaljuk. fgyasej- zonyiték alizisre (sprik és kristalyok kibocsatasa).
Bacillus thiiringiensis érintetlen, spérit tartal- ziink steril, 500 ml-es lombikba, é 200 ml kisérleti
mazbsejtjeitcentrifugdlassalkinyerjiikésazigylét- 25 oldatot adunkhozzA.
rejott iiledéket f&eril, ionmentesitett vizben szusz- 2. Steril talaj-prepardtum: 40 g talajt helyeziink
penddljuk (10E™" sejt/ml), 70 “Chémérsékleten ke- steril, S00 ml-cs lombikba, és 1 6rdn 4t autoklavoz-
zeljiik 30 percen &t és hiitGszekrényben téroljuk 9 zuk, mielétt 200 ml kisérleti oldatothozziadnink. A
1. tdbldzat

Lugollal kezelt érintetlen, spdrat tartalmaz6 Bacillus thiiringiensis (HD-1) sejtek biologiai mérése

Sejt higitds 10’ 10E8 10E’ 10E® 10E°
HD-1, kezeletlen 100 100 68.8 0 0
Lugollal kezelt 94,4 61,0 0 0 0
napig. Ezutdn az idGtartam utdn lithatéan az 6sszes talaj-szuszpenzidkat tartalmaz6 lomtikokat forgd
sejt lizalodott, spordkat és kristalyokat bocsatva ki. razégépen (200 fordulat/perc) inkubaljuk, szobahd-
mérsékleten. Azegyestalaj-szuszpenziék 30-40ml-
3. példa es mintdit 4 rétegii sajtkendén tsziirjiik és salata
Talaj-kisérletifolyamat 45  novény levelcire permetezziik, hogy ezt kivetéen
Bacillus thiiringiensis HD-1 készitmény mérhessiik a toxicitdst T. nilirvaiellen.
Bacillus thiiringiensis HD-1 érintetlen sprat " B. thiiringicnsis toxin mérésc tiplilds-gatlassal
tartalmazé tenyészetét centrifugildssal kinyerjiik levél gatlisi méréssel
és a sejtiilledéket Gjra szusgpendiljuk 400 ml 1%-os Romaine salita palinta leveleit frissen készitett
lugol jédoldatban (4.10E° sejt/ml). A jodos sejt- S0 Dipel standard koncentraciékkal (1.0,19 g/100 ml,
szuszpenziét 3 6rdn 4t szobahdmérsékleten kever- 1/10, 1/20 és 1/100) permetezziik, és kisérleti olda-
tetjiik, hdromszor mossuk és @ijra szuszpendaljuk tokkal, 24 éraval felhasznélés el6tt.
400 mlsteril, 0,1 méVliteresnatrium-foszfat puffer- A standardokkal és kisérleti oldatokkal kezelt le-
ban, pH 6,9. Nem tudunk é16 Bacillus thiiringiensis veleket eltivolitjuk a ndvényekrdl, egyedileg lemér-
HD-1 sejtet kimutatni tipagaron (10E!) joddal 55  jiik, ésegy-egy petricsészébe helyezziik. Tizéhezd, 7
torténd kezelés utin, és a mikroszkopos kezelés fel- napos T, ni lirvét alkalmazunk mindegyik levélhez,
tdrja, hogy az isszes sejt érintetlen (nem lLizalt). és hagyjuk ezcket taplilkozni a levélen mintegy 24
Dipel készitmény: 6ran at 25 °C hémérsékleten. A tiplalasi iddtartam
Dipelt (0,1 g, AbbatLaboratories, 16000 nemzet- végén alevelcket Gjra mérjiik és az itlagossilyvesz-
kbzi potencidl-egység/mg; 5188. listaszdm), amely 60  teséget meghatdrozzuk minden egyes kezeléshez.
Bacillusthiiringiensis HD-1 sejteket tartalmaz, mé- A fentebb leirt koriilmények kozott a levél sly-
riink 400 ml steril, 0,1 mélliteres natrium-foszfat vesztesége logaritmikus-linedris fiiggvényc a toxin-
pufferba. koncentracionak 0,19 mg/m1-0,019 mg/mlDipel ol-
Kisérleti felallitas: dattal egyenértékii tartominyban (16000 nemzet-

1.Nem steril talaj-preparitum: 40 g talajthelye- 65  kozipotencidl-egység/mg). fgy afrissenkészitett Di-
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pel oldatok koncentrici6it permetezziik salita-nd-
vényre és mindenegyeskoncentriciénala méréstel-
végezziik,hogy ezstandardkéntszolgéljon, ehhezle-
het azutin hozzAdmérni a levelekre permetezett ki-
sérleti Bacillus thiiringiensis HD-1 toxin oldatok
kiildnbdzdkoncentracibit. A 2. Tablazatban talalha-
t6 adatok megmutatjik az eredeti toxicitas szizalé-

A Bacillus thiiringiensis HD-1 fehérje-kristaly
inaktivaldst a talaj mikroorganizmusainak aktivi-
tdsa miatt mutatjuk be (West, 1984). A 2. tiblazat
eredményei azt demonstraljak, hogy amikor Dipel-t
és el§-lizdlt, lugolos jod-oldattal kezelt Bacillus thii-
ringiensis HD-1 készitményt azonos koriilményck

10

2. 1dbldzar

12

kiban (1 nap), hogy killonbdz6 idGtartamokig talaj-
ban inkubalva, majd ezt kivetden levél-gatlasi mé-
réssel mérve milyen a maradék aktivités.

Nemcsak salita levelét, hanem mis novények le-
veleitis lehet alkalmazni a Bacillus thiiringiensis ha-
tékonysiginak mérésében,

(Kbp) HindIIT DNS fragmenst tartalmaz, amely ma-
géban foglalja a §-endotoxin gént a Bacillus thiirin-
giensis HD 73 50 md-s plazmidjibél. Megfcleld to-
xin fejezddik ki ebbdl a génbél E. coliban, hogy az
érintetlen sejtet toxikussi tegye kiposztalepke her-
nyb ellen. A DNS fragmens tovéibbi médositdsat vé-

A toxicitas megmaradasa talajban, az eredeti toxicitis megmaradasinak %-dban

Napok szama a
talajban valé
inkubalas
kezdetétdl

készitmény)

Dipel (spora-kristily

El16-1izdlt, lugol-jod
oldattal kezelt Bacillus
thiiringiensis HD-1
(teljes sejt készitmény)

steril
100
81
74
5 -

= Q0 LN —

0

53

nem steril
100

5

steril nem steril
100 100
133 100

80 76

87 117

koz6tt inkubdlunk, a Dipel (spéra-kristily) készit-
mény gyorsan degenerilodik, mig a lugolos jod-ol-
dattal kezelt sejtek 1ényegében véltozatlanok ma-
radnak.

A fentieredményekbél nyilvanvald, hogy a teljes
mikrobiolégiai sejt kémiai kezelését olyan modon
lehet végrehajtani, hogy a polipeptid toxin aktivita-
sa megmaradjon, ugyanakkor asejtisstabil marada
tarolas koriilményei kozott. Ez megniovekedett ma-
radék toxin-aktivitast eredményez a szabadfoldi
kériilmények k5z6tt, '

4. példa

Heterolog gén megalkotdsa és transzformalds
megfelel6 gazdaszervezetekbe

A megoldist Pseudomonsa aeruginosa klénnal
kezdjiik, amely a Northern Regional Rescarch La-
boratories-t6l szerezhets be (NRRL B-12127),
amely a széles gazdaszervezet-tartominnyal bir6
pRO1614 ,,inghz6" plazmiddal rendelkezik [J. Bact.
150,60 (1982); €5 4.374.200.1ajstromszim{ ameri-
kai egyesiilt llamokbeli szabadalmi leirds). A plaz-
midnak egyedi HindIIT, BamHI, Sall és Pyull restrik-
ci6s helyeivannak, egy Pstl beiktatdsa, amely a kar-
benicillin rezisztencia gént foglalja magéban, és egy
P. aeruginosa replikicios rendszere, ahol a HindlI,
BamHI és Sall restrikcids helyek egy tetraciklin re-
zisztencia génen beliil vannak. A plazmid tovabbi
részei pPBR322-bél szarmaznak. Egy mésik plazmid,
apSMI-17 isletétbe van helyezve, mint E. coli kl6n-
ja (NRRL B-15976). A letétbe behelyezés a Nort-
hern Regional Research Laboratory-nél (U.S. De-
partment of Agriculture, Peoria, Illinois 61604,
USA) tortént. A pSM1-17 plazmid ampicillin re-
zisztenciat ad E. colira és egy 6,8 kilobazispiros
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gezziikel, hogy ndveljiika toxin kifejezGdését ésvég-
rehajtsuk a toxin kifejezGdését egy misik gazda-
szervezetben, Pscudomonas fluorescensben is. Ab-
bél a cé1bdl, hogy eltavolitsuk a nem kivint DNS-ta
6,8 Kbp-s fragmensrdl, a pSM1-17-et BamHI-¢l
emésztjiik, hogy a kéralakd plazmidot annal a hely-
nélnyissukki, amely a legkézclebbvan a toxingén 5
végétol, ésBal31 exonukledzzal kezeljiik, hogy a 6,8
Kbp-s HindlT beiktatdst mintegy 2,9 Kbp-re csk-
kentsiik. A DNSszabad végeit Klenow-polimerézzal
kitdltjiik, BanHI kapcsolokat (linkereket) adunk
hozz4, és a linedris DNS-t ligéljuk, hogy lijra képez-
ziik a koralakd plazmidot. Az igy létrejott pFG270
plazmidot Xhol-el emésztjiik, hogy a koralakd plaz-
midot annil a helynél nyissuk ki, amely legk6zelebb
van a toxin gén 3’ végéhez. Sall kapcsolokat adunk
hozz4, a plazmidot kéralaki formd jiban ligdljuk, és
azigylétrejott pFG10.6 vektort E. coliban szaporit-
juk. A pFGO.6-ot Sall-cl és BamHI-el teljesen
emésztjiik és az igy 16trejott 2,1 Kbp-s fragmenst,
amely a toxin gént tartalmazza, gélelektroforézissel
tisztitjuk, és a pPRO1614 plazmid BamHI és Sall he-
lyeireligiljuk. Az igy 1étrcjott pCH2.1 plazmidot E.
coliban szaporitjuk, és Pseudomonas fluorescens
transzformalasara alkalmazzuk, karbanicillin re-
zisztencidtadva it, és azta képességet, hogy 8-endo-
toxint szintetiziljon. A Pseudomonas fluorescens
(pCH2.1)-et az NRRL-nél letétbe helyeztiink, ahol
azazNRRL B-15977 lctétiszimot kapta. A pSM1-
17 és a pCH2.1 plazmidokat a lctéti helyen 1985.
jllius2-dn helyeztiikletétbe. A kovetkez6 bemutatd
kisérletekben P, fluorescens (pCH2.1)-et alkalma-
zunk nem-transzformalt sejtekkel, mint kontrollal

egyiitt.
Az E. coli (pSM1-17)--NRRL B-15976 és P.

7
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fluorescens (pCH2.1)-——NRRL B-15977 tenyészet-
letétek részévé valtak az NRRL letéti hely allando

gylijteményének, ahollegalabb 30 évig fenn kel tar-
tani ezeket. Ezek a letétek a koz rendelkezésére all-

14

P. fluorescens két literes tenyészetébdl — Bacil-
lus thiiringicnsis toxinnal vagy anélkiil -- szirmaz6
sejtiiledéket két részre osztunk, A sejtek felét 1%-os
lugol-jédoldattal kezeljiik 4 6rdn 4t, mig amésik fel-

nak egy szabadalom oltalma alatt, amely magiban 5 ét jégen tartjuk. A mosott, lugollal kezelt scjteket és
foglalja ezeket. A letétek rendelkezésre allnak, anem kezeltsejteket 3jbél szuszpenzibba vissziik 10
amint ezt a kiilf5ldi szabadalmi torvények eldirjak, mlisteril, 'omnerﬁesitett vizben.9 mlilyenszuszpen-
azoknak az orszigoknak a szAm4ra is, ahovi a sz6- 2i6t (10E°~10E " “sejt/ml) hairomfiatal salitira per-
ban forgd bejelentésnek, vagy valamely szirmazé- metezziik, A hdrom bepermetezett ndvényt egyedi,
kénak a megfelel valtozatit benyijtottik. Megle- 10 zirt kamréba helyezziik, és 50-75 Trichoplusia ni
het érteni azonban, hogy a letét hozziférhetdsége larvat alkalmazunk a ndvényekhez. A névényeket
nem ad jogot a széban forgd taldlmany szerinti clja- akkor tekintjiik védettnek, ha a levélzeten nincs 1at-
ris gyakorlatbavétcléhez a kormanykdzi eljarasok haté veszteség a megfigyelésiidGtartam alatt.
altal garantalt szabadalmi jogok megsértésével. A kévetkezd tanulményban Gjonnan kikelt ki~
15 posztalepke-hernydkat helyeziink a biologiailag

3. példa vizsgdlni kivint anyag cseppecskéit tartaimazd Pet-

Heterologgéntgazdakéntbefogadd mikrobakke- ri-csészébe. A larvik felszivjdk a folyadékot, majd
zelése ésvizsgélata eltavolitjuk innen a lirvakat, és a lirvak étrendjét

A Pseudomonast el6ljiik vagy 1%-os lugolos jod- tartalmazo kis edénykékbe helyezziik ezeket. A lar-
oldattal (100gKI,50¢g12, 100 ml jégecet 1 litersteril 20 vékat hét nap utdn megvizsgaljuk és az elpusztult
desztillalt vizben), vagy 2%-os formalin oldattal ke- allatok teljes szAmat rogzitjik. Az itt kovetkezd 4.
zelve, mindkett6t szobahémérsékleten végezve. tablazat mutatja be az eredményeket.

A kovetkezd tanulminyban a sejtek elGlésének tdrzs dllandésult (stacioner fazisG készitményeit
kiilonbdz6 médszereit alkalmazzuk, hogy meghatd- 25  centrifugéldssal kinyerjiik, és a scjtiiledéket steril,
rozzuk a hatésta sejtstabilitdsdra ultrahangos keze- ionmentesitett vizben szuszpendaljuk 10E'°, illetve
Iésnél. A P. fluorescens 33 t6rzs nem transzformalt 10E koncentrécikra. Se jtek alikvotjait tessziik ki
torzs, amely nem tartalmazza a Bacillus thiiringien- hékezelésaek, 70 "C hémérsékleti vizfiirdében kii-
sis toxint, mig a pCH torzs tartalmazza a 2,1 kb-s 16nbdz6 iddtartamokon at, és a sejt Eletképességét
toxin gént. Az elsG tanulmanybana 33.rézsésapCH 30  King-féle B agaron végzett lemezszamlalassal mér-

3. tdbldzat

1.nGvényvizsgalat -~ P. fluorescens

Mikroorganizmus Kezelés F16 mikroorganiz- Osszes larvik Védelem
musok szima szima
sejt/ml
P.fluorescens Elé 2,5.10E11 75 nem védett
P.fluorescens
+Bacillus thii-
ringiensis toxin El 3,1.10E!! 75 védett
P.fluorescens 1% lugol-jod- 0 75 nem védett
oldat,4 6ra
P.fluorescens 1% lugol-
+Bacillus thii- jodoldat,
ringiensis toxin 4 6ra 0 75 védett

*A kisérleti elrendezés: 1 nap: 25 db 2 napos larvat adunk a n6vényekhez; 3. nap: 50 db 5 napos lrvat
adunk a n6vényekhez; 10, nap: elvégezziik a megfigyelést

4. tdbldzat
1. bioldgiai vizsgalat —P. fluorescens

Mikroorganizmus Kezelés Elpusztult larvik Elpusztult El§ sejt-

szAma/Osszes larvik %-a szam/ml
lirva

P. flucrescens El6 0/15 0 8.10E!!

P.fluorescens

+Bacillus thii-

ringiensis toxin El$ 11/18 62 2,5.10E'2

8
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4. 1dbldzat folytatdsa
1. bioldgiai vizsgalat —- P, fluorescens
Mikroorganizmus Kezelés Elpusztultlarvak Elpusztult Eld sejt-
szama/Gsszes larvik %-a szim/ml
larva
P. fluorescens 1% lugol,- 0/15 0 0
4 6ra
P. fluorescens 1% lugol,
+Bacillus thii-
ringiensis toxin 4 6ra 8/13 62 0
2. biologiaivizsgalat — P. fluorescens
Mikroorganizmus Kezelés Elpusztult larvik Elpusztult Fl§ sejt-
szima/0sszes larvak %-a szim/ml
larva
P. fluorescens Els 0/15 0 3,7.10E"!
P. fluorescens
+Bacillus thii- 12
ringiensis toxin El6 3/20 15 4,5.10E
P.fluorescens 1% lugol, 0/15 0 0
46ra
P. fluorescens 1% lugol,
+Bacillus thij-
ringiensis toxin 4 6ra 8/15 53 0
3.bioldgiai vizsgilat — P. fluorescens
Mikroorganizmus Kezelés Elpusztult lirvik Elpusztult El6 sejt-
szima/0sszes larvak %-a szim/ml
larva
P.fluorescens Elve-fa-
+Bacillus thii- gyasztott 1
ringiensis toxin 14 napos’ 9/10 90 2,5.10E
P. fluorescens 1% lugol,
4 6ra 1/15 7 0
P.fluorescens 1% lugol,
+Bacillus thii-
ringiensis toxin 4 6ra 11/15 73 0
P. fluorescens 2% formalin
46ra 0/15 0 0
P.fluorescens 2% formalin,
+Bacillus thii- 46ra
ringiensis toxin 10/15 67 0
4.biolbgiai vizsgilat ~- P. fluorescens
Mikroorganizmus Kezelés Elpusztult larvak Elpusztult El6sejt-
szama/Gsszes larvik %-a szAm/ml
larva
P. fluorescens El6 6/14 30 3.10E!"!
P. fluorescens
+Bacillus thii- 10
ringiensis toxin Fi6 20/20 100 3.10E

-9-
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4. biolbgiai vizsgilat — P. fluorescens
Mikroorganizmus Kezelés Elpusztult lirvak Elpusztult Eld sejt-
szdma/Gsszes larvak %-a szam/ml
larva

P.fluorescens 1% lugol,

4 6ra 0/20 0 0
P. fluorescens 1% lugol,
+Bacillus thii-
ringiensis toxin 4 6ra 18/20 90 0

jiik [lasdKing, E.O. és munkatérsai:J.Lab. and Clin.
Med. 44, 304 (1954)). A tapkozeg a kivetkezd alko-
térészeket tartalmazza: prote6z pepton, 3. szimd,
2,0%; Bacto agar, 1,5%; glicerin, vegyileg tiszta,
1,0%; K2HPO4 (vizmentes), 0,15%; MgS04.TH20,
0,15%, pH=7,2-re bedllitva. A 33. torzs 1ényegében
teljesen elpusztult 5 perc alatt, mig a pCH térzsnél
10 perc utin nem mutatkozott €16 sejt.

A 33.t6rzs sejtjeit [nem kezelt, hdvel kezelt, vagy
lugollalkezelt (1%-oslugol-jodoldat, 2 6ra,szobahd-

A pCH torzs sejtjeit (5.10E' %ml) hokezeljiik 70
°C hémérsékletii vizfiirdGben és toxicitisra meg-
vizsgiljuk bioldgiai modszerrel T. ni larvék ellen. A
biolbgiai mérési folyamat jonnan kikelt kiposzta-
lepke hernyékat alkalmaz, amelyeket a biolégiailag
vizsgalandd anyagok cseppecskéit tartalmazd petri-
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5. tdbldzat

mérséklet)] szuszpendaljuk 10 ml ionmentesitett
vizben, hogy mintegy 10E’/ml sejtkoncentriciot
kapjunk. A sejtszuszpenzit azutin ultrahangos ke-
zelésnek tessziik ki 5 percen 4t Bronson 200 Sonifier
késziiléken (10. mikroszondat, 50% impulzus kit0l-
tési tényez6t és liiktets modot alkalmazva). A sejt-
szuszpenzib optikai slirliségét (575 nm) mérjik az
ultrahangoskezelés el6tt és utin. A cs6kkenés azop-
tikai siiriiségben a sejt szétzizodasat jelzi. Az ered-
ményeket azitt kdvetkezd 5. tablizat adja meg.

csészébe helyeziink. A ldrvikat hagyjuk, hogy ma-
gukba szivjik a folyadékot, majd kis cdényekbe
vissziik at ezeket, amelyek a larvik étrendjét tartal-
mazzik, A larvékat 6 nap utén megvizsgéljuk és az
elolt dllatok teljes szamat rogzitjuk.

Ultrahangos kezelés —— P. fluorescens 33.

Kezelés Optikai siirliség (575 nm)

Ultrahangos Ultrahangos

elékezelés utdkezelés

El6 0,24 0,05
Lugol-oldat (1%,
2 6ra, szobahémérséklet) 0,20 0,19
Hdkezelés 70 °C
1 0,22 0,06
3 0,21 0,07
5 0,22 0,09
15 0,20 0,10
30 0,21 0,11
60 0,19 0,13
90 0,22 0,13
10

-10-
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6. tdbldzar
Hékezelt P. fluorescens biologiai mérése

Kezelés (70 °C) El§ sejtek szhma/ El6lt lirvék szima/ El5lt larvik
1dé (perc) /Gsszes sejtek oOsszesldrva %-a
3 :a.lolz:/s,s.lolalo 8/8 100
5 2.10E /5,5.1%5lo 8/8 100
10 0/5,5.10E 87 100

P.fluorescens +Bacillus thiiringiensis toxin (pCH
t6rzs) lugollal kezeltsejtjei fennmaradédsinak elem-
zését végezziik el meleghdzban (1) Romaine saldta
leveleit bepermetezve a peszticidet tartalmaz6 sej-
tekkel; (2) a kezelt novényeket meleghézi koriilmé-
nyek kozott tartva 19 napig (a meleghiz UV-fény-
dteresztG tetGvel van fedve), €s (3) a leveleken meg-
marad6 kiposztalepkeherny6 elleni peszticid akti-
vitist mérve, levél-gtlasi méréssel. A Bacillus thii-
ringiensis toxin mérése az etetési gitlissal azonos
azzal, amelyetkorabban leirtunk, anévények beper-
metezésének médszere pedig az S. példiban van le-
irva. Ebben a kisérletben 1,0 toxin-aktivitdsi szint
ekvivalens azzal a peszticid aktivitassal, amelyet
0,19 g Dipel/100 ml permettel ériink el, mintegy 10
ml/ndvény ardnynél (azaz éppen a lecsurgds elotti
allapotnal).

Aminta7, tibldzatbanlithatd, 11 naputinaPsc-
udomonaskészitmények még teljesen aktivak, miga
Dipel-esminta elvesztikezdeti aktivitdsinak 2/3-at.
Mi Ggy értelmezziik, hogy ezek az adatok azt jelen-
tik, hogy arogzitett Pseudomonas sejt bizonyos mo-
donvédi a peszticid toxint az inaktivalodastol alevél
feliiletén.

7. tdbldzat
Meleghazi fennmaradési adatok

Nap Aktivitas

pCH Dipel
1 0,75 L0
5 1,15 0,85
8 1,1 1,2
11 1,0 0.3
19 0,13 0,01

Afenti eredményekbdlnyilvanval6, hogy a toxint
tartalmazo el6lt baktériumok sok clényt nyGjtanak,
mikézben az €16 baktériumok peszticid aktivitisa-
nakegészétvagy jelentGsrészét megdrzik. Az élette-
len baktériumok fenntartasa tarolashoz, szritas-
hoz és alkalmazashoz sokkal kényelmesebb és gaz-

- dasdgosabb, mint azél6 organizmusok alkalmazasa.
Ugyanakkor az organizmusok a toxinok beburkolé-
sos védelmét nydjtjak Ggy, hogy fenntartjak a toxin
biolégiaiaktivitdsathosszi idGtartamon at. Ezen ki-
viil a protedzok denaturaldsa megakadalyozza a po-
lipeptid peszticidek proteolitikus elbomlisat. Az or-
ganizmusok el6lésének kiilénbdzé médjait Ichet al-
kalmazni anélkiil, hogy szerkezetiiket szétziiznink
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vagy denaturélnéink a fehérje toxint, igy a kivant
peszticid aktivitdsa megmarad. Ezek a peszticid-
kompoziciék alkalmasak kiszerelésekhez vald fel-
hasznalasra és novényekhez vagy novényi termé-
kekhezval6 alkalmazasra.

Bér a jelen talalmény bizonyos részleteit is leir-
tuk a szemléltetés céljabol, és példakat adtunk meg
a jobbmegértés céljibdl, nyilvinvald, hogy bizonyos
valtoztatasok és médositisok végrechajthatoka gya-
korlatban, amelyek a mellékelt igénypontok oitalmi
korén beliil esnek.

SZABADALMIIGENYPONTOK

1.Eljardsnydjtott hatdsi peszticidck cl6allitasd-
ra,azzal jellemezve, hogy

a) a Bacillus thiiringiensis torzs vagy valamely
mutinsa vagy variansa érintetlen sejtjeit kémiaire-
agensekkel kezeljiik, vagy

b) a peszticidet Escherichia coli vagy Pseudomo-
nas fluorescens torzsekben a Bacillus thiiringiensis
delta-endotoxinat kbdol6 heterolog gén kifejez6dé-
se Utjin kdzvetve vagy kizvetleniil termeljiik, és ki-
véint esetben kémiai reagensekkel kezeljiik.

2. Az 1.igénypont szerinti a) eljiris,azzal jelle-
mezve, hogy azNRRL B-3792 szimon deponilt Ba-
cillys thiiringiensis var. Kurstaki HD-1 scjtjeit al-
kalmazzuk,

3.Az1.igénypontszerintia)vagyb)eljirds,azzal
Jellemezve, hogy kémiai reagensként lugol-oldatot
vagy formalint hasznélunk.

4, Az 1.igénypont szerinti b) eljards, azzal jelle-
mezve, hogy a peszticidet E. coli NRRL B-15976
vagy Pseudomonas fluorescens NRRL B-15977
torzsckben termeljiik.

5. Nydjtott hatési, bioldgiai peszticid-tartalmd
készitmény, azzal jellemezve, hogy hatdanyagként
0,01-95 tomeg%-ban az 1-4. igénypont szerint ter-
melt peszticidet tartalmaz, legalabb egy szokisos,
szilird vagy folyékony hordozdanyaggal cgyiitt.

6. Eljaréds 1ényegében érintetlen, intracelluldris
peszticid toxint tartalmazd kiilondlld E. coli vagy
Pseudomonas fluorescens mikroorganizmus sejtek
elGallitdsara, azzal jellemezve, hogy a Bacillus thii-
ringiensis delta-endotoxint k6dold heterolog gént
tartalmazé E. coli vagy Pseudomonas fluorescens
torzseket tenyésztjiik, majd a sejteket kémiai vagy
fizikai, protciz deaktivals vagy sejtfal-erdsité ko-
riillmények kozGtt eloljiik.

7.Eljardsaz 1.igénypont b) eljarisiban allalma-
zott E. coli mikroorganizmus torzs elGallitisara, az-
zal jellemezve, hogy Escherichia coli sejtjeibe a

11
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pSMI-17 jeli, NRRL B-15976 szimon deponilt,
ampicillin rezisztenciat tartalmazé plazmidot épit-
jiik be, amely egy 6,8 Kbp-s Hind[ll DNS-fragmenst
tartalmaz, amely magdban foglalja a Bacillus thii-
ringiensis HD-73 5 Cmd plazmidjibél szdrmaz
delta-endotoxin gént.

8.Eljards az 1.igénypont b) eljirdsiban alkalma-
zott Pseudomonas mikroorganizmus torzs elGallita-

22

séra, azzal jellemezve, hogy a Pseudomonas fluo-
rescens sejtjeibe a pCH2.1 jeld, NRRL B-15977
szimon depondlt, karbanicillin rezisztenciat ad6
plazmidot, amely a Bacillus thiiringiensis HD73-bol
szirmaz6 delta-endotoxin gént hordozé 2,1 Kbp-s
fragmenst tartalmazza a pRO1614 plazmid BamHI
és Sall helyeibe ligalva, épitjiik be.

Kiadja: Orszdgos Talilményi Hivatal, Budapest
Felelds kiadd: dr. Szvoboda Gabriella
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