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Biologiczne zwalczanie owadow — zastosowanie
bakulowirusow jako bioinsektycydow

Cel stosowania biopreparatéow wirusowych

W ostatnich latach nastapit gwattowny wzrost zainteresowania kulturami komor-
kowymi i tkankowymi. Do decydujacych czynnikéw stymulujacych rozwdj tej dzie-
dziny biotechnologii nalezy zaliczy¢:

— ogromny wzrost zapotrzebowania na szczepionki, przeciwciala, hormony i inne
biatka wykorzystywane dla cel6w medycznych, weterynaryjnych i diagnostycznych,

— opanowanie technik hodowlanych na duza skale,

— uzyskanie efektywnych linii komérkowych,

— stworzenie zdefiniowanych pozywek hodowlanych [5].

WSsrdd stosowanych kultur tkankowych duze zainteresowanie wzbudzaja kul-
tury komorkowe owadéw. Dzigki doktadnym pracom, m.in. Granadosa i Doerflera
[3,6], opisujacym cykl zyciowy specyficznych dla komorek owadzich bakulowi-
ruséw, wiele zachodnioeuropejskich i amerykanskich instytutéw oraz firm prowa-
dzi znacznie juz zaawansowane badania nad systemem hodowlanym: komorka
owadzia — bakulowirus [11].

Bakulowirusy zostaty wzigte pod uwage jako odpowiednie entomopatogeny ze
wzgledu na posiadanie przez nie wielu korzystnych biotechnologicznie cech. Postgp
technologiczny umozliwia wiaczanie obcych gendw do genomu bakulowirusa. Geny
te sa ekspresjonowane pod kontrolag wirusowych promotoréw bez wplywu na infe-
kcyjnosé i replikacje wirusa. Przy uzyciu nowych technologii mozliwe jest wprowa-
dzenie obcych genéw do bakulowirusa w celu wyprodukowania szybko dziatajacych
wirusowych insektycydow.

Dotychczasowe uzywanie insektycydéw chemicznych stawia nas przed dwoma
problemami. Pierwszy dotyczy potencjalnego wptywu chemicznych insektycyd6w na
ludzkie zycie i zdrowie. Drugi odnosi si¢ do zdolno$ci uodparniania sig wigkszosci
owadzich szkodnikéw na giéwne grupy insektycydow [15].

Z tego powodu prace nad uzyciem entomopatogendw: wirus6w i bakterii, ktére moga
by¢ uzyte w podobny sposéb jak insektycydy chemiczne, maja szczeg6lnie istotne
znaczenie dla ochrony upraw rolniczych, sadéw, laséw, upraw szklarniowych itp.
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Zalety biologicznego zwalczania szkodliwych owadéw za pomoca, bakulowiruséw
jestprzede wszystkim to, Ze wirusy te wykazuja wybitng selektywno$é, to znaczy dzialaja
tylko na zwalczanego szkodnika, czego nie mozna powiedzieé o chemicznych $rodkach
owadobdjczych. Dzigki temu, stosujac wirusy, udaje si¢ obnizy¢ liczebnos¢ szkodnikéw
ponizej progu szkodliwosci bez powazniejszego naruszenia réwnowagi w biocenozie.
Taka selektywna metoda zwalczania szkodnikéw ma duze znaczenie réwniez dlatego, ze
mozna W ten spos6b chroni¢ owady pozyteczne. Jak wiadomo, wirusy dziataja podobnie
jak mikroorganizmy — jako czynniki ograniczajgce liczebno$¢ populacji owadéw. Catko-
wite zniszczenie danej grupy owadow, jako niezamierzony skutek intensywnego stoso-
wania pestycyd6w, moze doprowadzi¢ do trudnych do przewidzenia nastgpstw z istotnym
zaburzeniem rownowagi w biocenozie wigcznie [9].

Idealng metodg zwalczania szkodnikéw jest stosowanie takich wiruséw, ktdre
dzialajg regulujaco juz ponizej progu szkodliwosci, a wige przy wzglednie malej
gestosci populacji zywiciela. Regulujacy wptyw wiruséw na populacje szkodnikéw
ma takze miejsce, gdy populacja przybiera rozmiary gradacyjne. W celu skutecznego
zwalczania trzeba w takim wypadku najpierw namnozy¢ wirusy w skali technicznej,
a potem uwolnic je w terenie we wiasciwym czasie i w duzych ilociach. Tylko w ten
sposOb mozna zapobiec namnazZaniu si¢ szkodnika przed osiagnieciem maksimum
gradacji i obnizy¢ jego liczebnos¢ do niegroZnego poziomu. Przykladem moze byé
zwalczanie borecznika Neodiprion sertifer w Ameryce Pétocnej. Sprowadzone z
Europy wirusy poliedrozy jadrowej borecznika rudego namnazano najpierw w wa-
runkach laboratoryjnych, a nastgpnie rozpylano z samolotéw w formie zawiesiny
polledrow na terenie wystgpowania szkodnika. Przy ilosci 4 l/ha i koncentracji
10°-10’ poliedréw/ml, uzyskano prawie 100% $miertelnosci larw [9].

Stosowanie wirus6w do zwalczania szkodnikow stwarza duze zapotrzebowanie
na nadajace si¢ do dtuzszego Przechowywama preparaty wirusowe. Potrzebne iloSci
WYynosza najczescie] 10°-10" pohcdrow na hektar. Poniewaz wydajno$¢ produkciji
wirusOw wynosi najczesciej 10°-10° poliedrow z jednej gasienicy, bezwzglednym
warunkiem produkcji wirusow jest prowadzenie masowej hodowli zywicieli [9].

Poprzez wyprowadzenie wielu nowych, ustabilizowanych linii komérkowych
systemy hodowlibakulowirusdw uzyskaty nowy, biotechnologiczny wymiar. W 1989
roku dysponowano 1 linia komérkowy Hemiptera, 3 Coleoptera, 11 Hymenoptera,
16 Orthoptera, 25 Homoptera, 155 Lepidoptera i 209 Diptera [11]. Wystgpujace u
wirus6w entomopatogennych zjawisko swoistosci zywiciela powoduje, Ze sg bezpie-
czne dla ludzi i zwierzat wyzszych.

Polskie lasy ostabione niekorzystnymi warunkami siedliskowymi sa szczegélnie
narazone na inwazje wszelkich szkodnikéw. Drzewa atakowane sg przez wiele
gatunkéw owadow oraz grzybow pasozytniczych. Kiedy dochodzi do potaczenia
wplywu szkodnikéw owadzich i chordb infekcyjnych z ostabieniem lasu przez czyn-
niki abiotyczne, moze dojs¢ do masowego zamierania drzew. Drzewa o ostabionej
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Tabela 1. Zastosowanie owadzich kultur komérkowych w biotechnologii

Zr6dto linii komérkowej (gatunek owada)  Zastosowanie

Lepidoptera

Spodoptera frugiperda zrekombinowane biatka

Trichoplusia ni zrekombinowane biatka

Bombyx mori zrekombinowane biatka
bioinsektycydy

Autographa californica bioinsektycydy

Heliothis zea bioinsektycydy

Heliothis virescens bioinscktycydy

Lymantria dispar bioinsektycydy

Orgyia pseudotsugata bioinsektycydy

Neodiprion sertifer bioinsektycydy

Diptera

Aedes albopictus antygeny arbowiruséw

Aedes aegypti szczepionki

Drosophila melanogaster zrekombinowane biatka

Sarcophage peregrina inhibitory wzrostu

odpornosci atakowane sa przez nowe, mato jeszcze znane gatunki owadéw i grzybow,
ktdre nie atakuja drzew w petni zdrowych.

Brudnica mniszka, najgroZniejszy szkodnik drzewostandw iglastych, wystapita w
1992 roku na powierzchni 160 tys. ha, w rok potem juz na 472 tys. ha, a w 1994 roku
trzeba bylo ja zwalczaé.juz na 757 tys. ha. Podobnie rozwijaly si¢ inwazje innych
szkodnikéw laséw: barczatki sosnéwki, strzygoni choinéwki, osnui gwieZdzistej,
brudnicy nieparki [13].

Przyklad ten ilustruje potrzebe wdrazania i udoskonalania technik hodowlina duza
skale w celu otrzymania wysoce skutecznych rekombinantéw bakulowiruséw, po-
trzebnych w zwalczaniu szkodliwych owaddéw, jak réwniez majacych zastosowanie
w innych gateziach biotechnologii. Mozliwosci aplikacyjne owadzich Kultur komor-
kowych przedstawiono w tabeli 1. '

Charakterystyka bakulowirusow

Na rodzing Baculoviridae sktadaja si¢ dwie podrodziny — Eubaculovirinae (oklu-
zyjne, czyli wiriony sa zatopione w biatkowym ciele okluzyjnym, znanym jako
poliedryna) oraz Nudibaculovirinae (nicokluzyjne). Wirusy okluzyjne dziela sig na
‘dwa rodzaje. Podziat oparty jest na réznicach w morfologii biatek ich ciat okluzyjnych.
Rodzaj NPV (Nuclear Polyhedrosis Virus) charakteryzuje si¢ ciatem okluzyjnym
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(poliedryna), natomiast rodzaj GV (Granulosis Virus) ma duzo mniejsze, elipsoidalne
granule [1]. DNA bakulowirusa jest skondensowane wewnatrz kapsydu (pateczkowa-
ty ksztait kapsydu okresla termin "bakulo") w strukturze nukleoproteinowego rdzenia.
DNA dwdch najpopularniejszych bakulowiruséw powszechnie uzywanych do eks-
presji obcych gendw — Autographa californica (AcMNPV) oraz Bombyx mori
(BmNPV) — ma dtugos¢ okoto 130kb [10]. Bakulowirusy namnazaja si¢ w larwach
owadow wielu rzgdéw, giéwnie motyli (Lepidoptera) i muchéwek (Diptera). Podczas
infekcji produkowane sa dwie rézne biochemicznie i morfologicznie formy wirusa:
tzw. forma okluzyjna OV, od ktdrej zaczyna si¢ zakazZenie, i tzw. forma paczkujaca
BV. Forma OV tworzy ciata okluzyjne w jadrach zakazonych komérek. W biatku ciat
okluzyjnych, poliedrynie, rozmieszczone sa czastki wirusowe. W jelicie gasienic
otoczka poliedrynowa ulega rozpuszczeniu i po replikacji uwolnionych wiruséw
powstaja formy BV [4, 8].

Charakterystyka linii komérkowej

W wigkszosci laboratoriéw do replikacji wirusa AcMNPV stosuje si¢ linie komor-
kowe pochodzace z hodowli komérek jajnikéw Spodoptera frugiperda (S19). Komorki
Sf9 mogg rosnaé zaréwno w monowarstwie, jak i w zawiesinie. Dla Zapewnienia
optymalnego wzrostu nalezy pamigtaé o stworzeniu wiasciwych warunkéw hodowli.
Temperatura hodowli waha si¢ pomiedzy 25a 30°C, pH 6,2-6,6, ci$nienie osmotyczne
300-380 mOsm. Aktualnie na rynku dostgpnych jest wiele ptynéw hodowlanych,
réznigcych sig kompozycja sktadnikéw. Przyktadowo medium TC100 zawiera w swym
skladzie jedynie glukozg, natomiast medium Grace, oprécz glukozy, zawiera takze
fruktozg i sacharozg. Hodowle prowadzi si¢ z 5-10-procentowym dodatkiem surowicy
lub wykorzystuje si¢ media bez surowicy (IPL-41, Sf900, EX-CELL 400, HyQ). Skiad
pltynéw odzywczych moze by¢ inny w okresie wzrostu komérek, gdy ich wymagania
zywieniowe sg zwigkszone, a inny po zakazeniu hodowli wirusem, gdy potrzebne jest
tylko utrzymanie komérek przy zyciu. Komérki St9 podwajaja swéj wzrost w ciggu
18-24 godzin, stad powinny by¢ pasazowane 2-3 razy w tygodniu [2, 11].

W celu zapewnienia rentownosci produkeji konieczne jest uzyskanie mozliwie
duzej gestosci komérek. Jednym z najistotniejszych czynnikéw wplywajacych na
gestos¢ komérek sa warunki ich hodowli. Giéwnymi czynnikami limitujacymi wzrost
populacji komoérek jest ograniczona szybkos¢ transferu tlenu do pozywki, co przy
Znacznym zapotrzebowaniu na tlen komdrek S9 moze istotnie wptywaé na ich wzrost,
a tym samym pogarszac kolejne etapy produkcji wiruséw [5]. W hodowlach na duza
skalg czynnikiem limitujacym wzrost komdrek jest takze sposéb ich mieszania. Ze
wzgledu na wysokg wrazliwos¢ komérek owadzich na stres mechaniczny konieczne
jest stosowanie specjalnych typow bioreaktoréw z systemem mieszania typu air-lift
lub dodawanie do medium czynnikéw ostaniajacych, np. Pluronic F-68 [14]. W ho-
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dowlach o kilkunastolitrowej skali otrzymano maksymalna gesto$¢ komérek Sf9
rzgdu 5 - 10° komérek/ml [11]. Wciaz rozrastajacy si¢ rynek produktéw otrzymywa-
nych z hodowli komodrkowych jest szczegdlnie zainteresowany nowymi technologia-
mi, ktérych zastosowanie pozwolitoby znacznie zwigkszy¢ gesto§¢ hodowanych w
bioreaktorze komorek. Jedng z takich technologii jest wykorzystanie mikrono$nikéw
w celu powigkszenia powierzchni, na kiérej moga wzrasta¢ komorki. Inng metoda
zwigkszania gestosci hodowli jest mikrokapsutkowanie komérek za pomoca g(’)%prze-
puszczalnej membrany. Otrzymano w ten sposéb hodowle o ggstosci 8 - 10° komé-
rek/ml. Minusem zaréwno hodowli na mikronosnikach, jak i mikrokapsutkowania jest
wzrost kosztow catej hodowli i w efekcie wyzsza cena otrzymanego produktu [4].

Z ekonomicznego punktu widzenia, aby produkcja biopestycydéw byta optacalna,
koszt medium hodowlanego nie moze by¢ wigkszy niz 2-5 § za litr, obecnie wynosi
20-30 $/litr [11]. Stworzenie taniego i pozbawionego surowicy medium jest jednym
z priorytetowych zadai na najblizsze lata.

Rozwdj i strategia dziatan zwiazanych z uzyciem
bakulowirusow jako biopestycydu

Juz w latach siedemdziesiatych w USA i Europie Zachodniej coraz silniej zazna-
czaly si¢ tendencje proekologiczne i zwigzane z tym poszukiwanie nowych nieche-
micznych technologii dla rozmaitych dzialéw gospodarki, w tym takze zamiana
pestycydéw chemicznych na biologiczne. Wraz z rozwojem w latach osiemdziesia-
tych technik inzynierii genetycznej i biologii molekularnej bakulowirusy zyskaty na
znaczeniu. Okazalo sig, ze duza czeS¢ obcych gendw moze byc tatwo wprowadzana
do genomu bakulowirusa, gdzie nastgpnie ulega ekspresji.

Jest to szczegdlnie interesujace w zastosowaniu ich jako systemu ekspresji genow
biatek, posiadajacych wihasciwosci terapeutyczne. W bakulowirusowym systemie
ekspresji funkcjonuja m.in. takie biatka, jak: o, B-interferon, tkankowy aktywator
plazminogenu, receptor estrogenu, insuliny, a takze biatka roslinne, np. fazelina,
rycyna [10].

Pierwszym zarejestrowanym (w 1975 roku) wirusowym insektycydem byt wy-
tworzony w firmie Sandoz preparat Elcar, oparty na Heliothis NPV. Kolejnym szeroko
stosowanym srodkiem byt bioinsektycyd oparty na wirusie Anticarsia gemmatalis
NPV. Koszty poniesione przy jego zastosowaniu w sezonie 1989/90 wyniosty 2 $/ha,
co okazato si¢ bardzo korzystne w poréwnaniu z wykorzystaniem Srodka chemiczne-
go, ktérego koszt oszacowano na 5 $/ha [11].

Rozwdj technologii bioreaktorowych i syntetycznych mediow zintensyfikowat
prace nad biopestycydarhi, wezesniej limitowanymi opartym na hodowli larw syste-
mem produkcji wirusow.
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Zastosowanie technik inzynierii genetycznej w tworzeniu
skutecznych bioinsektycydow

Istotnym ograniczeniem zwigzanym z rozwojem skutecznego biopestycydu byta
szybkos$¢ jego dziatania, wynoszaca 5—15 dni od momentu infekcji do $mierci owada.
Rozwdj technik inzynierii genetycznej pozwolit przekroczy¢ ta niedogodno$é. Obe-
cnie system BEV (Baculovirus Expression Vector) jest uzywany do wprowadzania
licznych obcych genéw do genomu wiruséw takich owaddw, jak: Autographa cali-
fornica (Ac), Helicoverpa zea (Hz), Lymantria dispar (Ld) i Bombyx mori (Bm) [11].

W 1988 opisano zwigkszenie sig efektywnosci bakulowirusowego pestycydu po
wprowadzeniu do genomu Ac MNPV genu toksyny BelT ze skorpiona Buthus eupeus.
Ostatecznie jednak w wyniku niedostatecznej translacji biologiczna aktywno$¢ toksy-
ny byta znikoma [11]. W badaniach uzywano takze innych toksyn. Wprowadzono gen
AsIT ze skorpiona Androctonus australis, uzyskujac 30-procentowy redukcje
wskaznika ST (czas przezycia po infekcji, podczas ktrego 50% larw ginie) w
poréwnaniu z dzikim wirusem. O 40% przyspieszong $miertelno$¢ larw uzyskano po
wprowadzeniu do genomu bakulowirusa genu toksyny TxP-I z roztocza Pyemotes
tritici. Pracuje si¢ takze nad wklonowaniem genu delta-endotoksyny z Bacillus
thuringensis. W 1989 roku zanotowano ciekawe rezultaty po wprowadzeniu genu
hormonu diuretycznego (DH) zManduca sexta. Larwy zainfekowane tak zmienionym
wirusem charakteryzowaty si¢ zmniejszona objetoscia hemolimfy, co w ostatecznosci
prowadzito do redukcji LD, 0 10-20%. Bazujac na odkryciu funkcji ekdysteroidu —
hormonu zapewniajacego wtasciwy cykl przemian metamorficznych owada — prébo-
wano wylacza¢ gen kodujacy enzym EGT, co w ostateczno$ci prowadzilo do inakty-
wacji hormonu. Genetyczne modyfikacje bakulowirusowego pestycydu obejmuja
oprécz toksyn, hormonéw, enzymdéw réwniez inne od niedawna badane zwiazki.
Keeley i Hayes zaproponowali ekspresje tzw. antypeptydéw, ktdre — wiaZzac si¢ do
neurohormonéw — blokowatyby ich fizjologiczne funkcje [7].

Testy polowe ze zmienionymi genetycznie wirusami AcMNPV zostaty zapoczatko-
wane w 1986 roku. Rekombinowane wirusy nie zawieraty jednak genéw, ktére moglyby
wzmocni€ ich pestycydowa aktywnos$¢. Badania miaty okreslic strategie na przyszto$é,
zwigzang z ograniczeniem przezywalno$ci zmienionych genetycznie wirusOw w natural-
nym Srodowisku. Inne testy przeprowadzone w 1987 roku przez NERC wykazaty, 7e
poprzez usunigcie genu poliedryny z rekombinowanego wirusa AcCMNPV infekcyjno$é
jego zaniklta w tydzien po Smierci zakazonych larw. W 1989 r. podobne badania
przeprowadzono w Boyce Thompson Institute for Plant Research, a w latach 1990-1991
w pracowniach Cornell University takZe testowano przezywalno$¢ genetycznych rekom-
binantéw pozbawionych genu poliedryny. Wszystkie dotychczasowe badania miaty na
celu doglebne zbadanie relacji ekologicznych, mozliwosci migracji, jak tez ryzyka
potencjalnego zastgpienia wirusa dzikiego przez wirusy zmodyfikowane [11].
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Czynniki oddzialywajgce na infekcyjno$¢ wiruséw

Prace nad stworzeniem skutecznego bioinsektycydu musza zaktada¢ mozliwosé
uodpornienia si¢ owada na wirusowy insektycyd. Wyizolowano antywirusowe sub-
stancje z przewodu pokarmowego i hemolimfy Bombyx mori, co moze sugerowaé
ewentualng potrzebg zwigkszania dawki insektycydu, a co za tym idzie — wzrost
kosztow ochrony [15].

Innym czynnikiem oddziatywajacym na proces infekcji jest wiek owada. Dla
stadium larwalnego w celu otrzymania wartoSci LD, potrzeba 10 ciat okluzyjnych
(OB), natomiast dla dojrzatych form warto$¢é ta wzrasta do ponad 100 000 OB. Wiele
czynnik6w natury geograficznej (temperatura, naswietlenie) takze wptywa na proces
infekcji. Zréznicowanie w genotypie atakowanych przez owady roslin réwniez po-
woduje zmiany we wrazliwosci owada na infekcje wirusem [12, 15].

Podsumowanie

Rynek wirusowych pestycydow stanowi malg cz¢$¢ olbrzymiego rynku insekty-
cydéw. W 1985 roku zaledwie 0,2% zyskow ze sprzedazy insektycydéw przypadato
na bioinsektycydy, z tego prawie 90% dotyczyto preparatéw opartych na Bacillus
thuringiensis [15].

Relacje pomiedzy kosztami ekonomicznymi a kosztami Srodowiskowymi stawia
jednak preparaty wirusowe w korzystniejszym potoZeniu w poréwnaniu z typowymi
chemicznymisrodkami. Srodki chemiczne w poréwnaniu zbioinsektycydami dziataja
szybciej i bardziej kompleksowo. Funkcjonowanie bioinsektycydéw nalezy wigc
rozpatrywac przede wszystkim w Kategoriach ekologicznych, jako Srodk6w nietoksy-
cznych, ktdrych dziatanie jest limitowane do konkretnego szkodnika.
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Biological insect control — application of baculovirus
as a bioinsecticide

Summary

The development of insect cell culture techniques for the production of insect
pathogenic viruses has been reviewed, with emphasis on process scale-up and genetic
enhancement of viral pesticides.

Insect cells in culture are currently the subject of great interest as superior hosts
for the efficient production of biologicals with applications in health care, in agricul-
ture and forestry. The very prominent system used both in research and in commercial
scale application involves insect cells transfected with baculovirus expression vectors
for abundant formation of recombinant proteins, vaccines and biopesticides.



