Wyselekcjonowany szczep bakulowirusa LAMNPYV, gen kodujacy polihedryng szczepu
bakulowirusa LAMNPV i zastosowanie sekwencji w otrzymywaniu produktow ochrony

ro$lin przed brudnicg nieparka lub srodka do badania Lymantria dispar

Przedmiotem wynalazku jest wyselekcjonowany szczep bakulowirusa LAMNPV,
oznaczany wedlug wynalazku jako LAIMNPV-PO1 do zastosowan w produktach ochrony
ros$lin przed brudnica nieparka Lymantria dispar i/lub opracowanie produktow
wykorzystywanych w biologii molekularnej takich jak: wektory plazmidowe, przeciwciala,
enzymy w zakresie badania Lymantria dispar. Wynalazek obejmuje réwniez gen kodujacy
polihedryne szczepu szczep bakulowirusa LAMNPYV.

Wynalazek dotyczy réwniez zastosowania bakulowirusa (wirusa polihedrozy jadrowej)
szczepu ,,PO1” Lymantria dispar multinukleopolihedrowirus (LAMNPV-PO1) jako
aktywnego srodka ochrony roslin, ktory w naturalnych warunkach infekuje groznego
szkodnika, brudnice nieparke (Lymantria dispar L.).

Szczep ten zostal wyselekcjonowany na terenie Polski w wojewodztwie pomorskim,
charakteryzuje sie zwiekszona zjadliwoscia oraz odmienng sekwencja nukleotydowa, ktore
odrézniajg go od pozostatych znanych szczepdw polskich i zagranicznych.

Wynalazek znajduje zastosowanie w postaci fragmentu lub catosci sekwencji
nukleotydowej seq 1LAMNPV-PO1 w celach produkcji $rodkow ochrony roslin przed
brudnica nieparka.

Brudnica nieparka jest polifagicznym motylem z rodziny Erebidae
(mrocznicowatych), podrodziny Lymantriinae (brudnicowatych) 1 jednym z
najgrozniejszych szkodnikow o zasiggu globalnym. Wystepuje w ogrodach, szkétkach,
parkach, skupiskach lesnych atakujac gtownie drzewa lisciaste, a w czasie masowego
wystepowania moze niszczy¢ takze drzewostany iglaste. Najwieksze straty powoduje
stadium larwalne brudnicy nieparki, czyli gasienice, ktore zeruja w koronach drzew. W
czasie gradacji powoduja defoliacj¢ duzych potaci roslin, ktére w nastepstwie powoduja
ich obumieranie, wywotujac tym samym ogromne straty ekonomiczne. Niezbedne 1
koniecznie jest stosowanie Srodkdéw ochrony roélin, aby chroni¢ ekosystem i zachowac
jego naturalng integralnos¢.

Kontrola biologiczna moze by¢ zdefiniowana jako regulacja wystepowania
gatunku, ktory osiagnat poziom okreslany jako szkodliwy dla srodowiska poprzez inny

gatunek dodany do srodowiska w celu ograniczenia gatunku szkodliwego. W $wiatowe;j
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gospodarce rolniczej i lesnej biologiczne srodki ochrony roslin zyskuja na coraz wigkszej
popularnosci. Najwigksza zalete tego typu ochrony stanowi ograniczenie stosowania
chemicznych pestycydow wcigz stosowanych w nadmiarze, ktore sa mato selektywne i
niespecyficzne, co powoduje niszczenie srodowiska.

Znane jest zastosowanie w biologicznym ograniczaniu liczebnosci owadow
mikroorganizmow entomopatogenicznych takich jak bakterie, grzyby i wirusy. Znany jest
biopestycyd, w ktorym gtéwnym skladnikiem aktywnym jest bakteria Bacillus
thuringensis (Bt) produkujaca toksyn¢ kodowana przez gen cry, szkodliwg dla niektérych
owadow. Pomimo faktu ze jest powszechnie stosowany nie stanowi idealnego preparatu,
przede wszystkim ze wzgledu na niska odporno$¢ form przetrwalnikowych i1 krysztatow na
lisciach na promieniowanie stoneczne UV oraz to, ze dziala mato selektywnie na inne
owady z danej rodziny (np. Bacillus thuringensis serotyp kurstaki - Lepidoptera).

Znany jest insektycyd oparty na bakulowirusie o nazwie Elcar™, ktory zostat
wprowadzony na rynek w Stanach Zjednoczonych w 1975 roku do ochrony upraw
bawelny 1 w swoim sktadzie zawiera Heliothis zea NPV (HzNPV). Wedlug doniesien to
jedne z gatunkéw najszybcie] nabywajacych oporno$¢ na pestycydy, wliczajac w to
oporno$¢ na transgeniczng bawetlne produkujaca biatko kodowane przez gen cry
pochodzacy z bakterii Bt. Historycznie, najwigkszym sukcesem na $wiecie cieszylo sie
zastosowanie bakulowirusa Anticarsia gemmatalis MNPV (AgMNPV), gdzie w szczycie
zastosowania na ogromna skale uzywano go do ochrony 2mln hektaréw upraw soi na
terenie Brazylii. Powszechnie stosowanym na catym $wiecie jest biopestycyd i opiera si¢
na bakulowirusie infekujacym szkodnika sadow owocowych, gléwnie jabtoni 1 gruszy —
owocowke jabtkéweczke, Cydia pomonella. Znane sa biologiczne $rodki ochrony roslin,
ktére zawieraja w skladzie jako aktywny skladnik - Cydia pomonella granulowirus
(CpGV), granulowirus (AdorGV) atakujacego szkodnika zwodjke siatkdweczke
Adoxophyes orana. Dziataja bardzo specyficznie 1 skutecznie. W Ameryce Polnocnej z
powodzeniem stosowany jest biopestycyd Gypchek, ktérego aktywnym sktadnikiem jest
bakulowirus LAMNPV. Jego odpowiedniki pod inng nazwa handlowa dostgpne sa rowniez
w Rosji i Kanadzie oraz od niedawna produkowane takze w Szwajcarii. Nie zostal on
jednak zarejestrowany w Polsce 1 jego stosowanie na terenie naszego kraju jest zabronione.
wprowadzony obowiazek stosowania zintegrowane] ochrony ro$lin przez wszystkich
profesjonalnych uzytkownikéw $rodkow ochrony roslin wynika z postanowien dyrektywy
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rzecz zréwnowazonego stosowania pestycydéw oraz rozporzadzenia nr 1107/2009
dotyczacego wprowadzania do obrotu srodkéw ochrony roslin. W mysl tych przepiséw
srodki ochrony roslin musza by¢ stosowane zgodne z ogo6lnymi zasadami integrowanej
ochrony roslin, co oznacza, ze pierwszenstwo przed chemicznymi metodami zwalczania
organizméw szkodliwych beda miaty metody biologiczne, fizyczne 1 inne metody nie
chemiczne, o ile beda skuteczne. Stwarza to potencjalng szanse na wykorzystanie
biopestycyddw zwlaszcza opartych na bakulowirusie w tym LAMNPV na polskim i
migdzynarodowym rynku.

Poznawanie kolejnych calych genoméw potwierdza fakt, ze wirusy z rodziny
Baculoviridae ewoluowaly wraz z owadami. Znane sa cztery ich rodzaje:
Alphabaculovirus - nukleopolihedrowirusy (NPV) infekujace motyle Lepidoptera;
Betabaculovirus — granulowirusy infekujace motyle Lepidoptera, Deltabaculovirus — z
dotychczas jedynym poznanym przedstawicielem Culex nigripalpus NPV (CuniNPV),
ktorego gospodarzem jest komar z rzedu Diptera oraz Gammabaculovirus — NPV
zakazajace btonkéwki Hymenoptera. Do rodziny Baculoviridae naleza duze cylindryczne
wirusy, ktoérych ciata okluzyjne (ang. occlusion bodies, OBs) moga by¢ widoczne w
mikroskopie s$wietlnym. Ich material genetyczny stanowi kolisty, superzwiniety
dwuniciowy DNA, zwigzany z malym zasadowym biatkiem o masie czasteczkowe] ok.
7kDa. Genom ma dtugos¢ od 80-180kpz i koduje od 90-180 genodw, z ktorych 38 jest silnie
konserwowanych 1 obecnych u kazdego gatunku bakulowirusa. Material genetyczny
otoczony jest biatkowym kapsydem, na powierzchni ktérego znajduja si¢ bialka
otoczkowe. W trakcie cyklu zyciowego bakulowirusa wystepuja dwa fenotypy form
infekcyjnych: ODV (ang. occlusion derived virus) — wiriony wywodzace si¢ z okluzji,
ktore wydostaja sie na zewnatrz gasienicy i BV (ang. budding virus) — powstajace w
trakcie infekcji wewnatrz gospodarza. Pierwsza odpowiada za rozprzestrzenianie sie
infekcji pomigdzy owadami, druga natomiast za infekowanie tkanek gasienicy. W
przypadku formy okluzyjnej wirusa, czastki wiruséw otoczone sa grubg warstwa biatka
granuliny (u betabakulowirusow) oraz polihedryny (dla pozostalych), dzieki ktéorym
bakulowirusy wyksztatcity umiejetno$¢ przetrwania w srodowisku, od kilku do nawet
kilkudziesieciu lat, o ile nie s3 wystawione na dziatanie wysokiej temperatury lub
promieniowania UV.

Ze wzgledu na fakt, ze wirusy z rodziny Baculoviridae sa $cisle ewolucyjnie

zwigzane z gospodarzem, ktorego infekuja, w nazewnictwie obowigzuja proste zasady.



4

Nazwa wirusa pochodzi od nazwy gatunkowej gospodarza, z ktdérego po raz pierwszy
zostal wyizolowany wirus, z dodatkiem granulowirus (GV) lub nukleopolihedrowirus
(NPV). W przypadku NPV, gdy mamy do czynienia z nukleokapsydami potaczonymi w
skupiska w otoczkach zatopionych w ciatko okluzyjne dodajemy przedrostek — ang. multi
(MNPYV), a gdy nukleokapsydy wystepuja pojedynczo w otoczkach — ang. single (SNPV).
Oznaczenie gatunkowe wirusa tworzy akronim ztozony z pierwszych liter lacinskiej nazwy
gospodarza zakonczony GV (ang. Granulovirus) np. CpGV dla wirusa granulozy motyla
Cydia pomonella.

Generalnie bakulowirusy maja bardzo waski zakres gospodarzy, co znaczy, ze
jeden wirus infekuje tylko jeden lub kilka bardzo blisko ze soba spokrewnionych gatunkow
owadow. Do zakazenia dochodzi droga pokarmowa. Cykl zyciowy rozpoczyna si¢ w
momencie, gdy ciata okluzyjne (polihedra lub granule) znajdujace si¢ na liSciu zostana
zjedzone przez gasienice podatng na zakazenie 1 trafiaja do uktadu pokarmowego. Tam w
silnie zasadowym srodowisku ciata okluzyjne ulegaja rozpuszczeniu i dochodzi do infekcji
komorek nabtonka ggsienic formg ODV uwolniong z okluzji. Nastepnie wirus
rozprzestrzenia si¢ w ciele gasienicy, aby na koncu infekcji spowodowac rozpad tkanek 1
uwolnienie wirusa do srodowiska. Nowopowstale ciata okluzyjne trafiaja np. na lis¢, dzieki
czemu mozliwe jest zakazenie innych podatnych gasienic lub przeniesienie infekcyjnych
czastek wirusowych z wiatrem, przez drapiezniki np. ptaki lub z deszczem do gleby.

Bakulowirusy sa stosowang grupa wiruséw w ochronie biologiczne] roslin.
Aktualnie stanowia najlepiej poznang pod wzgledem biologii, ekologii i patologii grupe
wirusow infekujacych owady. Sa szczegOlnie przydatne, poniewaz ze wzgledu na swoja
specyficznos¢ nie wywieraja negatywnego wpltywu na inne gatunki motyli, jak réwniez na
parazytoidy czy inne pozyteczne gatunki, jak np. pszczoty. Kolejng zaleta biopestycydow
opartych na bakulowirusie jest fakt, ze nie namnazaja si¢ w komorkach ssaczych — sa
zatem bezpieczne dla ludzi 1 zwierzat. Bakulowirus jest w stanie w warunkach
laboratoryjnych wejs¢ do komorki ssaczej, ale nie moze sie w niej namnozy¢.
Dodatkowym aspektem przemawiajacym za ich stosowaniem jest zdolnos¢ utrzymywania
si¢ w srodowisku, czyli zakazania kolejnych pokolen bez ponownej aplikacji. Moga by¢
produkowane na duza skale, poddane formulacji, pakowane, przechowywane i
sprzedawane w identyczny sposéb jak chemiczne pestycydy. Natomiast w trakcie

wykonywania zabiegéw ochronnych, jesli zachodzi taka potrzeba bakulowirusy moga by¢
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mieszane z chemicznymi insektycydami, co pozwala na zmniejszenie dawki chemicznego
pestycydu przy zachowaniu jego petnej skutecznosci.

Z opisu patentowego PL 228 449 B1 7 znany jest wyselekcjonowany szczep
bakulowirusa LAMNPV-PL do zastosowan w produktach ochrony roslin. Ujawniono pelne
sekwencje gendw polh, lef-8, lef-9, lef-1, chitynaza, egt, efp, sod, v-ubi, pif-2, bakulowirusa
LAMNPV-PL, z zastosowaniem catych lub czesciowych sekwencji nukleotydowych lub
ich aminokwasowych odpowiednikow w celach produkcji aktywnego sktadnika srodkow
ochrony roslin, wykorzystanego w biologii molekularnej, takich zwtaszcza jak wektory
plazmidowe, przeciwciala 1 enzymy. Ujawniono zastosowanie szczepu w celach ochrony
przed szkodnikiem brudnica nieparka do ochrony roslin.

Weciaz poszukuje si¢ wirusow mogacych mie¢ zastosowanie jako biopestycydy o
lepszej skutecznosci, co byto przedmiotem wynalazku w temacie brudnicy nieparki.

Brudnica nieparka (Lymantria dispar L.) jest jednym z owadow wyrzadzajacych
gospodarcze szkody w lasach 1 sadach. Jest gatunkiem polifagicznym mogagcym zerowad
na okoto 500 gatunkach drzew, krzewow i runa. Sposrdd réznych gatunkéw roslin
zywicielskich preferuje deby (Quercus spp.), a nastepnie graby (Carpinus spp.), brzozy
(Betula spp.), lipy (Tilia spp.), topole (Populus spp.), klony (Acer spp.) i czeremchy
(Padus spp.). W okresach masowego pojawu, brudnica nieparka zeruje roOwniez na
drzewach iglastych, najczesciej na sosnie (Pinus spp.), a takze na $wierku (Picea spp.) i
modrzewiu (Larix spp.).

Gradacje brudnicy nieparki obserwuje sie w roznych czesciach Swiata. W Europie
powoduje znaczne szkody przede wszystkim w drzewostanach debowych. We Francji w
latach 80-tych zanotowano masowe wystgpowanie brudnicy nieparki na dgbach Quercus
ilex, Quercus pubescens oraz na wigzach (Ulmus spp.) i gruszach (Pyrus spp.). Ponownie
we Francji w latach 90-tych stwierdzono masowy pojaw brudnicy nieparki, ktorej zery
spowodowaly zamarcie i w konsekwencji usuniecie okoto 1 mln m® drewna debowego Q.
ruber i Q. rubra. Na P&lwyspie Batkanskim szczegoélnie zagrozone sg drzewostany
debowe 1 sady, gdzie szkodnik wystepuje co 7-8 lat w gradacjach trwajacych okoto 3—4
lata. Dotkliwe straty wyrzadza brudnica nieparka na wschodzie i polnocy Rosji, gdzie
zeruje na debach, brzozach i topolach. W Japonii brudnica nieparka jest szkodnikiem
plantacji modrzewia Larix leptolepis i brzozy Betula platyphylla. Wzmozone pojawy
brudnicy nieparki notuje si¢ w Afryce Pdinocnej, takze w Maroku 1 Algerii, gdzie zeruje na

debie korkowym Quercus suber i debie kasztanolistnym Quercus castaneifolia.
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Najwieksze gospodarcze szkody brudnica nieparka wyrzadzita w USA, gdzie zostata
zawleczona w koncu XIX wieku 1 wobec braku wrogdéw naturalnych rozmnozyla si¢ na
wschodnim wybrzezu niszczac lasy debowe na okoto 20 milionach hektarow.

W Polsce brudnica nieparka powoduje szkody we wschodniej czesci kraju atakujac
sady 1 lasy lisciaste, gtownie dgbowe. Zgodnie z informacjami Instytutu Badawczego
Lesnictwa w Sekocinie Starym w ciggu kilkudziesieciu lat nieparka wystgpita na tacznej
powierzchni ponad 20 tys. ha, przy czym zabiegi ochronne wykonano na powierzchni
okoto 4 tys. ha. Szacuje sie, ze w ciggu najblizszych latach ponownie pojawi si¢ masowe
wystepowanie. Mimo tego, ze w Polsce aktualnie brudnicy nieparki nie zalicza si¢ do
groznych szkodnikéw, to jej zery powtarzajace si¢ przez kilka lat moga spowodowa¢ m.in.
straty w przyroscie drzew. Poza tym pogarszanie si¢ kondycji drzewostanow debowych,
chociazby ze wzgledu na panujaca od kilkunastu lat susze w polskich lasach, oraz
planowana przebudowa gatunkowa laséw, majaca na celu zwiekszenie udziatu drzew
lisciastych, moga przyczyni¢ sie do zaliczenia w przysztosci brudnicy nieparki do grupy
niebezpiecznych szkodnikéw lesnych. Obecnie w wielu krajach prowadzi si¢ badania nad
rola patogendw brudnicy nieparki i mozliwo$ciami ich wykorzystania w biologicznych
metodach ochrony roslin. Sposrod mikroorganizméw wywolujacych choroby brudnicy
nieparki najlepiej poznany jest wspomniany wczesnie] wirus polihedrozy jadrowej —
Lymantria dispar multinukleopolihedrowirus (LAMNPV) zaliczany do rodziny
bakulowirusow (Baculoviridae).

Wcigz brakuje biopestycydu, ktorego zastosowanie nie spowodowatoby

rozprzestrzenienia si¢ wirusa obcego pochodzenia — z innego kraju. Dodatkowo, uzycie juz
poznanych 1 scharakteryzowanych szczepow LAMNPV nie gwarantuje wysokie]
smiertelnosci szkodnikéw w stosunkowo krétkim czasie.
Konieczne wydaje sie wiec, wprowadzenie nowego srodka ochrony roslin z terenu Polski,
ktéry bedzie bezpieczny dla srodowiska naturalnego 1 cztowieka, nie bedzie wprowadzac
obcych mikroorganizmoéw do europejskich ekosystemow 1 jednoczesnie bedzie
charakteryzowa¢ si¢ krotszym czasem unieszkodliwiania szkodnikéw niz miejscowe
izolaty wirusow.

Ze wzgledu na fakt, ze wirus LAMNPV czesto wywoluje epizoocje powodujace
zalamanie si¢ gradacji szkodnika, wirus polihedrozy jadrowej stanowi przedmiot

zainteresowania wedlug wynalazku.
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Celem wynalazku jest dostarczenie wyselekcjonowanego szczepu bakulowirusa
LAMNPV-PO1, ktéry moze zosta¢ wykorzystany do produkcji nowego, biologicznie
srodka ochrony roslin przed brudnica nieparka — zwlaszcza bezpiecznego biopestycydu.

Wynalazek obejmuje nowy szczep wirusa infekujacego brudnice nieparke. Sczep
rézni si¢ znaczaco od znanych i wykazuje podwyzszong aktywnos¢ wzgledem tego
szkodnika, namnaza si¢ w nim 1 moze zosta¢ zastosowany do ochrony przed brudnicg.
Wynalazek dotyczy rowniez zastosowania wyselekcjonowanego szczepu bakulowirusa
LAMNPV-PO1 - pelnej sekwencji oraz wybranego genu kodujacego polihedryne, do
zastosowan do ochrony roslin przed brudnica nieparka, w produktach ochrony roslin

Lymantria dispar, zwtaszcza biopestycydach.

Wynalazek pokazano na sekwencjach.
Sekwencja DNA szczepu LAMNPV-PO1 czyli pelna sekwencja genomu LdAMNPV-P(O1
pokazano jako seq. 1 za§ wybrana sekwencja kodujaca polihedryng pokazano jako seq.2.

Na Fig. 1 pokazano porownanie pokrewienstwa filogenetycznego pomigdzy
charakterystycznym szczepem LAMNPV-PO1, a innymi przedstawicielami rodziny
Baculoviridae - graficzne przedstawienie pokrewienstwa filogenetycznego LAMNPV-PO1
z innymi bakulowirusami na podstawie pelnej sekwencji genu polihedryny; figura 2
przedstawia aktywnos$¢ biologiczng wirusa LAMNPV-PO1 wobec gasienic brudnicy
nieparki (Lymantria dispar) przy zastosowaniu dawki 10°70Bs/ na gasienicg), fig. 3-
przedstawia aktywnos$¢ biologiczng wirusa LAMNPV-PO1 wobec ggsienic brudnicy
nieparki (Lymantria dispar) przy zastosowaniu dawki 10"60Bs/ na gasienice przy
zastosowaniu dawki 10"70Bs/ na gasienice. Fig. 4 przedstawia aktywnos¢ biologiczna
wirusa LAMNPV-PO1 wobec gasienic brudnicy nieparki (Lymantria dispar) przy
zastosowaniu dawki - 10"5OBs/ na gasienice. 10"60Bs/ na gasienice, Fig. 5 -
elektroforeza w 1% zelu agarozowym produktu reakcji PCR pozwalajaca powieli¢ gen
kodujacy polihedryng bakulowirusa LAMNPV-PO1, fig. 6 - analiza restrykcyjna przy
uzyciu enzymu restrykcyjnego Bglll plazmidow pJetl.2 z klonowanym genem kodujacym
polihedrynge bakulowirusa LAMNPV-PO1 (2 klonéw) (elektroforeza w 1% zelu
agarozowym) - prazki na wysokosci ok. 750pz wskazuja na zajscie klonowania.
Na Fig. 2 - badanie aktywnosci wirusa LAIMNPV-01 wzgledem brudnicy nieparki w dawce
107 OBs/gasienice zastosowano oznaczenia: LAMNPV-PO1 — wirus infekujacy brudnice
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nieparke bedacy przedmiotem wynalazku; LAMNPV-RR — inny polski szczep wirusa
LAMNPV; OBs — ciata okluzyjne (ang. occlussion bodies, inaczej polihedra).

Na fig. 3 - badanie aktywnosci wirusa LAIMNPV-01 wzgledem brudnicy nieparki w dawce
1076 OBs/gasienice uzyto oznaczenia: LAMNPV-PO1 - wirus infekujacy brudnice
nieparke bedacy przedmiotem wynalazku; LAMNPV-RR — inny polski szczep wirusa
LAMNPV; OBs — ciata okluzyjne (ang. occlussion bodies, inaczej polihedra).

Na fig. 4 - badanie aktywnosci wirusa LAMNPV-01 wzgledem brudnicy nieparki w dawce
10”5 OBs/gasienice uzyto oznaczenia: LAMNPV-PO1 - wirus infekujacy brudnice
nieparke bedacy przedmiotem wynalazku; LAMNPV-RR — inny polski szczep wirusa
LAMNPV; OBs — ciata okluzyjne (ang. occlussion bodies, inaczej polihedra). Na fig. 5
pokazano elektroforez¢ w 1% zelu agarozowym produktu reakcji PCR pozwalajaca
powieli¢ gen kodujacy polihedryne bakulowirusa LAMNPV-PO1, a na fig. 6 pokazano
analize restrykcyjna przy uzyciu enzymu restrykcyjnego Bglll plazmidéw pletl.2 z
klonowanym genem kodujacym polihedryne bakulowirusa LAMNPV-PO1 (2 klonéw)
(elektroforeza w 1% zelu agarozowym). Prazki na wysokosci ok. 750pz wskazuja na
zajscie klonowania.

Wedtlug wynalazku istnieje mozliwos¢ wykorzystania czesci lub catosci sekwencji
nukleotydowych lub ich aminokwasowych transkryptéw genow LAMNPV-PO1 w celu
stworzenia skladnika preparatu do zwalczania szkodnika ro$lin Lymantria dispar lub/i
stworzenia produktéw wykorzystywanych w biologii molekularnej takich jak: wektory
plazmidowe, przeciwciata, enzymy w zakresie badania Lymantria dispar.

Celem potwierdzenia wykorzystania wynalazku pokazano wykorzystanie
bakulowirusa (wirusa polihedrozy) szczepu ,,PO1” Lymantiria dispar nukelopolihedrowirus
(LAMNPV-PO1) jako aktywnego sktadnika $rodka ochrony roslin w celach produkcji
srodkow ochrony roslin i/lub produktéw wykorzystywanych w biologii molekularnej.
Dzieki zastosowaniu wynalazku mozliwe jest stworzenie biopestycydu, ktory wykazywac
si¢ bedzie bezpieczenstwem biologicznym oraz zwigkszong aktywnoscia wobec
szkodnikéw upraw 1 lasow w pordéwnaniu do srodkéw opartych na lokalnych izolatach

LdMNPV.

Przyktadl.
Potwierdzenie wykorzystania catej sekwencji LAMNPV-PO1 — czyli opracowanego wirusa

infekujacego brudnice nieparke.
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Gasienice zakazone wirusem LAMNPV-PO1 homogenizowano w niewielkiej ilosci wody
destylowanej w celu maceracji tkanek 1 uwolnienia cial wtregtowych. Po 1-tygodniowej
maceracji zawiesing przesaczano trzykrotnie przez gaz¢ miynska, a uzyskany filtrat
poddawano wirowaniu przez 1 min przy obrotach 500 rpm. w celu oddzielenia
zanieczyszczen, np. fragmentéw tkanek. Powstaly nad osadem zanieczyszczen ptyn
zawierajacy polihedra zlewano 1 zawieszano w wodzie destylowanej, a nastepnie
wirowano przez 15 min przy obrotach 3500 rpm. Po trzykrotnym ptukaniu w wodzie
destylowanej i wirowaniu osad z cialami okluzyjnymi ponownie zawieszano w wodzie
destylowanej i przechowywano w temperaturze 4°C do momentu wykorzystania w
doswiadczeniach.

W doswiadczeniach sprawdzajgcych mozliwos¢ ochrony drzew przed brudnica nieparka
wykonano badanie aktywno$ci wirusa w badaniach eksperymentalnych. Wykorzystano
gasienice brudnicy nieparki w stadium L3 pochodzace ze zt6z jaj standardowego szczepu
brudnicy nieparki (New Jersey Standard Strain - NJSS). Zdrowe gasienice 24h przed
infekcja umieszczano pojedynczo w dotku na ptytkach 12-dotkowych, w celu ich
przeglodzenia. Po uplywie ok. 24h doktadano do dotka drobny kawatek pozywki
syntetycznej o wielkosci 3x3x3mm z odpowiednig ilo$cig ciat okluzyjnych (w 3 uktadach)
wirusa LAMNPV-PO1 przypadajacych na ten kawatek — 1x10” (Fig. 2), 1x10° (Fig. 3),
1x10° polihedrow (Fig.4). Negatywna grupa kontrolna dostawata pozywienie bez wirusa.
Pozytywng grupe kontrolng stanowily gasienice infekowane innym polskim szczepem
LAMNPV-RRO1 wg powyzszego schematu z taka samg iloscia polihedrow na fragment
pozywienia. W kazdym wariancie doswiadczenia hodowano po 24 gasienice przez okres
3tygodni, kazdego dnia zliczajac ilos¢ martwych gasienic. Zalezno$¢ smiertleno$ci
gasienic od dnia eksperymentu przedstawiono na wykresach (Fig.2-4).

Figury 2-4 przestawiaja proces zamierania gasienic infekowanych standardowym izolatem
bakulowirusa gatunku LAMNPV (czyli LAMNPV-RR) w porownaniu do zamierania
gasienic po infekcji szczepem LAMNPV-PO1. Na fig. 2 przedstawiono uktad
doswiadczalny z dawka wirusa 10"7 cial okluzyjnych na gasienice. Na fig. 3
przedstawiono uktad doswiadczalny z dawka wirusa 10"6 cial okluzyjnych na gasienice.
Na fig. 4 przedstawiono uktad doswiadczalny z dawka wirusa 10"5 ciat okluzyjnych na
gasienice.c Wyniki swiadcza o tym, ze po zastosowaniu izolatu LAMNPV-P0O1 gasienice
zainfekowane wirusem zamierajg szybciej. Szybsze zamarcie gasienic powoduje

zmniejszenie powierzchni zjedzonych lisci po zastosowaniu preparatu, a to oznacza



10

wyzsza skutecznos¢ pestycydu zawierajacego w swym sktadzie bakulowirusy posiadajace
seq. 1.

Objasnienia do figur, ze stosowanymi skrotami.

Fig. 2. Badanie aktywnos$ci wirusa LAMNPV-PO1 wzgledem brudnicy nieparki w dawce
10~7 OBs/gasienice. LdAMNPV-PO1 — wirus infekujacy brudnice nieparke bedacy
przedmiotem wynalazku; LAMNPV-RR — inny polski szczep wirusa LAMNPV; OBs —
ciala okluzyjne (ang. occlussion bodies, inaczej polihedra).

Fig. 3. Badanie aktywnosci wirusa LAMNPV-01 wzgledem brudnicy nieparki w dawce
1076 OBs/gasienice. LdAMNPV-PO1 - wirus infekujgcy brudnice nieparke bedacy
przedmiotem wynalazku; LAMNPV-RR — inny polski szczep wirusa LAMNPV; OBs —
ciala okluzyjne (ang. occlussion bodies, inaczej polihedra).

Fig. 4. Badanie aktywnosci wirusa LAMNPV-01 wzgledem brudnicy nieparki w dawce
10"5 OBs/gasienice. LdAMNPV-PO1 - wirus infekujgcy brudnice nieparke bedacy
przedmiotem wynalazku; LAMNPV-RR — inny polski szczep wirusa LAMNPV; OBs —

ciata okluzyjne (ang. occlussion bodies, inaczej polihedra).

Przyktad2 Wybrany gen polh wirusa LAMNPV-PO1, odpowiadajacy seq. 2. zostal
powielony przy pomocy reakcji fancuchowej polimerazy (PCR) przy pomocy starterow:
P1: ATGCACGGTAGACTTTATAAC oraz
P2: CAAGGACCCGCCTATTGA
Reakcja PCR prowadzona byta w nastepujacych warunkach:
X 1 x 95°C 3 min
X 27 x 95 °C 20 sek
53 °C 30 sek
72 °C 75 sek

Po przeprowadzeniu reakcji PCR, produkt reakcji byt analizowany metoda elektroforezy
agarozowe], prazki po wybarwieniu barwnikiem SimplySafe (interkalujacym do
dwuniciowego DNA) byty oswietlane promieniowaniem nadfioletowym w zakresie okoto
360 nm 1 analizowane wizualnie na transiluminatorze. Prazek DNA odpowiadal wielkoscia
temu, ktory powinien powstawa¢ w reakcji PCR: okoto 750 nt (Fig. 5). W celu

potwierdzenia powielenia sekwencji catego genu polh w reakcji PCR, prazek
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odpowiadajacy wilasciwej masie czasteczkowe] byt izolowany z zelu agarozowego 1%.
Oczyszczony fragment ligowano z wektorem pJET 1.2 (Fermentas), ktory stuzy do
klonowania produktow po reakcji PCR. Mieszaning reakcyjna transformowano komorki
Escherichia coli Machl, a nastepnie wysiewano na ptytki z podlozem selekcyjnym
zawierajacym w koncowym stezeniu ampicyling 100 pg/ml. Kolonie namnazano w
hodowli plynnej z dodatkiem ampicyliny w stezeniu koncowym 100 pg/ml 1 izolowano
DNA plazmidowy za pomoca kolumienek firmy A&A BIOTECHNOLOGY. Kazdy z
plazmidow poddawano dokladnej analizie restrykcyjnej enzymem restrykcyjnym
enzymem BglIl, umozliwiajacym wyciecie klonowanego fragmentu, w celu potwierdzenia
zaj$cia klonowania (Fig.6). Plazmidy zawierajace wklonowane fragmenty 1 niezmieniony
plazmid wyjsciowy byly w koncowym etapie sekwencjonowane przy uzyciu
uniwersalnych starterow pJET 1,2F 1 pJET 1,2R w celu potwierdzenia, ze plazmid posiada
sekwencj¢ nukleotydowa catkowicie zgodna z przewidywaniami teoretycznymi.

Wyniki $wiadcza o tym, ze izolat LAMNPV-PO1 nalezy do gatunku LdAMNPV przez co
moze by¢ stosowany wspolnie z / lub niezaleznie od innych izolatow tego samego gatunku.
Swiadczy to o tym, Ze preparat zawierajacy aktywny sktadnik posiadajacy sekwencje
nukleotydowa odpowiadajaca seq. 1 moze by¢ stosowany do ochrony roslin identycznie
jak preparaty wykorzystujace inne izolaty gatunku LAMNPYV.

Objasnienia do figur.

Fig. 5. Elektroforeza w 1% zelu agarozowym produktu reakcji PCR pozwalajaca powielié
gen kodujacy polihedryne bakulowirusa LAMNPV-PO1.

Fig. 6. Analiza restrykcyjna przy uzyciu enzymu restrykcyjnego BglIl plazmidow pletl .2 z
klonowanym genem kodujacym polihedryne bakulowirusa LAMNPV-PO1 (2 klonéw)
(elektroforeza w 1% zelu agarozowym). Prazki na wysokosci ok. 750pz wskazuja na

zajscie klonowania.



