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DARBE NAUDOTOS SANTRUMPOS
°C — laipsniy Celsijaus
Bp — baziy pora
Bt — Bacillus thuringiensis
Bti — Bacillus thuringiensis israelensis
C-terminalinis — anglies terminalinis
GTC — Gamtos tyrimy centras Vilniuje
Kda — kilodaltonas
N-terminalinis — amino-terminalinis
PDH — piruvato dehidrogenazé
PGR — polimerazés grandininé reakcija

RAMSAR - Ramsaro konvencija yra tarptautiné sutartis, kuria jsipareigojama saugoti ir
atsakingai naudoti pasaulio pelkes ir kitas Slapynes

Rpm — apsisukimai per minute
SKA — sporos-kristalo asociacija
TBE - tris-borato-EDTA tirpalas
UV — ultravioletiniai spinduliai

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiolis



[VADAS

Ligas platinantys kraujasiurbiai vabzdziai yra aptinkami ir daro jtakg Zmoniy poilsiui
ir sveikatai visame pasaulyje, perneSdami zmoniy ir jy auginamy pauks$éiy bei gyvuliy ligy
sukéléjus ir tuo sukeldami ekonominiy problemy tiek Zemés tkiui, tiek rekreacijai. Tokie
kraujasiurbiai (Diptera: Culicidae) uodai kaip Anopheles, Aedes ir Culex yra maliarijos, dengés
karstligés, geltonosios karstligés, limfinés filariozés, virusinio encefalito ir kity ligy sukéléjy
vektoriai (Tabashnik et al. 1993; Luxananil et al. 2001). Kraujasiurbiai upiniai masalai (Diptera:
Simuliidae) gali pernesti zmoniy ir galvijy onchocerkozes, pauks$¢iy leukocitozoonozes ar
tripanosomozes (Valkiunas 2005). Siy vabzdZiy gausumo kontrolé — vienas svarbiausiy
uzdaviniy siekiant suvaldyti vabzdziy platinamy ligy sukéléjy plitima (Becker 2003; Valkiunas
2005).

Vabzdziy gausumo kontrolei buvo pla¢iai naudoti cheminiai insekticidai (pvz.,
organiniai fosfatai, karbamatai, piretroidai (van den Berg et al. 2015)), ta¢iau dél vis dazniau
susidarancio vabzdziy atsparumo jiems (Luxananil et al. 2001) bei cheminiy insekticidy Zalos
naudingiems gyviinams ir aplinkai (Tabashnik et al. 1993) pradéta ieskoti naujy kenkéjy
gausumo reguliavimo priemoniy, kurios ne tik patikimai padéty kontroliuoti vabzdziy skaiciy,
bet ir bty saugts aplinkai. Kaip tokia alternatyva buvo pasirinktos vabzdziams patogeniskos
bakterijos Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), kurios sintetina baltymus, turin¢ius specifinj
toksiska aktyvumg kraujasiurbiams uodams ir upiniams masalams (Gobatto et al. 2010).
Zmogaus reikméms pasitarnaujanéiy Bacillus thuringiensis (Bt) bakterijy porasiy yra ir
daugiau, pvz., pasaulyje miskams ir Zemés tkiui kenkianc¢iy drugiy (Lepidoptera) viksry
gausumo kontrolei taikomi Bt porasio kurstaki (Van Cuyk et al. 2011), o lapgrauziy vabaly
(Coleoptera: Chrysomelidae) gausumui kontrolei — Bt portsio tenebrionis pagrindu pagaminti
biologiniai preparatai (Eski et al. 2017). Siame darbe plagiau aptarsime Bti bakterijas, kurios

naudojamos dvisparniy vabzdziy gausumo reguliavimui.

Bacillus thuringiensis porasis israelensis priklauso Bacillus genciai, kuriai buidingas
spory formavimas. Bti bakterijos pirma kartg aprasytos 1976 metais (Gould 2006), o jy
sugebé¢jimas formuoti endosporas yra galinga iSgyvenimo nepalankiose aplinkos sglygose
strategija. Tam, kad sugrjzti ] vegetatyvine biiseng, esant palankioms aplinkos sglygoms, sporos

naudojasi ypatingais dygimo mechanizmais (Moir et al. 1994).

Bacillus thuringiensis israelensis bakterijy pagrindu buvo sukurta keletas biologiniy

preparaty, tokiy kaip ,,Bactoculicid®, ,, Teknar®, , Bactimos®. Taip pat biologinis preparatas
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VectoBac 12AS (,,Valent Bioscience Corporation®, JAV), kurj Europoje pradéjo naudoti
Vokietija ir nuo 1981 iki 2016 mety panaudojo jau daugiau nei 5 000 tony AukStutinio Reino
slényje (Becker et al. 2018) siekiant sumazinti kraujasiurbiy uody gausuma. VectoBac 12AS
naudojamas ir Lietuvoje siekiant sumazinti kraujasiurbiy upiniy masaly lervy gausumg Nemune
nuo 1999 m. Sis preparatas taip pat naudojamas reguliuojant kraujasiurbiy uody gausuma
stovin¢iame vandenyje. Taciau néra vienareikSmiskai aisku, kiek laiko po biologinio preparato
panaudojimo gamtoje ji sudarancios Bti bakterijos iSlicka gyvybingos, gali veikti tiksliniy
vabzdziy lervas, todél reikalingi papildomi tyrimai, kurie yra ypac svarbiis biologinio preparato

panaudojimo optimizavimui.

Darbo tikslas

Istirti bakterijy Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) islikima po biologinio preparato

VectoBac 12AS panaudojimo.
UZdaviniai:

1. Literatiros Saltiniy apie tyrimo objektg paieSka ir analizé. Bti bakterijy aptikimo
PGR metodu optimizavimas;

2. Biologinio preparato VectoBac 12AS veiksmingumo ir bakterijy gyvybingumo
jame tyrimas po ilgalaikio Saldymo;

3. Biologinj preparata sudaranciy bakterijy Bti iSlikimas Nemune po preparato
VectoBac 12AS panaudojimo (upiniy masaly (Simuliidae) lervose ir 1¢liukése bei
uody trikliy (Chironomidae) lervose);

4. Biologinj preparata sudaranciy bakterijy Bti islikimas po preparato VectoBac
12AS panaudojimo laboratorijoje kraujasiurbiy uody (Culex pipiens) lervose.

5. Bti, iSlikusiy kraujasiurbiuose uoduose, gyvybingumo tyrimas.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis — tai unikali bakterija, pasizyminti tuo, kad gamina chemines
medziagas, kurios komerciniais tikslais naudojamos kontroliuoti vabzdziy, kelianciy grésme

zemés tkiui ar zmoniy sveikatai, gausumg (Ibrahim et al. 2010; Jouzani et al. 2017).

Bacillus thuringiensis priklauso Bacillaceae $eimai. Sios bakterijos yra vabzdZiy
patogenas, kuris nattiraliai pasaulyje aptinkamas dirvozemyje, bet taip pat Bt buvo izoliuotos ir
i§ jvairesniy aplinky, tokiy kaip vandens telkiniai, sandéliuotos griidinés kultGros, negyvi
vabzdziai, pvz., uodai (Garcia-Robles et al. 2001; Rosas-Garcia 2009; Jouzani et al. 2017).
Bacillus thuringiensis pirma kartg moksliniuose straipsniuose paminétos mokslininko Ishiwata
dar 1901 metais kaip Silkverpiy lervy liga ir i§ pradziy Bt buvo pavadintos B. sotto. 1911 metais
Sios bakterijos gavo $iuo metu mums zinoma B. thuringiensis pavadinimg pagal Tiuringijos
regiong esantj vidurio Vokietijoje, kai mokslininkas Berliner izoliavo jas i§ patogenu
uzsikrétusiy Anagasta kuehniella maistiniy kandziy lervy surinkty Siame regione (Whiteley
1986; Federici 2005).

Bacillus thuringiensis nesulauké ypatingo démesio iki tada, kai mokslininkas Angus
1954 metais atrado jy kristalinius baltymus, kuriuos apibiidino kaip veiksnj, kuris ir nuzudo
vabzdZius. Sie baltymai yra sintetinami dideliais kiekiais, tadiau tik bakterijos sporuliacijos
metu, tada Sie baltymai gali sudaryti iki 25 % sporuliuojancios Igstelés masés (Agaisse and
Lereclus 1995; Palma et al. 2014). [vairiy tyrimy metu buvo identifikuoti tikstan¢iai naujy Bt
kamieny. Sie kamienai zudo jvairius vabzdzius ir net kitus organizmus, tokius kaip nematodai
ir pirmuonys (de Maagd et al. 2003). Pavyzdziui, Bt kurstaki veikia drugiy (Lepidoptera) lervas,
0 Bt israelensis — uodus, upinius masalus ir kai kuriuos kitus dvisparnius (Diptera) vabzdzius.
Bacillus thuringiensis sintetina keliy tipy toksinus: a-egzotoksinus, B-egzotoksinus ir &-
endotoksinus (Kristalinius baltymus Cry). a ir B-egzotoksinai yra nespecifiniai ir aktyviai veikia
daugelj vabzdziy rasiy, o tuo tarpu d-endotoksinai veikia specifiskai siaurg spektrg vabzdziy
(Whiteley 1986). Pastarieji 1998 metais buvo apibiidinti kaip parasporaliniai jterptiniai Bt
baltymai, kuriy aktyvumas pasireiskia toksisSkumu pries§ taikinius-organizmus arba bet kokij

baltyma, kurio seka panasi j bet kurio Zinomo Cry baltymo seka (Crickmore et al. 1998).

Parasporaliniai kristaliniai intarpai yra sintetinami kaip neaktyvus protoksinai lastelés

viduje ir formuoja kristala, kurio dydis siekia mazdaug 1 pum (Grochulski et al. 1995;
Rajamohan et al. 1995; Palma et al. 2014). Sie kristaliniai baltymai yra toksiski vabzdziy
8



lervoms ir yra vadinami &-endotoksinais arba Cry baltymais, kurie istirpsta Sarminéje vabzdziy
virSkinamojo trakto aplinkoje, 0 neaktyvis protoksinai yra suaktyvinami ten esanciy

proteinaziy (Rajamohan et al. 1995; Otieno-Ayayo et al. 2008).

1.2. Bacillus thuringiensis porasiai
1970-aisiais mokslininkas Dulmage atrado Bt poraisio kurstaki HD-1 kamiena, kuris
pasirod¢ turintis didesn] toksinj aktyvuma prie§ zemés tikio kenkéjus nei bet koks kitas tuo metu
zinomas Bt kamienas. Taciau po keleriy mety buvo atrastas Bt porasis israelensis, kuris

efektyviai veiké dvisparniy vabzdziy lervas.

Po daugiau tyrimy buvo atrasta dar daugiau Bt poriiSiy, pavyzdziui, Bt poriisis
morrisini sintetinantis toksinus, kurie veikia Coleoptera birio kai kuriy rasiy vabaly lervas
(Federici  2005), Bt porasis tenebrionis veikiantis lapgrauziy vabaly (Coleoptera:
Chrysomelidae) (Eski et al. 2017), Bt morrisini kamienas PG-14 veikiantis prie§ nematodus
atrastas dar vélyvaisiais 1980-aisiais (Crickmore et al. 1998). Tolimesni tyrimai leido atrasti
dar daugiau jvairesniy porusiy, pavyzdziui, Bt portsis jegathesan, sintetinantis septynis Cry ir
Cyt baltymus (Delecluse et al. 2000) ir veikiantis uody lervas. Tyrinéjant Bt bakterijas buvo
pastebétas ir kitos bakterijy rasies — Clostridium bifermentans — toksiskas poveikis uodams
(Delecluse et al. 2000).

Bacillus thuringiensis buvo grupuojamos pagal antigeny tipus. Serotipai skirstomi
pagal ju geb&jima jungtis su tam tikru Sabloniniu antiserumu. Kamienai gali reaguoti su vienu
ar keliais tokiais antiserumais, kurie apibtidina serovarus, tai, pavyzdZiui, serotipas 3a, 3b ir 3¢
parodo serovarg kurstaki, kurio serotipas 14 parodo israelensis kamieng (Lecadet et al. 1999).
Mokslininkai De Barjac ir Frachon 1990 metais } Sig klasifikacijg jtrauké 27 serovarus ir 34
serotipus, taciau 1998 metais buvo atrasti dar 82 Bt serotipai ir 69 serovarai, todél senoji
Klasifikacija nebebuvo tiksli. 1999 metais Bt kamienai buvo sukvalifikuoti pagal H antigeny

serotipus (Lecadet et al. 1999).

Skirtingi B. thuringiensis izoliatai parodo skirtingg vabzdziy-taikiniy specifiSkumag
apibrézta jy gaminamy toksiny spektro. Pavyzdziui, Bt kurstaki HD-1 izoliatas turi platy
aktyvumo spektra, kadangi sintetina keturis endotoksiny baltymus (CrylAa, CrylAb, CrylAc
r Cry2Aa), o palyginimui galima paimti Bt kurstaki HD-73 izoliatg, kuris turi labai siaurg
insekticidinio veikimo spektrg, kadangi sintetina tik vieng endotoksing (CrylAc) (Federici
2005).



1.3. Bacillus thuringiensis toksiny klasifikacija

Pradzioje Bt toksinai buvo klasifikuojami mokslininky Hofte ir Whiteley 1989 metais
j dvi pagrindines grupes: Cry kristalinius ir Cyt citolitinius baltymus, atitinkamai juos
koduojantys genai taip pat buvo priskirti dviems grupéms. Jy klasifikavimo sistema buvo
panaudota organizuoti insekticidiniy baltymy nomenklatiiros pamata, paremta Siy baltymy
insekticidiniu aktyvumu ir i$skirti Kketuris &-endotoksinus, kuriuos pavadino naudodami
roméniskus skaitmenis (Cryl, Cryll, Crylll ir CrylV), pagal jy toksiSkumg tam tikroms
vabzdziy grupéms (Crickmore et al. 1998). Kad ir kaip bebity, §i sistema tapo nenaudinga, kai
atrandant naujus toksinus koduojancius genus jy nebuvo galima klasifikuoti pagal §ig sistema
(pavyzdziui, CrylIA baltymas buvo klasifikuojamas kaip toksiSkas Lepidoptera ir Diptera, 0
CrylIB, kuris néra toksiSkas Diptera vabzdziams, buvo priskirtas tai paciai klasei) (Schnepf et
al. 1998). Todél nauja nomenklatiiros sistema buvo vystoma remiantis aminorig$ciy seky
identifikavimu, o ne toksiniu aktyvumu, taip pat roméniska numeracija buvo pakeista arabiskais

skaitmenimis ir, pavyzdziui, CrylAa tapo CrylAa (Crickmore et al. 1998).

Pagal Sig klasifikavimo sistema keturi rangai nurodomi pavadinant toksing, taip
i§skirstant juos pagal aminoriig8¢iy seky panasumus. Sekos, kuriy panaSumas yra daugiau nei
45 % yra priskiriami pirmajam rangui (pvz., Cryl). Baltymai, kurie turi daugiau nei 78 %
panasuma, jgauna tg patj antrajj rangg (zymima didziaja raide) (pvz., Cry1A) ir baltymai, kuriy
panasumas siekia daugiau nei 95 % jgauna ta patj tre¢igjj ranga (Zzymima mazaja raide) (pvz.,
CrylAa). Paskutinis nomeklatiros Zzenklas rodo tiesiog jvedimo ] sistema numerj,
nepriklausomai nuo seky panasumo su kitomis jvestomis sekomis (pvz., CrylAal), todél
daZniausiai Sis Zenklas nomenklattiroje iSvis nenaudojamas. PanaSi nomenklatiiros sistema

taikoma Cyt ir Vip toksinams.

Cry baltymy grupé susideda 1§ daugiau nei 800 endotoksiny, apimant ir holotipinius
toksinus, kurie buvo atrasti ir identifikuoti naujy tyrimy metu (Bravo and Soberén 2008; Bravo
etal. 2013; Adalat et al. 2017). Bti 6-endotoksiny nomenklatiiros komitetas buvo jsteigtas 1993
metais tam, kad nuolat pildyty 1989 metais mokslininky Hofte ir Whiteley pradéta Siy toksiny
duomeny bazg. 2020 mety balandZio 12 dienos duomenimis yra iSskirtos 78 Cry toksiny Seimos
(nuo Cryl iki Cry78). Pries 10 mety (2010 mety liepos 26 dieng) $i saraSa sudaré 67 Seimos
(Cryl — Cry67). Sarasas yra nuolat atnaujinamas ir papildomas, ji galima sekti naudojantis

internetine nuoroda (Adalat et al. 2017):

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/intro.html

10



Dauguma Cry toksiny priklauso taip vadinamai trijy domeny baltymy grupei (de
Maagd et al. 2003; Li et al. 2008), kuri yra toksiska daugeliui vabzdziy buriy (Coleopetram,
Lepidoptera, Hymenoptera ir Diptera) ir gali bati toksiski parazitiniams nematodams (Lord
2005; Adalat et al. 2017).

1.4, Trijy domeny Cry baltymai
Didziausia Cry baltymy Seima yra vadinama trijy domeny toksiny Seima, kuri

reprezentuoja beveik 90 % Cry baltymy toksiny (Akiba et al. 2009).

Trijy domeny Cry (3d-Cry) toksinai yra sferinés molekulés susidedancios i$ trijy savity
skirtingy domeny. I-asis domenas yra alfa-spiralinis N terminalinis domenas. l1-asis ir Il1-iasis
domenai dazniausiai sudaro beta-klostes. Viena ypatinga 3d-Cry toksiny savybé yra ta, kad jie
susideda i§ protoksiny, kurie biina dviejy skirtingy ilgiy — 65 kDa ir 135 kDa (Pardo-Lopez et
al. 2013; Adalat et al. 2017). 135 kDa baltymai, tokie kaip CrylA, yra protoksinai, kuriuose
tikrasis toksinas yra N-terminaliniame gale. C-terminaliné pusé neturi toksinés dalies, ta¢iau
uzima didele dalj 135 kDa toksino ir padeda Cry toksino kristalizacijos metu po jo pagaminimo
(Evdokimov et al. 2014). Ankstesniuose tyrimuose nustatyta, kad Bt kamieny 135 kDa toksinai
be savo C-terminalinés dalies negali kristalizuotis, todél $is domenas vadinamas kristalizacijos
domenu (Hayakawa et al. 2010). Jj sudaro nuo 15 iki 19 cisteiny ir prisideda prie
tarpmolekulinio disulfidiniy rySiy susidarymo, o tai stabilizuoja patj kristalag (Pardo-Lopez et
al. 2013).

3d-Cry 65 kDa baltymai neturi C-terminalinio domeno ir susideda vien tik i§ toksinio
domeno. Kad ir kaip bebiity, dauguma tokiy natiraliai trumpesniy toksiny vistiek lengvai

kristalizuojasi. Daugumoje tokiy atvejy zinoma, kad yra jtraukti kiti faktoriai, jskaitant cry

Dauguma trijy domeny Cry toksiny turi tipiska 135 kDa toksino geng, kuris yra
padalintas i du atskirtus atviro skaitymo rémelius (ORF). ORF produktai panasis j C-

terminaling ir N-terminaling 135 kDa toksino dalis.
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Jvairiy Bt toksiny geny konfigaracijos, jskaitant cryl0A (Bti toksinas), cryl9A,
cry24B, cry30C, cry39A, cry40A, cry44A, cry59A yra parodyti 1 paveiksle. Kiekvienu atveju,
netiesioginis ORF koduoja toksing, o netiesioginis yra kristalizacijos domenas. Mokslininkas
Barboza-Corona ir kiti apibrézé dviejy baltymy funkcijas, ekspresuodamas skirtingas Cryl19A
ORF2 ir CrylC N-terminaliniy ir C-terminaliniy daliy kombinacijas Bt 4Q7 kamieno
kristalizacijoje. Rezultatai patvirtino, kad Cryl19A ORF2 dalyvavo sintezéje ir kristalizacijoje
funkcionuodamas kaip C-terminalinis 135 kDa toksino domenas (Adalat et al. 2017).
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1 pav. Operony, turinCiy atskirtus C-terminalinio domeno atvirus skaitymo rémelius,
konfigiracijos: (A) Bacillus thuringiensis L366 kamieno cry5Ad; (B) Bt israelensis cry10A;
(C) Bt jegathesan cry19A; (D) Bt sotto cry24B; (E) Bt jegathesan cry30C; (F) Bt aizawali
cry39A; (G) Bt aizawai cry40A; (H) Bt A146 kamieno cry41A; (1) Bt entomocidus cry44A;
(J) Bt kamieno Bm59-2 ccry59A; (K) Bt kamieno SBT-003 cry65Aa (Adalat et al. 2017).

Tarpgeniniy regiony ilgis yra 48 bp, 145 bp ir 114 bp atitinkamai cry10A, cryl19A ir
cry30C genuose (Barboza-Corona et al. 2012). Néra homologijos tarp $iy regiony ar bet kokiy
Zinomy transpozony ar jterptiniy seky, kurios galéty paaiskinti tokj geny atsiskyrimg. Manoma,
kad cry19A yra mutacijy rezultatas, kurios susikaupé islikusiuose atsiskyrimo regionuose tarp

cryl19A ir orf2 geny. Kad ir kaip bebiity, faktoriai atsakingi uz §j i§sidéstymg néra zinomi. Tai
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galéjo iSsivystyti dél DNR fragmento jsiterpimo j gena, kuris anks¢iau kodavo 135 kDa baltymag
(Adalat et al. 2017).

Cryl1Aa yra efektyviausias Bti kristalinis toksinas (Chilcott and Ellar 1988), kuris yra
koduojamas geno, randamo trijy geny operone, apimanciame cryl 1A, p19 ir p20 genus (Dervyn
etal. 1995) (2 pav.). Pirmasis cryl1Aab operono ORF (p19) koduoja p19 polipeptida, o §j geng
sudaro 11,7 % cisteino - taip pat kaip 135 kDa endotoksiny C-terminalines dalis. Mokslininkai
iSkelé hipoteze, kad tai gali dalyvauti kaip Saperoninis baltymas ir per baltymo-baltymo saveika
suteikti ypatingg gardelés struktira, kuri jgalinty Cryl1A susijungimg j vieng kompleksg su
kitais Bti toksinais (Dervyn et al. 1995). Kad ir kaip bebuty, pl9 panaikinimas neturéjo
pastebimo efekto Cry11Aa sintezei. 19 kDa baltymo (orfl) vaidmuo islicka neaiskus (Adalat et
al. 2017).

18.3 kDa 29.4 kDa 65 kDa
A IS ———
orfl orf2 orf3 (cry2Aa )
19 kDa 72 kDa 20 kDa
.
orfl orf2 (cryl1A) orf3
(p19) (p20)

2 pav. Schematiska Cry toksino operony iliustracija, jtraukiant i jg ir potencialius Saperony

genus i§ Bt kurstaki (A) ir Bt israelensis (B).

Cry11A operono genas orf3 koduoja 20 kDa baltyma, kuris funkcionuoja kaip
molekulinis Saperonas. Kai §is genas buvo paSalintas i§ ekspresijos konstrukto, nebuvo
sintetinami Cryll1A kristalai. Genas p20 buvo efektyvus stiprinant CryllAa sinteze,
palengvindamas didesniy Cryl1Aa kristaly formavimasi Bt ir rekombinantinése Escherichia
coli (Federici et al. 2003). Kaip zinoma, p20 stabilizuoja Bt Cry11A kristala dalyvaudamas jo
sintezéje, tadiau pats mechanizmas néra inomas. Sis baltymas gali biti jtrauktas j
potransliacinius procesus (apsaugoti proteolizés metu susidarancius polipeptidus,
prisijungdamas prie jy). P20 padidina tokiy toksiny kaip CytlAa, CrylAb, CrylAc, Cry2A,
Cry3A eksperijos lygj (Sazhenskiy et al. 2010; Diaz-Mendoza et al. 2012).
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Mokslininkas Dervyn ir kiti i8kélé hipoteze, kad dauguma Cry toksiny geny
konfiguracijy, kurios aptinkamos iki $iy dieny, i$sivysté i§ bendro trijy geny operono (Dervyn
et al. 1995). Kai kuriais atvejais, vienas arba abu netoksiniai genai buvo prarasti, taip
atsirasdavo monocistroninés organizacijos (Jouzani et al. 2017). Pavyzdziui, cryl0A atveju

buvo prarastas orf2 genas, o cry2A ir cryl 1A visi trys genai i$liko iki Siol (Adalat et al. 2017).

1.5. Bacillus thuringiensis israelensis portisio bendroji charakteristika

Domenas: Bacteria

Tipas: Firmicutes

Klasé: Bacilli

Eilé: Bacillales

Seima: Bacillaceae

Gentis: Bacillus

Rasis: Bacillus thuringiensis

Porusis: Bacillus thuringiensis israelensis

Bacillus thuringiensis israelensis pirmasis Bt portsis identifikuotas kaip toksiSkas
dvisparniy vabzdziy lervoms. Tai gram-teigiamos sporas formuojancios bakterijos, kurios §iuo
metu laikomos stipriausiu ir labiausiai draugisku aplinkai biologiniu komponentu integruotu i
ligas pernesanciy vektoriy kontrolés programg. Bti formuoja kristalinius parasporalinius
kiinelius susidedancius i§ baltymy protoksiny (d-endotoksiny Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa,
Cryl1Aa, CytlAa, Cyt2Ba (Soberon et al. 2013)), $i savybé leidzia Sias bakterijas panaudoti
kaip biopesticida pries ligy sukéléjus platinanciy kenksmingy nariuotakojy lervas. Bti yra
efektyvesnis siekiant sumazinti daugelio rusiy uody ir masaly lervy gausuma, lyginant jj su
kitais iki Siol zinomais biologinei kontrolei skirtais preparatais. Atsparumas Sioms bakterijoms
nebuvo pastebétas nepaisant to, kad Bti preparatai naudojami jau daugiau nei 35 metus
(Luxananil et al. 2001). Tai siecjama su skirtingais veikimo buidais ir sinergetiniu keturiy

pagrindiniy toksiny poveikiu, apie tai bus aptariama velesniuose skyreliuose.

1.6. Bacillus thuringiensis naudojimas vabzdziy kontrolés programose
Vabzdziy gausumo kontrolé turi ilgg istorijg: 1910-aisiais buvo jrenginé¢jami rinkimo
nameliai, vanduo pripildomas aliejais, iSleidziami stovincio vandens telkiniai ir veisiamos
lervomis mintan¢ios Zuvys. 1920-aisiais laukai purSkiami ,,Paris Green* vario ir arseno
druskomis ir galiausiai pradedamas naudoti DTT (dichlordifeniltrichloretanas) (Becker and
Ludwig 1993; Darwin 2004). Europoje didesnio masto uody kontrolés programos jvestos 1960-

aisiais tam, kad pagerinti zmoniy komforto lygj, gerinti turizmo galimybes, tai ypatingai aktualu
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buvo Vidurzemio jiros pakrantés regionams (Parrinello and Bécot 2019). Po to, kai DTT
daugelyje saliy buvo uzdraustas, jis buvo pakeistas kitomis cheminémis medziagomis, kol buvo
ieSkoma biodegraduojanciy augalinés kilmés junginiy (Sukumar et al. 1991). Kai kurie
cheminiai insekticidai, tokie kaip organiniai fosfatai, karbamatai, piretroidai, yra vis dar
panaudojami uody kontrolei, taciau, dél poveikio Zzmoniy sveikatai ir aplinkai bei jgyto uody
atsparumo jiems (van den Berg et al. 2015), buvo dedamos didelés pastangos ieSkant

alternatyviy ir kuo labiau aplinkai nekenksmingy vabzdziy gausumo kontrolés metody.

Bacillus thuringiensis israelensis bakterijos netrukus buvo jtrauktos j uody kontrolés
programas visame pasaulyje ir yra naudojamos iki $iy dieny Europoje, Kanadoje, JAV ir tropiky
vietovése pietryCiy Azijoje, Afrikoje ir Piety Amerikoje (Schifer and Lundstrom 2014).
Vokietija buvo viena pirmyjy Bti preparaty naudotojy ir nuo 1981 iki 2016 mety panaudojo
daugiau nei 5 000 tony mazdaug 400 000 ha plote Aukstutinio Reino slényje (Becker et al.
2018).

Ivairiis vabzdziai kenkéjai sukelia nemazai problemy pasaulio ekonomikai. Tarp
ivairiy ekonomikos sektoriy pasaulyje agrokultiira uzima ypac svarbig vieta, sukurdama daug
darbo viety ir pajamy valstybei. Taciau Sis sektorius nuolat patiria nuostolius dél jvairiy ligy ir
augaly kenkéjy, tarp jy Lepidoptera. Brazilijoje buvo paskaiCiuota, kad dél augaly kenkéjy
poveikio produkcijos kiekis sumazéja mazdaug 25 milijonais tony (maisto produkty, pluosto ir
biokuro) kiekvienais metais (Oliveira et al. 2014). Valstybés turtingos miskais taip pat kencia

nuo misky kenkéjy, tokiy kaip neporinis verpikas (Lymantria dispar) (Jactel et al. 2019).

Galimy panaudoti cheminiy insekticidy spektra susiaurina: jgimtas ar jgytas vabzdziy
atsparumas, preparato jtaka gamtai bei kitiems organizmams ar naudingiems vabzdzZiams,
galimas oro, maisto ar vandens resursy uzterSimas (Federici et al. 2003; Parker ir Feil 2005).
Tai puikiai parodo biitinumg rasti ir iStobulinti naujg vabzdziy kontrolés metoda, naudojant
biologinius organizmus, tokius kaip B. thuringiensis (Federici et al. 2003; Palma et al. 2014).
Insekticido gamybos metu turi biiti ypatingai atsizvelgta ; aukSta produkto kokybe ir jo
efektyvumg tam, kad preparatg bty lengva ir saugu naudoti, o jo veiksmingumas islikty kiek
galima ilgiau (Rosas-Garcia 2009).

Bacillus thuringiensis sintetina entomopatogeniskus baltymus, kurie yra toksiski
specifiniams vabzdziams, bet néra kenksmingi Kitiems organizmams (Siqueira et al. 2004), jie
veikia specifiskai Lepidoptera, Coleoptera ir Diptera vabzdziy lervas (Schnepf et al. 1998;
Aronson 2002), todél Bt pastaruoju metu yra dazniausiai naudojamas biologinis kontrolés

programy insekticidas siekiant paveikti griidiniy kulttry kenkéjus (Lepidoptera, Coleoptera) ir
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zmoniy bei gyviiny ligy sukéléjy perneséjus (Schnepf and Whiteley 1981). Bt preparatas pirmg
karta laukuose pradétas naudoti mazdaug 1930 metais pietryCiy Europoje (Vengrijoje ir
Jugoslavijoje) tam, kad sumazinti europinio gridy viksro Ostrinia nubilalis gausuma (Schnepf
et al. 1998).

vertinus teigiamg Bt preparato poveikj ir jo poreikj ateityje, pradéta preparato
,»Sporeine” gamyba 1938 metais Pranciizijoje, taciau viskas sustojo dél antrojo pasaulinio karo
(Lord 2005). 1957 metais Bt preparatai tapo komerciskai prieinami, o pirmuoju produktu,
pasiekusiu prekybos vietas, tapo ,,Valent BioSciences” preparatas ,,Thuricide” (sukurtas Bt
kurstaki pagrindu), kuris naudojamas iki Siy dieny (Schnepf et al. 1998; Lord 2005). Dauguma
Bt kamieny, galinéiy sintetinti entomopatogeniS$kus baltymus, naudojami kaip aplinkai
draugiskas augaly kenkéjy bioinsekticidas jau daugiau nei 60 mety (Betz et al. 2000; Garcia-
Robles et al. 2001; Hernandez-Rodriguez et al. 2009).

Genai koduojantys Cry baltymus buvo klonuoti (Schnepf ir Whiteley 1981) ir pradéta
ju ekspresija augaluose: pirma genetiskai modifikuoti tabako ir pomidory augalai (Barton et al.
1987). Nuo tada pradéti auginti cry genais pakeisti ryZiai, koptstai ir $0jos (Schnepf et al. 1998).
1996 metais medvilnés, kukuriizy ir bulviy séklos, i§ kuriy i$8augs geny inZinerijos metodais
taip paveikti augalai, kad ekspresuoty Cry toksinus, tapo prieinami Jungtiniy Valstijy
augintojams (Schnepf et al. 1998). Transgeniniy augaly naudojimas padeda sumazinti cheminiy
pesticidy naudojimg laukuose, o taip pat jy zalag zmogaus sveikatai, aplinkai ir naudingiems
vabzdziams (Betz et al. 2000). Tokiu budu genetiskai pakeitus augalus gali buti zymiai
padidintas tiksliniy vabzdziy spektras, kadangi kai kurie vabzdziai, tokie kaip Sakny kenkéjai,

néra pasiekiami naudojant purs§kiamus cheminius insekticidus (Schnepf et al. 1998).

Kontrolés programy metu Bti ir B. sphaericus naudojimas ir rezultaty analizavimas
leido atrasti tinkamiausius kamienus (Federici et al. 2003). Pastaruoju metu praktikoje yra
naudojami Bacillus sphaericus ir Bti bakterijy pagrindu pagaminti biopesticidai siekiant
sumazinti Culex, Aedes ir Anopheles uody gausumag (Luxananil et al. 2001; Broderick et al.
2006). B. shaericus sintetina parasporalinius kristalinius baltymus, kitaip Zinomus kaip
binarius-dvilypius toksinus (Bin), kurie ypa¢ toksiski Culex lervoms. Bin susideda i§ dviejy
baltymy, surisimo komponento BinB (51,4 kDa) ir toksino domeno BinA (41,9 kDa) (Federici
et al. 2003), taciau yra pastebétas jgytas Culex uody atsparumas $iy bakterijy pagrindu
pagamintiems preparatams (Wirth et al. 2000; Ibrahim et al. 2010).

Nepaisant to, kad kitos bakterijos, tokios kaip B. popilliae ir B. sphaearicus, yra taip

pat naudojamos kaip mikrobiniai insekticidai, tac¢iau jy insekticidinio aktyvumo spektras,
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lyginant su B. thuringiensis, yra pakankamai siauras. Bti preparatai placiai naudojami daugelyje
pasaulio Saliy butent kraujasiurbiy uody ir masaly kontrolei, kadangi vabzdziy atsparumo
problema, su kuria buvo susiduriama naudojant cheminius kontrolés metodus ar B. sphaericus,

vis dar neiskilo Sio preparato atzvilgiu (Bravo and Soberon 2008; Jouzani et al. 2017).

Placiausiai pasaulyje naudojami komerciniai B. thuringiensis israelensis preparatai
uody ir masaly kontrolei yra VectoBac® ir Teknar® (Federici et al. 2003) (1 lentelé). Bti
preparatai sékmingai panaudoti Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) remiamoje programoje
1980-1990 metais vakary Afrikoje pries upiniy masaly Simulium damnosum lervas. Sie masalai
yra zmoniy parazitiniy nematody Onchocerca volvulus, kurie sukelia onchocerkoze, Kitaip

vadinamg ,,upiniu aklumu®, vektoriai (Otieno-Ayayo et al. 2008; Raymond and Federici 2017).

PSO kontrolés programy metu B. thuringiensis israelensis produktai buvo naudojami
rotuojant juos su cheminiais insekticidais (Federici 2005), nes didelio kiekio Bti produkty
gamybos kaina néra maza (Sene et al. 2009; Raymond and Federici 2017).

1 lentelé. Komerciskai parduodamy B. thuringiensis insekticidiniy preparaty sgrasas (Rosas-
Garcia 2009; Raymond and Federici 2017).

Preparato veiklioji | Preparato Taikinys- Gamintojas

dalis (pagrindas) pavadinimas organizmas

Bt porasis VectoBac® Uody ir upiniy Valent BioSciences

israelensis masaly lervos Corporation

Bt porasis Teknar® Uody ir upiniy Valent BioSciences

israelensis masaly lervos Corporation

Bt porasis Gnatrol®DG Zeminiy (Sciaride) ir | Valent BioSciences

israelensis grybiniy uoduky Corporation
(Mycetophilidaae)
lervos

Bt porusis Bt-horus Uody lervos Certis

israelensis

Bt poriisis kurstaki CoStar® Lepidoptera Certis

Bt porisis kurstaki Deliver® Lepidoptera Certis

Bt porsis kurstaki Javelin® Lepidoptera Certis

Bt porisis kurstaki Lepinox® Lepidoptera Certis

Bt porisis kurstaki Condor® Lepidoptera Certis

Bt poriisis kurstaki Jackpot®TP Lepidoptera Certis

Bt porisis kurstaki Turix WP/Agree WP | Lepidoptera Certis

Bt poriisis kurstaki | Aquabac™ Uody ir upiniy Certis
masaly lervos

Bt portsis kurstaki Dipel® Lepidoptera Valent BioSciences

Corporation

Bt portisis kurstaki XenTari® Spodoptera Valent BioSciences
frugiperda Corporation

Bt portisis kurstaki Biobit® Lepidoptera Valent BioSciences

Corporation
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Bt porsis kurstaki Gnatrol® Grybiniy uoduky Valent BioSciences
(Mycetophilidae) Corporation
lervos
Bt portisis kurstaki Foray® Lepidoptera Valent BioSciences
Corporation
Bt portisis kurstaki Thuricide® Lepidoptera Certis; Valent
BioSciences
Corporation
Bt portisis kurstaki Crymax WDG Lepidoptera Certis
EG7841 kamienas
Bt portsis aizawai Novodar® Coleoptera Valent BioSciences
Corporation
Bt poriisis aizawal Agree® WG Lepidoptera Certis

1.7. Bacillus thuringiensis israelensis preparato tiksliniai vabzdziai

Bacillus thuringiensis israelensis preparatas veikia dvisparniy vabzdziy lervas,
dazniausiai yra naudojamas siekiant sumazinti kraujasiurbiy uody, upiniy masaly gausuma,
reiau yra naudojamas sumazinti uody trukliy (Chironomidae), grybiniy Zzeminiy uoduky
(Mycetophilidae ir Sciaride) ar kity dvisparniy vabzdziy gausumo kontrolei.

Kraujasiurbiai uodai ir upiniai masalai daro jtaka zmoniy populiacijos sveikatai ir
gerbiiviui dél dviejy pagrindiniy priezas¢iy: uody perneSsamy ligy ir nemaloniy pojucio,
susijusiy su jy jkandimais (Becker et al. 2010). Globaliu mastu, didziausias susiripinimas Siais
vabzdziais yra dél jy perneSamy ligy sukéléjy (maliarijos, dengés karstligés, vakary Nilo viruso,
geltonojo drugio, onchocerkoziy ir kt.). Nors dazniausiai $ios ligos paplitusios tropinése ir
subtropinése vietovése, taciau keli invazinés uody rasies Aedes albopictus platinamos dengés
karstligés ir Chikungunya karstligés autochtoninio perdavimo atvejai uzfiksuoti Piety Europoje.
Vakary Nilo karstiné yra paplitusi piety Europoje, o dél klimato pokyciy gali plisti j Siaure
(Succo et al. 2016; Calba et al. 2017). Didziulio kiekio upiniy masaly sukandimai gali nuzudyti
karve, Lietuvoje tokie atvejai uzfiksuoti 1999 ir 2005 metais (Bartninkaité et al. 2006). Kai
kuriuose regionuose sezoniniai uody ir kraujasiurbiy upiniy masaly protriikiai sukelia problemy

rekreacinése ir gyvenamosiose vietovése (Zhao et al. 2016; Falkenhorst et al. 2018).

Uodai veisiasi jvairiuose stovin¢io vandens telkiniuose ar talpose, tokiose kaip
nenaudojamos padangos, skardinés ar netgi dél paSalintos Sakos medZio kamiene atsirandantys
jdubimai (Vega-Rua and Okech 2019). Ae. vexans ir Ae. sticticus labai gausiai gali veistis
patvinusiy upiy vandenyje (Schafer et al. 2008). Uody gausumo kontrolés strategijos priklauso
nuo tiksliniy rasiy: potvyniy vandenyje besiveisiantys uodai pareikalauja labai didelio kiekio
biologinio preparato panaudojimo dideliame plote, o preparato paskleidimui Kkartais

panaudojami sraigtasparniai. Tuo tarpu uodai besidauginantys stovincio vandens telkiniuose ar
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talpose gali buti veikiami lokaliai ir zymiai mazesniu preparato kiekiu (van den Berg et al.

2012).

Upiniai masalai (Diptera: Simuliidae) vystosi tekan¢iame vandenyje. Suauge Sie
vabzdziai palieka vandenj ir sukelia nepatogumy zmonéms ir gyviinams aplinkinése
teritorijose. Upiniy masaly gausumo kontrole riboja ir, kai kuriais atvejai, apsunkina nemazai
faktoriy, tokiy kaip paciy lervy skaicius, vystymosi stadija, tekancio vandens greitis, sestono

tipai ir kiekiai, upés vagos charakteristika ir galimi lietiis (Gray and Fusco 2017).

1.8. Vabzdziy kontrolés Bacillus thuringiensis israelensis bakterijomis poveikis
aplinkai

Didziausias didelio masto vabzdziy kontrolés i$Siikis yra nepadaryti zalos Zmoniy
sveikatai bei aplinkai. Bti yra laikomas aplinkai nekenksmingu, efektyviu ir tiksliniams
organizmams specifiniu biocidu (Laurence et al. 2011). Dauguma tirty organizmy, iSskyrus
kraujasiurbius uodus (Culicidae), upinius masalus (Simuliidae) ir uodus truklius
(Chironomidae), neparodé auksto mirtingumo lygio, net panaudojus didziules, praktikoje
nenaudojamas, Bti koncentracijas. Tac¢iau Bti naudojimas néra visiskai negin¢ijamas. Uodai yra
svarbi biomaseés dalis jy dauginimosi vietose ir yra kai kuriy vandens ir sausumos organizmy
maisto Saltinis (Becker et al. 2010). Taip pat, kai kurie suaugéliai uodai atlieka daznai neminimg

augaly apdulkinimo funkcijg (Peach and Gries 2019; Lahondere et al. 2020).

Uodai triikliai daznai sudaro didziausig dalj bestuburiy biomasés stovincio ir tekancio
vandens ekosistemose (Allgeier et al. 2019) ir gerokai prisideda prie ten gyvenanciy risiy
jvairovés (Theissinger et al. 2019). Juose esantis aukstas baltymy kiekis lemia, kad tai yra
aukStos kokybés maisto Saltinis vandens (amfibijoms, Zuvims, vabzdZiams) ir sausumos
(pauksciams, Sik§nosparniams, vorams, vabzdziams) gyventojams (Poulin et al. 2010; Jakob
and Poulin 2016). Suaugéliai uodai triikliai formuoja didelius burius ir gali dominuoti iki 90 %
tarp kity atsirandanciy vabzdziy, taip sudarydami iki 100 g sausos biomasés per metus
kvadratiniame metre. Taip pat jie parodo svarby ry§j tarp vandens ir sausumos maisto tinkly
(Hoekman et al. 2011). Neigiamas uody ir uody trikliy populiacijy gausumo mazinimo efektas

labiau matomas aukstesniuose trofiniuose lygmenyse (Jakob and Poulin 2016).

Tuo metu, kai Bti naudojimas pasaulyje didéjo eksponentiSkai, tyrimy padedanciy
jvertinti jo poveikj aplinkai skai¢ius isliko nedidelis. Jungtinéje Karalystéje, Svedijoje ir
Pranciizijoje tyrimai, aiSkinantys Sig problema, buvo pradéti vykdyti po to, kai jdiegus Bti
kontrolés priemong pasirodé kontrastingi pastebéjimai, priverCiantys naujai istirti tikrajj Bti
poveikj aplinkai (Duchet et al. 2014). Bti sukeltas poveikis maisto tinklams yra ypac svarbus
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tada, kai dauguma vietoviy yra saugomos nacionaliniu (pauksc¢iy rezervatai, gamtos rezervatai,
nacionaliniai parkai), Europos (fauna-flora-gyventojas tinklas) ar pasauliniu (RAMSAR)
lygmeniu. Pavyzdziui, Svedijoje mazdaug 40 % uody kontrolés veikiamy teritorijy priklauso
»Natura 2000 saugomoms teritorijoms, o Vokietijoje tokiy teritorijy yra net mazdaug 90 %

(Lagadic et al. 2016).

Siuo metu pasauliniu mastu tebevykstantis biojvairovés praradimas yra viena
labiausiai diskutuojamy aplinkos problemy, kuri daro jtaka ekosistemy procesams (Mace et al.
2012). Zmoniy populiacijos didéjimas, kuris yra susijes su gyvenamuyjy buveiniy naikinimu,
terSaly patekimu j gamta, invaziniy rusiy transportavimu ir klimato kaita, suintensyvino riisiy
praradimg ir paspartino Se$tgjj masinj rasiy iSnykimg (Ceballos et al. 2015). Daugiausia
démesio biidavo skiriama stuburiniy populiacijy mazéjimui (Ceballos et al. 2017), taciau
entomofauna yra taip pat stipriai paveikta ir tik neseniai buvo pradéti formuluoti budai jos
iSsaugojimui (Ecology et al. 2020). Daugiau nei 70 % skraidanciy vabzdZziy biomasés
sumazéjimas buvo pastebétas per 27 mety laikotarpj Vokietijos gamtos rezervatuose ir poveikis
aukStesniems trofiniams lygmenims, jskaitant paukScius, kurie vabzdziais maitina savo

jauniklius, vis labiau diskutuojamas (Hallmann et al. 2017).

Nuo 2012 insekticidiniai produktai, kurie néra naudojami agrokultiiros kontekste, yra
kontroliuojami biocidy reglamento EU 528/2012, o anks¢iau 98/8/EC direktyvos. Pasak
reglamento, biocidinis produktas su aktyvia medziaga, kuriame papildomai gali biti ir kity

cheminiy komponenty, turi biiti vertinamas pagal jo poveikj Zmonéms, gyviinams ir aplinkai.

1.9. B. thuringiensis israelensis islikimas gamtoje
Bti islikimas prikauso nuo insekticidinio aktyvumo, toksiny, spory ir jy poveikio

grimzdancéiai biomasei, kur Bti kurj laikg gali kauptis.

Panaudojus Bti produktus vandenyje, jy insekticidinis aktyvumas tiesiogiai priklauso
nuo jy galimybés pasiekti uody ir masaly lervas. Biologiniai, techniniai ir aplinkos faktoriai gali

stipriai nulemti Bti lickamajj poveikj.

Biologiniai faktoriai apima visus su tiksliniais vabzdziais susijusius parametrus, tokius
kaip jy rtSis arba vystymosi stadija. PavyzdZziui, tik vandens pavirSiuje besimaitinancios
Anopheles lervos yra maziau paveikiamos Bti negu Culex ir Aedes lervos, kurios maitinasi
visame vandens gylyje bei paciame dugne, nes panaudotas Bti preparatas greitai nugrimsta |
dugna (Dominic Amalraj et al. 2000). Dél to iSlickamasis insekticidinis Bti aktyvumas néra toks

svarbus faktorius kontroliuojant Anopheles genties kraujasiurbiy uody gausumg. Vélesnés
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stadijos lervos stipriai sumazina savo maitinimosi aktyvumg ir yra Zymiai didesnés nei tik
pasiekusios lervos stadija (Walker 1995), todél pasiekti ta patj toksinj efekta yra reikalingas
atitinkamai didesnis Bti kiekis.

Techniniai faktoriai (skirtingos produkto formos) buvo pritaikyti prie skirtingy
produkto panaudojimo vietoviy ar skirtingy tiksliniy organizmy (Vilarinhos and Monnerat
2004). Kad padidinti islickamajj aktyvuma, kai kurie produktai suformuoti taip, kad Bti kaip
veiklioji medziaga i$siskirty per tam tikrg laikg (Becker 2003). Dél preparato nusédimo j dugng
pastebéta, kad padidinus Bti dozg, preparato veikimo laikas nepailgéjo (Ritchie et al. 2010).

Galiausiai, daug aplinkos faktoriy veikia Bti i§likimg. Vandens drumstumas ir/arba
terSalai padidina toksino degradacijg ir/arba adsorbcijg ant vandenyje esanciy organiniy daleliy,
taip sumazinant vabzdziy pasiekiamumg (Tetreau et al. 2012c). Taip pat prisideda UV
spinduliuoté, auksta temperatiira ir mazas kiekis dengian¢iosios augmenijos (Christiansen et al.
2004).

Bakterijy sporuliacijos metu Bti sintetina $esis kristalinius toksinus: keturis skirtingus
Cry toksinus (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry10Aa ir Cry11Aa) ir du Cyt toksinus (CytlAa ir Cyr2Ba)
(Ben-Dov 2014). Yra duomeny, kad toksiski kristalai po panaudojimo gamtoje gali buti
aptinkami nuo savaiciy iki mety, priklausomai nuo aplinkos salygy (Boisvert et al. 2001).
Kristalai, imobilizuoti nuosédose ar dumbliuose gali i§ssaugoti iki 90 % savo insekticidinio
aktyvumo iki 22 dieny po Bti panaudojimo (Boisvert et al. 2001). Kad ir kaip bebity, toksinai
aplinkoje i$lieka nevienodai: Cytl Aa toksinai po kontakto su lapy liekanomis i$liko aktyvis tik
4-8 dienas, o tuo tarpu Cry4Aa ir Cry4Ba toksinai i$likdavo iki 6 savaiciy (Tetreau et al. 2012a).
Sie i§likimo skirtumai galéty lemti padidéjusias vabdziy populiacijas dél jas pasiekiandio ne

pilno reikalingo toksiny misinio (Paris et al. 2011b), taciau tiksliy duomeny néra.

Sporos yra pakankamai atsparios ir gali biiti aplinkoje aptinkamos kelis ménesius po
Bti preparato panaudojimo (De Respinis et al. 2006; Duchet et al. 2014), ta¢iau net ir naudojant
preparatg nuolatos, nepastebimas Zymus spory isliekanc¢iy aplinkoje suminis didéjimas (Guidi
etal. 2011). Kaip entomopatogenai Bti proliferuoja negyvuose vabzdziuose (Duchet et al. 2014)
ir kai kurie tyrimai parodé, sporos taip gali atsidurti kitose vietose, pavyzdziui, uzlietuose

miskuose atsiradusiuose laikinuose vandens telkiniuose (Tilquin et al. 2008).

Prie$ panaudojant preparatg Bti sterilizacija gamma-spinduliuote tam, kad panaikinti
aktyvias sporas ir iSvengti de novo sporuliacijos, panaudojus preparata parodé¢ 20-30 %

sumazéjusj toksiskuma (Becker 2002).
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1.10. Bt porasio israelensis toksiny veikimo principas ir vabzdziy atsparumas

1.10.1. B. thuringiensis israelensis veikimo principas

Bti toksiskumas ir specifiSkumas tiksliniy vabzdziy lervoms yra susij¢s su sudétiniais
Cry ir Cyt toksinais (3 pav.) (Vachon et al. 2012). Cry toksiny veikimo principas placiai tiriamas
jau kelis deSimtmecius. Lervai besimaitinant kristalai iStirpsta Sarmingje vabzdzio Zarnyno
terpéje, taip iSlaisvinami protoksinai, kurie suaktyvinami vabzdZzio virSkinamojo trakto
proteaziy (Rukmini et al. 2000). Cry toksinai tuomet prisikabina prie specifiniy baltymy
receptoriy, esanciy ant virSkinamojo trakto lgsteliy pavirS§iaus membrany, taip prasideda
oligomerizacija ir 1gsteliy membranose suformuojamos poros, galiausiai lydimos vir§kinamojo
trakto suardymo ir lervos zities (3 pav.) (Vachon et al. 2012). Tuomet sporos pasiekia
hemolimfa, kur jos pradeda atsigauti ir bakterija proliferuoja. Cyt toksinai taip pat reikalauja
kristalo tirpimo ir protoksiny suaktyvinimo, taciau jie tiesiogiai jungiasi prie lasteliy membrany
lipidy ir taip vykdo savo citolitinj aktyvuma (3 pav.) (Butko et al. 1997). Kuomet tikslus Cyt1Aa
toksiskumo mechanizmas buvo vis diskutuotinas (Soberon et al. 2013), nauji tyrimai parodé du
galimus modelius, tai yra, poras formuojantis arba ,,ploviklio®“ modelis, kur galimai susidaro
dvi oligomerinés formos, perforuojancios virskinamojo trakto lgsteliy membranas (Tetreau et
al. 2020). Taip pat, Cyt toksinai atlicka ir membranos receptoriy Cry toksinams vaidmenj, taip

padidindami Cry toksiSkuma (sinergetinis rySys) (Soberon et al. 2013).

Tolesim veikimo kelias:
1. Tolsim mifinys praryjamas lerves;
2. Toksinai i3tirpsta;
3. Yraaktyvoojami;
4. Toksinai jungiasi prie virikinamojo trakto
membranos:

2. Cry prie baltvme receptoriaus;
b. Cyt prie liprdu;
c.  Cry prie Cyt toksiny, isiterpusiu
virikinamojo trakte membrana.
Cry toksinas oligomerizuojamas;
Oligomerai jterpiami | membrana, susidaro poros;
Virskinamasis traktas suardomas, lerva Zista.
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3 pav. Schematinis Cry (oranzinis) ir Cyt (Zalias) Bacillus thuringiensis portsio israelensis

toksiny veikimo principas uodo lervos virS§kinamajame trakte (Vachon et al. 2012).
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1.10.2. Vabzdziy atsparumas B. thuringiensis israelensis

Yra uzfiksuota daug atsparumo atvejy prie$ kai kuriuos Bt portsius, ta¢iau atvejy, kai
atsparumas atsiranda Bt israelensis, néra (Tabashnik et al. 2009). Atsparumas sudétiniams kity
Bt portisiy Cry toksinams taip pat buvo uzfiksuotas ir laboratorijoje, ir preparato panaudojimo
vietose (Janmaat and Myers 2003; Brevault et al. 2013). Tai sukélé nerimg dél atsiradusio
potencialo vabzdziams jgyti atsparumg ir prie$ Bti toksiny misinj. Atsparumo Bti tyrimai buvo
atlikti laboratorijose su Culex pipiens (Saleh et al. 2003), Cx. Quinquefasciatus (Mittal et al.
2005) ir Aedes aegypti (Tetreau et al. 2012b). Po 30-ties vabzdziy karty kontakto su Bti ir jy
toksiny mi$iniu laboratorijos sglygomis buvo pastebéta, kad prireiké 3,5 karto didesnés Bti
dozés, kad nuzudyti atsparesnius vabzdzius taip pat efektyviai kaip pries tai nepaveikty karty
organizmus. Yra jmanoma pasiekti ypa¢ didelj atsparumo lygj individualiems Bti Cry
toksinams, kai tyrimas atliekamas su kiekvienu toksinu atskirai (Wirth et al. 2010, 2012;
Stalinski et al. 2014). Gamtoje nepastebimas statistiskai patikimas atsparumas Bti toksinams
yra dalinai susijes su skirtingais Cry toksiny vabzdziy virSkinamojo trakto receptoriais ir
daugiausia siejamas su Cry ir Cyt toksiny sinergetiniu poveikiu (Soberon et al. 2013). Cyt
toksino savybeé atlikti receptoriaus funkcija Cry toksinams padeda iSvengti tiksliniy vabzdziy
atsparumo (Pardo-Lopez et al. 2013).

Yra Simtai tyrimy, daugumoje atlikty paciy vabzdziy kontrolés operatoriy, kuriy metu
buvo tikrinamas atsparumas Bti preparatams jais paveiktose vietovése kaip dalis $ios kontrolés
programos pagal Pasaulinés sveikatos organizacijos nurodymus. Jie visi parode, kad nebuvo
nustatyta statistiskai patikimo vabzdziy jgyto atsparumo Bti, iSskyrus vieng atvejj, kur Kornelio
universiteto (JAV) mokslininkai 2005 metais uzfiksavo zymiai padidéjusig tiriamyjy CX.
pipiens uody (surinkty Niujorko kanalizacijoje) populiacijos tolerancija Bti toksinams (Paul et
al. 2005). Taciau Kitais tyrimais tokio atsparumo jau nebuvo pastebéta. Tokiy programy metu
atsparumas yra rutiniS§kai vertinamas paciy vabzdziy kontrolés operatoriy, todél iskyla dilema
dél saliskai vertinamy rezultaty ir Sie tyrimai turéty buti atlikti nepriklausomy tyréjy bei

informacija turéty biiti pateikiama vieSai.

Atsparumo Bti nebuvimas paveikty vietoviy vabdziy populiacijose, nepaisant
intensyvaus preparato naudojimo paskutinius kelis deSimtmecius, gali biiti paaisSkinamas ir
vabzdziy mutacijy dél iSlikimo kaina. Laboratorijoje Bti atspariy Cx. pipiens ir Ae. aegypti uody
lervos vystési ilgiau, patelés turéjo maziau palikuoniy, sumazéjo leliukiy iSgyvenimo lygis,
lyginant su nepakitusiomis kartomis. Nenaudojant preparato atsparumas iSnykdavo jau po trijy

Cx. pipiens ir SeSiy Ae. aegypti karty (Saleh et al. 2003; Paris et al. 2011a).
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Atsparumo iSsivystymas gerokai sumazinantis vabzdziy kontrolés efektyvuma
panaudojimo vietose mazai tikétinas ir, jei i i$sivystyty, anks¢iau minéty vabzdziy atsparumo
mutacijy sukeltos kitos problemos limituoty §io atsparumo plitimg kartomis. Ypac atsakingas
vabzdziy atsparumo tikrinimas leisty nustatyti ankstyvg atsparumo atsiradima, po kurio bity
galima petrauka nenaudojant Bti preparato ir/arba naudoti Bti preparaty formules kombinuotas

su Lysinbacillus sphaericus (Caprio 1998).

1.11. Bacillus thuringiensis cry geny ekpresijos reguliacija

Bacillus thuringiensis sporas formuojanti bakterija yra genetis$kai labai artima B.
anthracis (juodligés sukéléjas) ir B. cereus (zmogaus patogenas, plisdamas maistu sukelias
gastroenterita). Vienas i§ pagrindiniy Bt skirtumy nuo prie§ tai minéty bakterijy yra Bt
gebéjimas stacionarios augimo fazés metu sintetinti jterptinius kristalus (4 pav.) (Vilas-Boas et
al. 2007), kurie gali sudaryti iki 25 % sausos Bt Igsteliy masés, kas parodo, kad $ioje fazéje
bakterija susintetina didziulj kiekj kristaliniy baltymy (kiekviena Igstelé turi susintetinti nuo 10°
iki 2x10° §-endotoksiny molekuliy, kad suformuoti kristalg) (Palma et al. 2014).

t : S\ Z7%
\“"' Y s N\ *® .

4 pav. Skirtingos Bt kristaly é_intezés vietos: (A) HD73 kamienas su tipiniu parasporal.irnio
kristalo fenotipu: kristalas yra sintetinamas Salia sporos, motininés lastelés dalyje; (B) YBT-
020 kamienas su sporos-kristalo rysio fenotipu: kristalas yra sintetinamas tarp egzosporijaus ir
sporos dangalo; (C) LM1212 kamienas su atskirtu kristalo sintezés ir sporos formavimo
fenotipu: kristalai ir sporos yra sintetinamos skirtingose lasteliy subpopuliacijose.

(Egzosporijus zymimas rodyklémis) (Vilas-Boas et al. 2007)

Bacillus thuringiensis Cry baltymy ekspresijos mechanizmas apima daug faktoriy:
transkripcijos reguliacija, cry geny kopijy skaicius, cry geny mRNR stabilumas ir Cry baltymy
akumuliacija ir kristalizacija (Baum and Malvar 1995). Daug tyrimy buvo atlikta per
pastaruosius 25 metus, kurie parodé, kad Bt cry geno ekspresijos reguliacija yra labiau
kompleksiSka nei jprastai buvo manyta: kai kurie nuo sporuliacijos priklausomi cry genai
pereinamosios fazés metu yra kontroliuojami pereinamosios fazés sigma faktoriaus SigH; kai
kurie ne-sigma faktoriai prisideda prie cry geny ekspresijos reguliacijos; metaboliniai keliai

galimai veikia Cry baltymy sintezg. Unikalaus Bt kamieno LM1212 tyrin¢jimas pakeité
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mokslininky pozitrj j Bt cry geny transkripcijos reguliacijg ir ekspresijos kelius (Deng et al.
2014).

1.11.1. Transkripcijos reguliacija
Pirminé geny ekspresijos reguliacija yra transkripcijos lygmenyje. Cry genai buvo
suklasifikuoti j du tipus pagal jy transkripcijos reguliacijos mechanizmus: nuo sporuliacijos
priklausomi cry genai, kontroliuojami sporuliacijai specifiniy sigma faktoriy SigK ir/arba SigE;
nuo sporuliacijos nepriklausomi cry genai kontroliuojami vegetatyvinio SigA faktoriaus
(Torres-Quintero et al. 2018). Be sigma faktoriy, taip pat cry geny ekspresijos transkripcija

veikia ir papildomi faktoriai, kurie nurodyti 2 lenteléje.

2 lentelé. Transkripcijos faktoriai dalyvaujantys cry geny ekspresijoje ((+) teigiama
reguliacija; (-) neigiama reguliacija).

Genas Sigma faktorius Kiti transkripcijos faktoriai
cryla SigE, SigK Spo0A (+); PDH E2 (+)
cry2A SigE Nezinoma
cry2B SigE Nezinoma
cry3A SigA Nezinoma
cry4A SigE, SigK, SigH PPK (+); Hpr/CcpA (-)
cry4dB SigE, SigK Nezinoma
cry6Aa2 Nezinoma ORF2 (-)
cry8Eal SigE, Sig, SigH Nezinoma
cryllA SigE, Sig, SigH Spo0A (-)
cryl5A SigE Nezinoma
cryl8A SigE, SigK Nezinoma

1.11.2. Nuo sporuliacijos priklausomi cry genai

Bacillus rtsiy sporuliacija prasideda nuo asimetrisko Igslelés pasidalijimo j dvi dalis:
motining Igstelg ir j sporos pirmtaka. Modeliniame B. subtilis (BS) organizme §is procesas yra
laikinas ir erdviskai reguliuojamas RNR polimerazés sigma faktoriy rinkinio: pagrindinis
vegetatyvinis sigma faktoriai SigA ir SigH pries asimetriskai lastelei pasidalijant; SigE ir SigK
motiningje lIgsteléje; SigF ir SigG sporos pirmtake (Piggot and Hilbert 2004). Homoligiski
sigma faktoriai (SigA, SigH, SigE, SigK, SigF ir SigG) buvo aptikti ir Bt, kur atlicka panasy
vaidmen] kaip ir Bs bakterijose (Wang et al. 2013). Taigi, yra bendrai spéjama, kad Bt
sporuliacijos procesas yra apytikriai toks pat kaip Bs. Daugelis cry geny buvo apibiidinti kaip
nuo sporuliacijos priklausomi, kadangi jy transkripcija yra dazniausiai reguliuojama motininei

lastelei specifiniy sigma faktoriy SigE ir SigK.

Daugelio cry geny transkripcija, jskaitant cryl (Yang et al. 2012), cry4 (Federici et al.
2003), cry8 (Du et al. 2012), cry11, cry18 (lbrahim et al. 2010), yra kontroliuojama ir SigE, ir

SigK. Transkripcija yra inicijuojama SigE faktoriaus ankstyvojoje sporuliacijos stadijoje ir
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toliau, vélesnése sporuliacijos stadijose, t¢gsiama SigK faktoriaus (Deng et al. 2014). Sékminga
Siy dviejy motininei lastelei specifiniy sigma faktoriy aktyvacija uztikrina nepertraukiamg ir
stiprig cry geny transkripcija motiningje lastel¢je. Tai leidzia didziulio kiekio Cry baltymy
sinteze visos sporuliacijos metu. Mazumos nuo sporuliacijos priklausomy cry geny, tokiy kaip
cry15A ir cry2, transkripcija yra kontroliuojama tik vieno faktoriaus — SigE. Sie genai yra
ekspresuojami palyginti trumpesnj laiko periodg negu cry genai priklausomi nuo abiejy SigE ir

SigK faktoriy (Aronson 2002).

Kai kurie nuo sporuliacijos priklausomi cry genai, pavyzdziui, cryl (Perez-Garcia et
al. 2010), cry4, cry8 (Deng et al. 2014), cryl1 (Gobatto et al. 2010), yra silpnai ekspresuojami
vegetatyvinés augimo fazés pabaigoje. Si ekspresija inicijuojama vegetatyvinio sigma
faktoriaus SigH. Taciau néra vieno bendro modelio, kuris parodyty visy cry geny transkripcijos
reguliacijg, nes tai priklauso nuo promotoriy kombinacijos, jgalinancios jvairius ekspresijos

kelius sporuliacijos metu.

1.11.3. Nuo sporuliacijos nepriklausomi cry genai
Geno cry3 transkripcija, inicijuojama vegetatyvinio augimo fazés metu, yra
aktyvuojama pabaigoje eksponentinés fazes ir tesiasi kelias valandas stacionarios fazés metu
(Du et al. 2012). Kitaip nei nuo sporuliacijos priklausomi cry genai, kurie yra kontroliuojami
sporuliacijai specifiniy sigma faktoriy, cry3 geny transkripcija yra vadovaujama vegetatyvinio
SigA promotoriaus ir §iy geny ekspresija yra stipresné sporuliacijos defektg turin¢iuose spoOA
ir spoOF mutantuose negu laukiniame tipe (Deng et al. 2014). Genas cry3 buvo vienintelis nuo

sporuliacijos nepriklausomy geny pavyzdys iki kol nebuvo atrastas nejprastas Bt kamienas

LM1212.

LM1212 kamienas parodo unikaly fenotipa: populiacijoje matoma kristalg
sintetinanéiy lgsteliy ir sporas formuojanciy lasteliy diferenciacija. Tokiu budu kristalai yra
sintetinami lgsteliy subpopuliacijoje, kuri nesporuliuoja, o ne sporuliuojanciy lasteliy motininés
lastelés dalyse (4 pav.) (Deng et al. 2014). LM1212 cry geny transkripcijos analizé atskleidé,
kad §iy geny promotoriai yra aktyvuojami pabaigoje eksponentinio augimo ir yra toliau
ekspresuojami dar keletg valandy. Palyginimui, LM1212 cry geny promotoriy aktyvumas yra
labai Zemas laukinio tipo Bt kurstaki HD73 kamiene augimo metu (Palma et al. 2014). Cry
genai yra specifiskai transkribuoti j Bacillus rasiy nesporuliuojanciy lgsteliy subpopuliacijas,
kur jos yra zymiai mazesnés nei LM1212 kamiene (5 pav.). Analizé taip pat parodé, kad

LM1212 cry genai néra kontroliuojami sporuliacijai specifiniy sigma faktoriy SigE ar SigK
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(Deng et al. 2014). Taigi LM1212 cry genai yra nuo sporuliaciojos nepriklausomi ir yra

kontroliuojami nejprasty transkripcijos reguliacijos mechanizmy.

1.12. Cry geny ekspresija reguliuojantys kiti faktoriai

DNR risantis baltymas SpoOA yra pagrindinis peré¢jimo ] sporuliacijg etapo
reguliatorius B.subtilis bakterijose (Molle et al. 2003). Fosforilinta SpoOA (Spo0A-P) jungiasi
prie DNR sekos, zinomos kaip ,,0A-box“, ir atlieka savo funkcijas kaip tam tikry vegetatyviai
ekspresuojamy geny represorius ir sporuliacijai specifiniy geny aktyvatorius (Deng et al. 2014).
Laikina ir erdviné B. thuringiensis sporuliacijos proceso geny reguliacija yra labai panasi j
vykstancig B. subtilis, SpoOA baltymai Bt ir Bs yra homologiniai. In silico analizés metu j
priesingg puse¢ nuo cry geny (cry4A, cry4B, cryl1A) Bt israelensis portsyje nustatytos DNR
sekos panasios | ,,0A-box“. Cryl1A promotoriaus ranskripcijos lygis yra aukstesnis spoOA
mutantuose negu SigE mutantuose (Torres-Quintero et al. 2018). Taciau ,,0A-box*
panaikinimas padidina cryl1A operono ekspresija, ko pasekoje jo aktyvumas blina Zymiai
aukstesnis sigE mutantuose negu spo0A mutantuose. Sie rezultatai iskélé hipoteze, kad cryl 1A
ekspresija yra slopinama SpoOA dél jo jungimosi prie ,,0A-box‘“. Palyginimui, crylAc
promotorius turi aukstesnj sigE mutantuose negu spoOA mutantuose, dél ko spéjama, kad Sis
cry genas yra teigiamai reguliuojamas SpoOA baltymo eksponentinés ir pereinamosios fazés

metu (Yang et al. 2012).

Piruvato dehidrogenazés (PDH) E2 subvieneto kompleksas bakterijoje yra placiai
paskirstytas ir katalizuoja piruvato oksidacinj dekarboksilinimg iki acetil-kofermento A,
susiejant glikolizés kelius su trikarboksilinés ragsties (TKR) ciklu. Bt bakterijose PDH E2
specifiskai jungiasi prie 200-300 bp seky j priesinga puse nuo cryl A geno promotoriaus. Siy
seky mutacijos sumazina ir E2 subvieneto jungimasi ir cry 1 A promotoriaus transkripcijg. Tokiu
biidu PDH E2 gali teigiamai reguliuoti cryl A transkripcija specifiSkai jungdamasis prie cryl A
geno 5° nekoduojanéio regiono (Deng et al. 2014). Sie tyrimy rezultatai leidzia manyti, kad
PDH E2 gali funkcionuoti kaip transkripcijos faktorius, nepriklausomai nuo savo fermentinio

aktyvumo, bei matomas rysys tarp katabolizmo ir Cry baltymy sintezés.

1.13. mRNR stabilumas

Geny ekpresijos pagrindinis lemiantis veiksnys yra mRNR stabilumas. B. thuringiensis
cry geny mRNR gyvavimo laikas yra mazdaug 20 min (Deng et al. 2014)., o tai yra gerokai
ilgiau nei E. Coli bakterijy mRNR (4-6 minutés) (Sazhenskiy et al. 2010). Aptarsime §j

stabilumg suteikian¢ius mechanizmus.
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Kartotinés atvirkSc¢ios sekos yra placiai paplitusios ir aptinkamos daugumos cry geny
(pvz., crylA) 3° netransliuotame regione. Jos prisideda prie mRNR stabilizavimo ir gali
suformuoti stabilig kilpinio kamieno strukttira, kuri galimai apsaugo cry geny mRNR nuo
egzoribonukleotinés degradacijos sukeliamos 3°-5°¢ egzoribonukleaziy, kurios yra neatsparios

prie$ RNR antring strukttrg (Wirth et al. 2000; Mathy et al. 2007).

IS cry3 A geno yra sugeneruojami du transkriptai: mazasis ir didysis transkriptai. Shine-
Dalgarno (SD) seka esanti arti 5° -129 pozicijos yra atsakinga uz cry3A mRNR stabilizavima:
Si seka (Zymima kaip STAB-SD) neveikia tiesiogiai transliacijos iniciacijos, taciau gali
sgveikauti su 16S rRNR 3° galu (Juarez-Hernandez et al. 2015) . Dél to buvo pasitlyta idéja,
kad 30S ribosominio subvieneto jungimasis prie STAB-SD sekos stabilizuoja mRNR
veikdamas prevenciskai pries 5°-3° egzoribonukleaziy sukeliamg degradacija (Juarez-
Hernandez et al. 2015). Nepaisant to, neseniai buvo manoma, kad bakterijoje galéjo vykti
mRNR degradacijos veikla tik 3-5° kryptimi. Rnazés J1 5°-3¢ egzoribonukleaziy aktyvumo
atradimas patvirtino originalig hipoteze: Rnazé J1 degraduoja cry3A mRNR -558 bp transkripta
5¢-3¢ kryptimi; ribosominis 30S subvienetas jungiasi prie cry3A mRNR STAB-SD sekos ir
blokuoja 5°-3° egzoribonukleitinj Rnazés J1 progresa (9 pav.) (Mathy et al. 2007).

1.14. Cry baltymy produkcijos metabolin¢ reguliacija

Metaboliniai keliai, kurie apriipina anglies komponentais, aminoriigstimis ir energija
sporuliacijos ir dideliy kiekiy Cry baltymy sintezés procesus Bt bakterijose, yra tikimagsi, kad
gali biiti esminis veiksnys reguliacijoje. ISties pastarieji tyrimai parode, kad metabolinés
reguliacijos mechanizmai yra jtraukti ir j transkripijos, ir j transliacijos lygmenis (Wang et al.
2013): tai apima proteaziy ir aminortig§¢iy metabolizmo kontrole, tiekima i$ anglies ir energijos
Saltiniy, metaboliniy keliy reguliacijg ir modifikacija, oksidacinio fosforilinimo ir energijos
generavimo reguliacija. Cry baltymy ekspresijos reguliacija per su metabolizmu susijusj sigma
54 faktoriy ir, atitinkamai, polifosfaty metabolizma bei gliukozés kataboling represijg apraSyta

toliau.

Sigma faktorius sigma 54 (taip pat vadinamas Sigl) bakterijoje reguliuoja jvairius
azoto ir anglies Saltinius bei energijos metabolizmo kelius. Mokslininko Deng tyrimy metu
buvo nustatyta, kad sigma 54 mutacijos HD73 kamiene sumazino CrylAc baltymo sintez¢ LB
terpéje (Deng et al. 2014). Teigiama sigma 54 jtaka kristaly gamybai yra transkripcijos
lygmenyje ir galimai yra netiesioging, kalbant apie nuo sigma 54 priklausomus metabolinius
kelius. Pavydziui, y-amino sviesto rugstis (GABA), kuri yra kontroliuojama sigma 54

faktoriaus ir reguliuojama GabR (Zhu et al. 2011), yra papildomas komponentas Krebso cikle
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ir yra zinoma, kad jis koreliuoja su spory ir parasporaliniy kristaly formavimusi B.
thuringiensis. Atitinkamai, GABA metabolizmas tampa zymiai aktyvesnis sporuliacijos metu
(Wang et al. 2013). Kitas pavyzdys yra acoABCL operonas koduojantis acetoino
dehidrogenazés kompleksg (Ali et al. 2001; Akiba et al. 2009): acoABCL yra Zymiai
sustiprinamas ir transkripcijos, ir transliacijos lygmenyje sporuliacijos metu (Wang et al.
2013). Mokslininko Deng tyrimy metu buvo patvirtinta, kad §is operonas yra kontroliuojamas
sigma 54 faktoriaus ir yra suaktyvinamas AcoR (Deng et al. 2014). Kad ir kaip bebiity, sigma
54 faktorius nedaro jtakos CrylAc transkripcijai ir produkcijai sporuliacijos terpéje, kas parodo,

kad efektas metaboliniams Cry baltymy produkcijos keliams priklauso nuo augimo salygy.

Kai kurios mineralinés maisto medziagos, ypa¢ neorganinis fosfatas, yra svarbus Cry
baltymy gamybai Bt (Kurt et al. 2005). Polifosfatai yra sintetinami polifosfaty kinazés i§
terminalinio ATP fosfato ir gali buiti endopolifosfataziy ir egzopolifosfataziy degraduoti iki
neorganinio fosfato (Doruk et al. 2013). Mokslininkas Doruk su kolegomis nustaté, kad
pertekliné polifosfato kinazés ekspresija Bt israelensis portsyje padidino tarplasteling
polifosfaty koncentracija ir Cry baltymy gamyba. Taip pat buvo nustatyta, kad sigE
transkripcija buvo stimuliuojama kamienuose, kurie pertekliskai ekspresavo polifosfato kinaze
(Doruk et al. 2013). Tokiu badu, per SigE, polifosfatinio metabolizmo pasikeitimai galimai

veikia Cry baltymy gamyba Bt.

Gramteigiamose bakterijose daugelio kataboliniy operony katabolinis slopinimas
apima fosfo-nesiklj baltyma HPr, katabolinés kontrolés baltyma CcpA ir cis katabolinius atsako
elemetus (Kant et al. 2009). Fosforilintas HPr jungiasi prie CcpA tam, kad suformuoti
kompleksa su auk$tu DNR riSanciu afiniSkumu. Fosforilintas HPr-CcpA kompleksas
moduliuoja geny-taikiniy transkripcija jungdamasis prie cis kataboliniy atsako elementy (Khan
and Banerjee-Bhatnagar 2002). Gliukozé slopina Bti cry4A geno ekspresija mRNR lygmenyje
ir fosforilintas HPr-CcpA Bti kompleksas slopina cry4A transkripcijg specifiskai jungdamasis
prie 15 bp cis katabolinio atsako sekos, taip persidengiant su cry4A promotoriaus elementu
(Kant et al. 2009). Gliukozés katalitinis cry4A slopinimas yra panaikinimas cis katabolinio
atsako elementy seky specifinémis mutacijomis ir HPr-S45A mutantuose, kurie produkuoja
nefosforilinta HPr (Khan and Banerjee-Bhatnagar 2002): abu Sie veiksniai padidina cry4A
promotoriaus akryvumg. Taigi, Cry baltymy sintezé Bt israelensis portsyje yra kontroliuojama

gliuokozés katabolinio slopinimo tarpininkaujant HPr-CcpA .
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1.15. Cry baltymy kristalizacija
Didelio kiekio baltymy sukaupimas reikalauja stabiliy baltymy gamybos arba bent jau
mechanizmo, kuris padéty iSvengti pagaminty baltymy degradacijos. Bt daugiausiai Cry
baltymy produkuoja stacionarios fazés metu, kai yra susintetinami dideli kiekiai jvairiy
proteolitiniy fermenty (Akiba et al. 2009). Tai reiskia, kad Bt privalo turéti mechanizmus,
padedancius iSvengti susintetinty Cry baltymy proteolizés. Viena i§ strategijy yra formuoti

kristalus atsparius proteolitiniams fermentams (Deng et al. 2014).

Daugumos Cry baltymy (pvz., Cryl) masé yra tarp 130 ir 140 kDa. Dauguma Siy
dideliy Cry baltymy gali spontaniskai formuoti kristalus nepriklausomai nuo Seimininko-
bakterijos. Cry baltymy C-terminaliniai galai yra vadinami kristalizacijos domenais, kadangi
nenulemia toksiSkumo, taciau yra butini kristalo formavimuisi. Kiti mazesnés masés Cry
baltymai (pvz., Cry11) neturi C-terminalinio kristalizacijos domeno kitaip nei anks¢iau minéti
baltymai. Didelio kiekio $iy Cry baltymy kaupimas arba kristaliacija jprastai reikalauja
papildomy baltymy, kurie koduojami geny esanCiy tame paciame operone (Agaisse and
Lereclus 1995; Barboza-Corona et al. 2012). Sie papildomi baltymai daZniausiai yra nedideli,
neturi toksiSkumo ir néra pagrindiniai kristalo komponentai. To pasekoje, jie yra vadinami
ir p20 geny cryl1A operone (Torres-Quintero et al. 2018), Orfl ir Orf2 baltymus, koduojamus
orfl ir orf2 geny cry2A operone (Staples et al. 2001) ir ORF2 (60 K) baltyma koduojamg orf2
geno cry19A operone (Barboza-Corona et al. 2012).

P19 ir Orfl funkcija Cry baltymy sintezéje ir kristalizacijoje néra aiski. Orf2 yra
reikalingas Cry2A kristalizacijai (Staples et al. 2001). Orf2 ir Cry2A iSgryninami kartu, 0 tai
parodo esamg ry$j tarp Siy baltymy (Barboza-Corona et al. 2012). ISties Orf2 tarnauja kaip
kristalizacijos faktorius sgveikaudamas su Cry2A baltymu, galimai veikdamas kaip pamatai
(Staples et al. 2001). ORF2 (60 k) yra labai panasus j 130 kDa Cry baltymo C-terminalinj
domeng ir yra svarbus Cry19A kristalizacijai, kuris pats yra panasus i didziulio Cry baltymo N-
terminalinj domeng (Gobatto et al. 2010; Barboza-Corona et al. 2012). Yra jvariy jrodymy, kad
ORF?2 (60 k) funkcionuoja pirmiausia kaip Cry baltymy C-terminalinis kristalizacijos domenas
(Barboza-Corona et al. 2012). Panasios geny organizacijos yra taip pat aptinkamos kituose cry
operonuose, tokiuose kaip cryl0Aa, cry39Aa ir cry40Aa (de Maagd et al. 2003; Barboza-
Corona et al. 2012).

P20 baltymas gali padidinti jvairiy insekticidiniy kristaliniy baltymy, tokiy kaip
CytlAa, CrylAc, Cry2Aa, Cry4Aa, Cryl1Aa ir sutrumpinto Cry1C, iSeigg ir/arba kristalizacijg
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(Shao et al. 2001; Park et al. 2007). Tai taip pat gali padidinti Bt insekticidinio baltymo Vip3A
ir B. sphaericus dvigubo BinA-BinB toksino ekspresija (Park et al. 2007). P20 efektas Cyt1A
ekspresijai buvo suprastas po eilés mokslininko Whiteley ir jo grupés tyrimy su E. coli jau pries
kelis deSimtmecius: P20 baltymas nedaro jtakos transkripcijai ar mRNR stabilumui,
nereguliuoja cyt1A transliacijos iniciacijos (Adams et al. 1989; Visick and Whiteley 1991); tarp
P20 ir Cyt1A yra baltymas-baltymas rysSys ir tai nutinka tik su susidaranc¢iu Cytl A peptidu; P20
néra reikalingas E. coli kamieny, defektuoty protealitiniame aktyvume, Cyt1lA dideliy kiekiy
gamybai (Visick and Whiteley 1991; Park et al. 2007). Sie tyrimai parodé, kad P20 galimai
veikia kaip molekulinis Saperonas, kuris padeda CytlA suformuoti proteazéms atsparius
kristalus. Kiti tyrimai $ig hipotezg palaiko ir pateikia daugiau detaliy: Bt bakterijose CrylAc
baltymas yra i§ esmés produkcijos metu degradaves, ypatingai baltymy sintezés metu pries
kristalizacija. P20 jvedimas gerokai padidina CrylAc produkcijga ir tai buvo pasekmé
atsiradusios susidaranéiy peptidy apsaugos (Shao et al. 2001).

Unikalaus kamieno LMI1212 atradimas ir charakterizacija iSplété parasporaliniy
kristaly fenotipo Bt supratima. Siame kamiene kristalai néra produkuojami sporuliuojanéiy
lasteliy motininéje Igsteléje, taciau tik nesporuliuojanciy lasteliy subpopuliacijoje (Deng et al.
2015). Kristalo ir sporos atskyrimas j skirtingas LM1212 lasteliy populiacijas yra lasteliy
diferenciacijos pasekmé, susijusi su anks¢iau neapibtdintu cry geno transkripcijos modeliu. I$
tiesy, LM1212 cry genai yra transkribuojami tik nesporuliuojanciy lasteliy subpopuliacijoje,

vadinamose kristalus produkuojanciose lastelése (Deng et al. 2014).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Tiriamosios medZiagos rinkimas

Preparatas VectoBac 12AS Lietuvos teritorijoje ] Nemuno upe pilamas prie Lietuvos
sienos su Baltarusija — Varviskése (53°54'29"8. pl. 23°47'38"r. ilg.) (7 pav.). Preparatas
naudojamas siekiant sumazinti upiniy masaly lervy gausuma, o $ios gyvena ant vandens augaly,
todél pastarieji su ant jy esanciais tiriamaisiais organizmais renkami dviejose vietose — Nemune
ties Druskininkais (54°1'10" 8. pl. 23°58'20" r. ilg.) ir ties Merkine (54°09'50"s. pl. 24°11'10"r.
ilg.) (7 pav.). Sios vietovés yra atitinkamai 21 km ir 56 km nutolusios (skai¢iuojant upés vaga)
pasroviui nuo biologinio preparato panaudojimo vietos.

vaimunal
Merkiné

Kibysia 133

~

Staaina
[ Jovaisiai
2a Vilkiautinis
S j 133 Panara
S Veisiejai
Gilinian Leipalingis
- Varnena Ricelial
Aeatinal
Baraal
180 B S
Gaiidna  Viecitinai
Neravan
ambha o
Viktannas ”
Druskininkai
»Ciamiestis
Vairi Gnai
Jaskonys
Svendubre
/
- )
rn
‘\\ \
b ‘var-nslvcew
‘|

7 pav. Medziagos rinkimo vietos Juodas kvadratas — VectoBac 12AS preparato
pylimo j Nemung vietg (Varviské); raudoni taskai — méginiy émimo vietos (Druskininkai ir

Merkiné) (http\\www.maps.It)

Vandens augalai (Glyceria maxima), iSrauti upés srovéje 0,5-1 m gylyje su ant jy
esanciais organizmaiS imami j sterily maiselj. Méginiai pervezami | laboratorija, kur inde
skalaujami vandeniu, taip lervos atsikabina nuo augalo, o Iéliukés nurenkamos pincetu (8 pav.).

Tada pincetu jos surenkamos ] atitinkamai pazymétus megintuvelius su 96 % etanoliu.
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Upiniy masaly (Diptera: Simuliidae) (9 pav.), uody trakliy (Diptera: Chironomidae) ir
apsiuvy lervos (Trichoptera) ir 1éliukés dazniausiai atpazjstamos ir atrenkamos pagal plika
akimi matomus morfologinius pozymius ar judéjimo vandenyje ypatumus, esant mazesnéms

lervoms ir leliukéms — naudojamas Sviesinis mikroskopas ,, MOTIC*.

8 pav. Surinkti vandens augalai skalaujami vandeniu ir pincetu atrenkamos upiniq masaly,
apsiuvy ir uody trukliy lervos bei upiniy masaly Iéliukés: A —augalo lapai ir nuskalauti

hidrobiontai; B — atrinktos uody triikliy lervos (asmeninio archyvo nuotraukos)

9 pav. Upiniy masaly lervos ir 1¢liukés ant monazolés Glyceria maxima lapo (dr. R.

Bernotienés nuotrauka)

Nuo 2019.05.06 iki 2019.07.13 i§ Nemuno tyrimams paimti 109 méginiai,
kiekviename i§ jy buvo tiriama po 2 upiniy masaly lervas, 2 1éliukes, 2 uody trikliy lervas.
Apsiuvy lervos buvo aptiktos ne visuose méginiuose, nes apsiuvy lervos Nemune aptinkamos
periodiskai tik tam tikrais laikotarpiais, tad jos buvo tirtos tik 2019.05.06 dienos méginyje.
Praéjus 8 dienoms po preparato panaudojimo upiniy masaly (Simuliidae) lervy ir léliukiy
nebuvo aptikta, nes jos neisgyveno po VectoBac 12AS biologinio preparato panaudojimo (3
lentele), todel nepavyko jy istirti. Kai kuriomis birzelio ménesio dienomis (3 lentel¢) Nemune
nebuvo aptikta upiniy masaly 1éliukiy, tai susij¢ su natiiraliais $iy vabzdziy vystymosi ciklais,

tad buvo tirtos tik upiniy masaly lervos.
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3 lentelé. Surinkty Nemune ir iStirty vabzdziy lervy ir 1€liukiy skaicius.

Data Dienos po Tirta Tirta Tirta Tirta
preparato Simuliidae | Simuliidae | Chironomidae | Trichoptera

panaudojimo lervy 1éliukiy lervy lervy
2019.05.06 *Pries 8 6 - 6
2019.05.09 panaudojima 12 12 12 -
2019.05.16 3 dienos 6 12 12 -
2019.05.21 8 dienos - - 12 -
2019.05.27 14 dieny 12 12 10 -
2019.06.04 21 diena 2 - 6 -
2019.06.14 1 ménesis 12 - 12 -
2019.06.30 1,5 ménesio 8 2 10 -
2019.07.13 2 ménesiai 12 12 12 -

2.2. Biologinio preparato efektyvumo ir Bti gyvybingumo jame tikrinimas po

Saldymo

Saldyto VectoBac 12AS preparato veiksmingumas buvo tikrinamas po 1 ménesio
preparato laikymo —20 °C atSildzius preparata ir panaudojus jj prieS Gamtos tyrimy centre
(GTC) auginamas Culex pipiens uody lervas. Ivairiy Ggiy GTC auginamos C. pipiens uody
lervos (po 20 vnt.) buvo perkeltos | du vienodus plastikinius indus su vandeniu, atSildytas
biologinis preperatas buvo supiltas j vieng i§ indy su uody lervomis. Kitas indas su uody
lervomis buvo naudojamas kaip kontrolinis. Preparato kiekis buvo apskaiCiuotas taip, kaip
nurodyta priede Nr.3. pagal vandens pavirSiaus plotg tiriamame inde. Praéjus 24 val. po

preparato panaudojimo buvo stebima uody lervy biiklé (gyvas ar negyvas) abiejuose induose.

Bti gyvybingumas biologiniame preparate po Saldymo buvo tikrinimas taip kaip
apraSoma poskyryje 2.7., tik vietoje lervy pirmajame punkte naudojamas 1 mln. karty su

distiliuotu vandeniu atskiestas po 1 ménesio Saldymo atSildytas preparatas.

2.3. DNR iSskyrimas
Bacillus thuringiensis israelensis DNR iSskyrimui buvo naudojami du budai.
Pirmajam naudojamas ,,Zymo Research ,,Quick-DNA™ Microprep Kit“ rinkinys (katalogo
numeriai D3020 ir D3021). Gryninimo eiga:

1. 1,5 ml talpos mégintuvélyje sumaiSoma 50 pl biologinio preparato su 200 pl
lizavimo tirpalu. MaiSoma 4-6 sekundes purtant staline purtykle. MiSinys

inkubuojamas 5-10 minuc¢iy kambario temperatiiroje;
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2. Misinys perkeliamas ] ,,Zymo-Spin™ IC* kolon¢le, jdéta ] surinkimo
meégintuvelj. Centrifuguojama 1 minutg 10000xg greiciu. Pratekéjes tirpalas
pasalinamas i§ surinkimo mégintuvelio;

3. ,,Zymo-Spin™ [C* kolon¢lé perkeliama ] naujg Svary surinkimo meégintuvelj.
I kolonéle jpilama 200 ul DNR plovimo tirpalo. Centrifuguojama 1 minute
10000xg greiciu. Pratekéjes tirpalas pasalinamas i$ surinkimo mégintuvelio;

4. 1 kolonélg jpilama 500 pl genominés DNR plovimo tirpalo. Centrifuguojama
I minut¢ 10 000 xg grei¢iu. Pratekéjes tirpalas pasalinamas i§ surinkimo
meégintuvélio;

5. Kolon¢le perkeliama j naujg Svary 1,5 ml talpos megintuvéelj. | kolonéle
ipilama 10 pl eliucijos tirpalo. Inkubuojama kambario temperatiiroje 2-5
minutes. Centrifuguojama didZiausiu grei¢iu 30 sekundZiy;

6. ISgryninta DNR tolimesniems tyrimams saugoma —20 °C temperatiiroje.

Antruoju metodu DNR isskyrimui pasirinktas metodas naudojant 4M amonio acetatg
(pH 7,5) (NH4CH3CO2) (Sambrook and Russell 2001):

1. | sunumeruotus mégintuvelius jdedama tiriamoji medziaga (lerva, 1¢éliuké ar
bakterijy kolonijos tepinélis);
2. ]kiekvieng mégintuvélj jpilama po:
a. 250 ul SET tirpalo;
b. 7 ul SDS (konc. 20 %);
c. 5 pul proteinazes K (konc. 20 mg/ml);
3. Mégintuvéliai gerai supurtomi ir trumpai nusukami staline centrifuga, kad
nelikty tirpalo laSeliy ar méginio daleliy ant dangtelio ar mégintuvélio sieneliy;
4. Laikoma 56 °C vandens voneléje apie 24 valandas;
5. Véliau kiekvienas méginys uzpilamas 250 ul 4 M amonio acetato;
6. Gerai sumaiSoma staline purtykle ir laikoma 60 minuciy kambario
temperatiiroje nuolatos purtant;
7. Meéginiai sukami 13 000 rpm greic¢iu centrifugoje 10 minuciy;
8. Supernatantas perpilamas j Svarius 1,5 ml talpos pazymétus mégintuvélius
(nenaudoti automatinés pipetes);
9. Kiekvienas supernatantas uzpilamas 1 ml 100 % etanolio. Labai gerai
iSmaiSoma purtant staline purtyklle;
10. Mégintuvéliai centrifuguojami 13 000 rpm greiciu 15 minuciy;

11. Supernatantas pasalinamas atsargiai nupilant, kad neprarasti nusédusios DNR;
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12. ] mégintuvel] plovimui uzpilama 1 ml 70 % etanolio ir iSkart nusiurbiama
(atsargiai, nejsiurbiant nusédusios DNR);
13. Méginiai paliekami dzititi kambario temperatiiroje per naktj;

14. Uzpilama po 50 ul ddH2O ir sumaiSoma staline purtykle.

DNR iSskyrimui i$ biologinio preparato VectoBac 12AS naudojamas pirmasis

metodas, o DNR iSskyrimui i§ tiriamyjy lervy ir 1€liukiy méginiy naudojamas antrasis.

DNR koncentracija méginiuose matuojama ,,NanoDrop™  2000/2000c*

spektrofotometru (Thermo Scientific™).

2.4. Polimerazés grandininé reakcija
Bacillus thuringiensis israelensis bakterijy aptikimui tiriamuosiuose méginiuose buvo
atrinktos trys poros pradmeny, kuriems buvo optimizuotos vienodos PGR salygos ir reakcijos

misinio reagentai bei jy kiekiai (Zr. rezultaty skyriuje 4 ir 5 lenteles):

1. 1492r (5° TAC GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3°) ir 27f (5° AGA GTT
TGA TCM TGG CTC AG 3°) (Tenssay et al. 2011);

2. CRYA4F (5° GTT TTC AAG ACC TAA TAA TAT AAT ACC 3°) ir CRY4R
(5 CGG CTT GAT CTA TGT CAT AAT CTG T 3¢) (Guidi et al. 2013);

3. CRY11F (5° TTA GAA GAT ACG CCA GAT CAA GC 39) ir CRY11R (5°
CAT TTG TAC TTG AAG TTG TAA TCC C 3¢) (Elleuch et al. 2015).

Teigiamai kontrolei naudojama Bacillus thuringiensis israelensis DNR isskirta i$
biologinio preparato VectoBac 12AS, neigiamai kontrolei naudojamas vanduo be nukleaziy

(Thermo Scientific™),

2.5. Elektroforeze

Elektroforetiniam rezultaty vertinimui naudojamas 1XTBE tirpalas ir 1,5 % agarozés
gelis su etidzio bromidu. Po 5 ul kiekvieno méginio PGR produkto maiSoma su 1 pl dazo
(., DNA Gel Loading Dye (6X)* (Thermo Scientific™)). Susidariusio PGR produkto dydzio
vertinimui gelyje naudojamas 100-1000 bp ilgio standartas (,,FastRuler Low Range DNA
Ladder, ready-to-use* (Thermo Scientific™)).

2.6. Bti islikimo uody lervose laboratorinémis sglygomis tyrimas

Bti islikimo uody lervose Culex pipiens laboratorinémis saglygomis tyrimas:

1. Sterilus plastikinis indas pripildomas vandeniu;
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2. Ivandenjjdedama 12 vnt. Il tigio C. pipiens uody lervy indas su uody lervomis
laikomas 20-22 °C temperatiiroje, esant 14 val./10 val. §viesos/tamsos rezimui,;

3. Po paros lervos i§imamos ir fiksuojamos 96 % etanolyje. Sios lervos
naudojamos kaip neigiama kontrolé;

4. Parengiamas indas su vandeniu ir naujomis III Gigio C. pipiens lervomis, kaip
aprasSyta 1 ir 2 punktuose;

5. Pagal vandens pavirsiaus plota (tyrimo metu paruosta 0,06 m?) apskai¢iuotas
naudojamo VectoBac 12AS (130 pl/m?, Zitiréti prieda nr.3) kiekis (pagal miisy
tyrimo metu naudotg indg 7,8 ul) supilamas j ta patj indg su vandeniu ir uody
lervomis;

6. Po vienos paros lervos surenkamos, 3 lervos fiksuojamos 96 % etanolyje, 3
lervos atskirai Saldomos —20 °C temperatiiroje trijuose steriliuose 1,5 talpos
mégintuvélivose. ISrenkamos visos negyvos lervos. Po dviejy dieny i vandenj
dedama 12 vnt. naujy III Gigio C. pipiens uody lervy;

7. Meéginiai tokiu paciu buidu renkami praéjus 4, 8, 11, 14, 17, 21 ir 27 pary po
pirmojo biologinio preparato panaudojimo, kiekvieng kartg (iSskyrus po 27
pary) i$ vandens iSrenkamos visos pries tai jleistos uody lervos. ] vandenj vél
jleidziama 12 vnt. naujy III Ggio C. pipiens uody lervy;

8. Lervy, fiksuoty etanolyje, DNR iSskiriama naudojant 4M amonio acetatg (Zr.
2.3. poskyrj), Bti aptikimui naudojama PGR;

9. Bti gyvybingumas tikrinimas pagal 2.7. poskyrio eiga. Sis tyrimas atliktas

Gamtos tyrimy centre.

2.7. Bti gyvybingumo lervose tikrinimas

Bti bakterijy gyvybingumas surinktose uody lervose tikrinamas tokia eiga:

1. Po dviuody lervas, kurios buvo uzsaldytos —20 °C, surinktas i§ eksperimenty,
kurie PGR tyrime buvo nustatyti kaip teigiami, uzpylus 100 ul vandens be
nukleaziy (Thermo Scientific™) ir homogenizavome steriliu plastikiniu
trintuvu,

2. Meéginiai uzdarytuose mégintuvéliuose pakaitinami 50 °C temperatiroje 45
minutes nuolat purtant, taip Ziista spory neformuojancios bakterijos;

3. 55 mm skersmens Petri 1€kstelés su mésos-peptono agaru atidengus 10 min
laikomos po UV lempa laminaringje traukos spintoje;

4. Po kaitinimo imama po 50 pl paruoSto meéginio ir steriliu plastikiniu Spateliu
tolygiai i§sklaidoma Petri IekSteléje;
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. Paruostos Petri 1€kStelés 7 dienas inkubuojamos 28 °C temperatiiroje;

. Po 7 dieny steriliomis kilpelémis surenkami kolonijy tepin¢liai. Sis tyrimas
atliktas Gyvybés moksly centre;

I$ susidariusiy kolonijy surinktos medziagos DNR isskirta taikant metoda su

4M amonio acetatu (Zr. 2.3. poskyrj), Bti patvirtinimui buvo naudojama PGR.
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3. REZULTATAI

3.1. PGR optimizavimas Bti aptikimui

Eksperimenty metu buvo isbandyti pradmenys ir optimizuotos naudojamiems
pradmenims (1492r, 27f, CRY4F, CRY4R, CRY11F, CRY11R) tinkamos PGR salygos (4

lentelé) ir reakcijos miSinys (5 lentelé):

4 lentelé. Bti bakterijy aptikimui naudoty pradmeny (1492r, 27f, CRY4F, CRY4R,
CRY11F, CRY11R) optimizuotos PGR reakcijos sglygos:

TEMPERATURA TRUKME CIKLU SKAICIUS (KARTAIS)
94 °C 3 min 1
94 °C 1 min
50 °C 1 min 25
72 °C 2 min
72 °C 5 min 1

5 lentelé. Bti bakterijy aptikimui naudojamas PGR misinys:

KIEKIS (ul) VIENAM
REAGENTAI MEGINIUL
DreamTaq PCR Master Mix (2X) 12,5
(Thermo Scientific™)
Vanduo be nukleaziy (Thermo Scientific™) 8,5
Pradmuo (atvirkstinis) (10 pmol) 1
Pradmuo (tiesioginis) (10 pmol) 1
Isskirta DNR 2

Pradzioje naudojome tris pradmeny poras: 1492r ir 27f, CRY4F ir CRY4R, CRY11F
ir CRY11R. Gautus PGR produktus sekvenavome ir gautas sekas palyginome su ,,GenBank*
duomeny bazéje esanciomis sekomis: 1492r ir 27f produktas atitiko Bacillus cinereus 16S
rRNA geno fragmentg (98.6 - 99.1 % panaSumas), todé¢l Sios pradmeny poros tolimesnéje
tyrimo eigoje nebenaudojome, nes sickéme aptikti tik Bti bakterijas. PGR produktas gautas
naudojant pradmenis CRY11F ir CRY11R 100 % atitiko Bti insekticidinio kristalinio baltymo
CryllAa (cryllAa), o CRY4F ir CRY4R 100 % atitiko Bti insekticidinio kristalinio baltymo
Cry4Ba geno seka.

Pagal gautus rezultatus tolimesniems tyrimams galéjome naudoti vieng i$ pastaryjy
dviejy pradmeny. Tyrimams pasirinkta CRY4F ir CRY4R pradmeny pora, ja naudojant

padauginamas apie 300 bp ilgio Bti insekticidinio kristalinio baltymo geno fragmentas.
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3.2.  VectoBac 12AS efektyvumo ir Bti gyvybingumo jame tikrinimas
po Saldymo
Saldyto VectoBac 12AS preparato veiksmingumas po 1 ménesio biologinio preparato
laikymo —20 °C atsildZius preparatg ir panaudojant jj prie§ Gamtos tyrimy centre auginamas
Culex pipiens uody lervas nepakito — praéjus 24 valandoms po biologinio preparato
panaudojimo Zuvo visos preparatu paveiktos uody lervos. Kontrolinéje grupéje visos 20 uody

lervy isliko gyvos.

Atskiedus Saldyta preparatg 1 min. karty ir atlikus séjimg Petri 1¢kstel¢je, nustatyta,
kad Bti gyvybingumas isliko — bakterijos formavo kolonijas. Remdamiesi Siais duomenimis
surinkta medziagg (uody lervas) galé¢jome fiksuoti Saldant —20 °C temperatiiroje tolimesniems

Bti gyvybingumo tyrimams ir visus s¢jimus atlikti vienu kartu.

3.3. Bti aptikimas po biologinio preparato panaudojimo Nemune

Nuo 2019.05.06 iki 2019.07.13 i§ Nemuno tyrimams paimtuose 109 méginiuose
i§skirtos DNR koncentracija buvo nuo 12,7 iki 806,7 ng/ul (zr. 1 prieda).

Visy méginiy DNR buvo amplifikuota PGR metu su CRY4F ir CRY4R pradmeny pora

ir reakcijos produktai jvertinti elektroforetiskai agarozés gelyje (10 pav.).

M K K+ 17 18 19 110111 112 21 22 15 16 23 24 25 26 31 32 33 34 35 36 37 38

- - 1000 bp

it - 700 bp

T e e e e S —— — —— - fgﬁiﬁ
= 100 bp

10 pav. Méginiy i§ Nemuno DNR PGR méginiy elektroforetinis jvertinimo agarozés gelyje
pavyzdys (,,K-“ — neigiama, ,,K+* teigiama kontrolé, ,,M* — ilgio standartas, méginiy

numeriai kaip nurodyta priede Nr.1) (asmeninio archyvo nuotrauka)

Patikrinus 109 méginius, gauti rezultatai parodé, kad méginiuose surinktuose prie§
biologinio preparato panaudojimag (Nemune ties Druskininkais, Merkine ir Alytumi) Biti
neaptikta nei vienoje tirty hidrobionty grupéje. Bti buvo aptinkama méginiuose (ties
Druskininkais ir Merkine) pradedant 3 diena po biologinio preparato panaudojimo. Bti aptikta
ne ilgiau nei 21 diena po preparato panaudojimo (11 pav.). Visuose méginiuose, surinktuose
praéjus daugiau kaip 21 dienai po biologinio preparato panaudojimo, Bti nebuvo aptikta, todél

toliau jie darbe nebus analizuojami.
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11 pav. Bacillus thuringiensis israelensis aptikimas visuose méginiuose i§ Nemuno,
surinktuose ties Druskininkais (D) ir Merkine (M) pries/po VectoBac 12AS panaudojimo.

Kalbant apie Sios kontrolés programos tikslinius vabzdzius upinius masalus, 12
paveiksle matome, kad Bti jy lervose ir 1éliukése aptinkamos praéjus 3 ir 14 dieny po VectoBac
12AS panaudojimo. Méginiy, pra¢jus 8 dienoms po preparato panaudojimo, tyrimams nebuvo
surinkta, nes upiniy masaly lervy ir léliukiy tuo metu nebuvo aptikta ant surinkty vandens

augaly.

Praéjus 3 dienoms po biologinio preparato panaudojimo Nemune ties Druskininkais
nebuvo aptikta upiniy masaly lervy (jos visos buvo Zuvusios). Ne visose upiniy masaly léliukése
surinktose Nemune ties Merkine buvo aptinkama Bti bakterijy (12 pav.). Biologinj preparatg
nuo jo panaudojimo vietos nesa vandens srove, kurios greitis Nemune yra apie 3—4 km/val., tai
reiSkia, kad preparatas Druskininkus pasiekia per 5-7 val., o Merking per 14-19 valandy.
Preparatas veikia tik aktyviai besimaitinanc¢ias upiniy masaly lervas, taciau neveikia léliukiy,
nes jos nesimaitina. Taigi praéjus 3 dienoms po preparato panaudojimo Nemune ties
Druskininkais neaptinkama gyvy lervy, taciau randama upiniy masaly léliukiy, taciau jy
organizmuose aptinkama Bti (12 pav.). Nemune ties Merkine rastose upiniy masaly lervose
aptinkama Bti, ta¢iau kai kuriose 1¢liukése Bti nebuvo aptikta. Tai galéty bati siejama su faktu,
kad leliukés susiformavo dar prie§ biologiniam preparatui pasiekiant Merking arba su faktu,

kad pastarasias lervas tuo metu pasiekusio preparato koncentracija dar nebuvo pakankama.

Meéginiuose imtuose pra¢jus 14 dieny po preparato panaudojimo, randama gyvy upiniy
masaly lervy (ties Druskininkais) ir 1€liukiy (abiejose tyrimy vietose), kuriy organizmuose
aptinkama Bti (12 pav.).
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12 pav. Bacillus thuringiensis israelensis aptikimas upiniy masaly léliukése ir lervose
Nemune ties Druskininkais (D) ir Merkine (M) praéjus 3, 8, 14 ir 21 dienai po VectoBac
12AS panaudojimo, NK — neigiama kontrolé, paimta prie§ preparato panaudojima.

Lietuvoje VectoBac 12AS naudojamas upiniy masaly gausumo kontrolei Nemune, o
uodai trukliai néra tiksliné vabzdziy grupé, nes uody triikkliy suaugéliai néra kraujasiurbiai, o
lervos yra zuvy maistas. Remiantis literattiros duomenimis (Lagadic et al. 2016) uody trukliy
gausumo kontrolei biity reikalinga didesné preparato koncentracija (Becker 2003). Sie
vabzdziai Nemune yra gausi, visur aptinkama vabzdziy grupé savo biologija artima upiniams
masalams (vystosi ant vandens augaly panaSiai kaip upiniy masaly lervos), jy gausumo
biologinio preparato naudojimas Nemune neveikia (Bernotiené et al. 2008), todél uody triikliy
lervy tyrimas leidzia stebéti tikslesnj Bti islikimg méginiuose po preparato panaudojimo. Bti
endotoksinams nuZudzius upiniy masaly lervas (praéjus 8 dienoms po VectoBac 12AS
panaudojimo) jy upéje nebuvo aptinkama taciau i§ uody trukliy lervy, paimty tomis paciomis
dienomis, tyrimo buvo Zinoma, kad Bti vis dar cirkuliuoja vandenyje ir upiniy masaly lervy
neaptikimas yra to isdava. 13 paveiksle matome, kad praéjus 3 ir 8 dienoms po preparato
panaudojimo Bti aptinkama visuose tirtuose (100 %) uody trikliy lervy méginiuose, tiek
Nemune ties Druskininkais, tiek ties Merkine. Pra¢jus 14 dieny po biologinio preparato
panaudojimo méginiuose ties Druskininkais (artimesniame taske nuo preparato panaudojimo
vietos) Bti vis dar aptinkama visuose tirtuose (100 %) uody trakliy lervy méginiuose, ta¢iau tuo
pat metu méginiuose i§ Merkinés (56 km Zemiau nuo biologinio preparato panaudojimo vietos)

pastaryjy bakterijy nebeaptinkama (0 %) (13 pav.). Visa tai parodo, kad Nemune ties
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Druskininkais Bti cirkuliuoja vandenyje daugiau nei 14 dieny, ta¢iau maziau nei 21 diena, po

biologinio preparato panaudojimo, 0 Merkinéje trumpiau nei 14, taciau ilgiau nei 8 dienas.
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130 pav. Bacillus thuringiensis israelensis aptikimas uody trikliy lervy méginiuose i$
Nemuno surinktuose ties Druskininkais (D), Merkine (M) praéjus 3, 8, 14 ir 21 dienai po
VectoBac 12AS panaudojimo, NK — neigiama kontrolé, paimta prie$ preparato panaudojima.

3.4. Bti islikimo uody lervose laboratorinémis saglygomis tyrimas

Atlikus Bti islikimo uody C. pipiens lervose laboratorijos salygomis tyrima, gauti
rezultatai parodé, kad Bti uody lervose islieka iki 21-24 dieny po VectoBac 12AS preparato
panaudojimo. Gauti PGR rezultatai parodé, kad iki 17 dienos visi tirti uodai buvo Bti teigiami,
o véliau teigiamy méginiy pradeda mazéti (14 pav.) (zitréti priedg nr.2). Praéjus 24 dienoms

po preparato panaudojimo Bti nebuvo aptikta nei vienoje tirtoje uodo lervoje.
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14 pav. Bacillus thuringiensis israelensis islikimas Culex pipiens uody lervy organizmuose po
VectoBac 12AS biologinio preparato panaudojimo laboratorijos salygomis (NK — neigiama

kontrolé, paimta prie§ preparato panaudojima)

3.5. Bti, i8likusiy kraujasiurbiuose uoduose, gyvybingumo tyrimas
Uody tyrimo metu buvo tikrinamas C. pipiens lervose aptikty Bti bakterijy
gyvybingumas i$s¢jant paruostus lervy méginius. Uody lervos, surinktos pra¢jus 4, 8, 11 ir 14
dieny po preparato panaudojimo buvo uzsaldytos, o pasibaigus eksperimentui atSildytos ir
sutrintos po vieng, o jy turinys pasétas kaip nurodyta 2.7. poskyryje. Kaip teigiama kontrolé
buvo naudojama 1 min. karty atskiestas biologinis preparatas VectoBac 12AS, o kaip neigiama
kontrolé — sterilus vanduo. Praéjus 7 paroms po s¢jimo, visuose tirtuose méginiuose, isskyrus

neigiamg kontrolg, susidaré bakterijy kolonijos (15 pav.).

15 pav. Bti, islikusiy kraujasiurbiy uody lervose, gyvybingumo tyrimas. A — teigiama kontrolé

séjant VectoBac 12AS preparatg skiesta 1 mln karty; B — sutrintos uodo lervos turinio sé¢jimas
praéjus 14 dieny po VectoBac 12AS panaudojimo. Naudojant PGR pradmenis CRY4F ir
CRY4R patvirtinta, kad tai Bacillus thuringiensis israelensis (asmeninio archyvo nuotraukos)
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Susidariusiy kolonijy masé buvo surinkta sterilia kilpele  sterily mégintuvélj, i$ jos
iSskirta DNR ir atliktas PGR naudojant pradmenis CRY4F ir CRY4R. Rezultatai patvirtino, kad
bakterijy kolonijas sudaré Bti bakterijos.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Per paskutinius du deSimtmecius, buvo atlikta nemazai tyrimy jvairiy Bti biologiniy
preparaty panaudojimo vietose tiriant Bti bakterijy iSlikima, aktyvumo praradima ir t.t. (Paris
et al. 2011b) Pagal daugelio preparaty naudojimo nurodymus, preparato pakuoté gali biti
saugoma 20 °C temperatiiroje, o surinkti méginiai, turintys Bti, gali biiti saugomi
tolimesniems tyrimams Saldant juos —20 °C temperatiiroje. Taciau yra bitina Zinoti, kiek laiko
Bti preparato méginiai gali buti laikomi tokioje temperatiiroje, kol tai nelemia paciy bakterijy

gyvybingumo ar aktyvumo, ar tai tinka biitent preparatui VectoBac 12AS.

Boisvert ir Boisvert (2010) duomenimis, Saldant —20 °C temperatiiroje vieng ménesj
VectoBac 1200L, kurio pagrindg sudaro Bti AM65-52 kamieno bakterijos, jokio statistiSkai
patikimo skirtumo tarp $aldyto ir $vieZio preparato aktyvumo nebuvo pastebéta (Boisvert and
Boisvert 2010). Palyginimui, po biologinio preparato Teknar HP-D, kurio pagrindas yra Bti
SA3A kamieno bakterijos, Saldymo tokioje pacioje temperatiiroje - preparato aktyvumas
sumazé&jo pusiau jau po pirmos savaités, lyginant su Svieziu preparatu, ir i§liko toks pat Saldant
dar tris ménesius (Boisvert and Boisvert 2010). Tris ménesius Saldyti abu biologiniai preparatai
parodé vienoda islikusj aktyvuma (Boisvert and Boisvert 2001). Misy tyrimo metu tirto
VectoBac 12AS biologinio preparato pagrindg sudaro Bti AM65-52 kamieno bakterijos, kaip
ir VectoBac 1200L. Tirto preparato veiksmingumas bei bakterijy gyvybingumas jame po 1
ménesio preparato laikymo —20 °C atsildzius preparatg ir panaudojant jj prie§ Gamtos tyrimy
centre (Vilnius) auginamas Culex pipiens uody lervas nepakito — praéjus 24 valandoms po
biologinio preparato panaudojimo zuvo visos naudotos uody lervos. Tai leido lengviau

optimizuoti didelio kiekio surenkamy meéginiy paruo$ima.

Dazniausiai Bti bakterijos nebtina aptinkamos vietovése, kuriose biologinis vabzdziy
kontrolés preparatas su $iomis bakterijomis nebuvo panaudotas (Tilquin et al. 2008). Kitais
atveujais Bti bakterijos nedideliais kiekiais gali biiti izoliuojamos i§ dirvoZzemio, gali bti
aptinkamos ir vabzdZiuose, kuriuose proliferuoja, saugomuose griiduose ar ant augaly
antzeminiy daliy (Tilquin et al. 2008). Kai kurie autoriai neigia bet kokig Bti akumuliacijos
tokiu preparatu paveiktose vietovese galimybe, net jei tokia vabzdziy kontrolés programa toje
pacioje vietoje buity naudojama ne vienerius metus, o ypac ten, kur gausu organiniy medziagy
(De Respinis et al. 2006). Kity tyrimy duomenimis, jei Bti ir islikdavo dirvozemyje, jy sporos
buidavo palaipsniui inaktyvuojamos (Hajaij et al. 2005). Miisy tyrimo metu tirtuose méginiuose,

kurie buvo paimti prie§ VectoBac 12AS biologinio preparato panaudojimg Nemune, Bti
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bakterijy nebuvo aptikta nei vienos tirtos vabzdziy grupés lervose ir léliukése, nors tokia
vabzdziy kontrolés programa Siuo biologiniu preparatu Nemune Lietuvoje naudojama ne

vienerius metus.

Vienu didziausiy minusy naudojant Bti pagrindo biologinius preparatus yra jy greita
inaktyvacija gamtoje. Tokio tipo tyrimy rezultatai ribojami ir nulemiami daugelio faktoriy,
pvz., UV (Tilquin et al. 2008). Veikimas gali bati prailginamas net iki ménesio parenkant
tinkamesnius kitokio paruo$imo tipo Bti preparatus ar optimizavus jy panaudojimo biidg. Bti,
patekusios | gamtg su biologinio preparato suspensija, dazniausiai nesuaktyveéja ir nesidaugina,
todél po tokio preparato panaudojimo vandenyje aptinkamos tik iki 22 dieny, kol suyra (Tetreau
et al. 2012a). Musy tyrimas parodé, kad uody trikliy ir upiniy masSaly organizmuose Bti
aptinkama iki 21 dienos po VectoBac 12AS biologinio preparato panaudojimo Nemune.
Lietuvoje 2006 metais atlikty tyrimy duomenimis taikant tik séjimo metodg ir mikroskopija po
VectoBac 12AS biologinio preparato panaudojimo Nemune Bti upiniuose masaluose buvo
aptinkama iki 22 dieny po biologinio preparato panaudojimo (Bernotiené et al. 2008), taiau
Sio tyrimo rezultatai nevienareik§miai, nes tyrimo metu biologinis preparatas buvo naudojamas
du kartus, o 22 dienos po preparato panaudojimo sutapo su 3 dienomis po antrojo preparato
panaudojimo. Miisy tyrimo metu taikéme PGR metodg ir gavome pana$ius rezultatus — Bti
vabzdziy lervose skirtingose Nemuno atkarpose aptinkamos iki 14-21 dienos po preparato
panaudojimo. Bti islikimas laboratorinémis saglygomis buvo tikrinimas preparatu veikiant Culex
pipiens uody lervas vandens inde. Tyrimo metu, priesingai nei gamtoje, Bti nebuvo veikiamos
gamtiniy veiksniy, pvz., UV, todél Bti uody lervy organizmuose buvo aptinkamas iki 24 dieny
po biologinio preparato panaudojimo. Kai kuriy mokslininky duomenimis, lervy populiacijos
stovin¢io vandens telkiniuose gamtoje, paveiktuose Bti biologiniais preparatais, sugrjzta j

pradinj dydj jau po 5-7 dieny (Guidi et al. 2011).

Bacillus thuringiensis isralensis dazniausiai naudojamas biologiniuose preparatuose,
kurie pilami tiesiai j vanden]j. Greitas preparato nusédimas j dugng stipriai limituoja preparato
efektyvuma ypaé didelés vandens tékmés vietose. Bti sedimentacija padidina adsobcija ant tam
tikry medziagy esanciy vandenyje. Buvo nustatyta, kad Bti gali islikti iki 5 ménesiy nuosédose,
kai vanduo yra S$altas, tai yra stipriai nulemiama medziagy, prie kuriy bakterijos adsorbavosi.
Pagal mokslininkg Shililu (2003) sporos gali islikti tokiose nuosédose iki 22 dieny (Shililu et
al. 2003).

Mokslininkai nustaté, kad uody Ae. aegypti LiTOX kamieno uodai jgijo statististiskai
reikSmingg atsparuma Bti Cry ir Cyt toksinams, kai buvo panaudota Bti biologinio preparato

naudojimo vietose surinkta kritusiy lapy biomasé. Tai, kad Bti poveikiui buvo jgytas
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atsparumas, parodo, jog minétoje biomaséje iSlieka ir Cyt, ir Cry toksinai, taciau skirtingais
kiekiais, kurie skiriasi dél nevienodo toksiny degradavimo gamtoje grei¢io. Taip uodai gali
sgveikauti su atskirais toksinais, taip jgaudami atsparuma kiekvienam i$ jy atskirai (Paris et al.
2011b), ta¢iau nebiti jy paveikiami, nes toksinai lervas paveikia tik sinergetiskai sgveikaudami.
Naudojant Bti biologinius preparatus tinkamai, toks atsparumas nejgyjamas, nes lervas vienu
metu paveikia visy Bti toksiny miSinys ir jos ztsta dél sinergetinio toksiny poveikio. Dél to,
kad Bti insekticidai yra lengvai biodegraduojantys, jy veikimo laikas néra ilgas, taciau dél Sios

priezasties Bti laikomas saugiu aplinkai ir gali bati pla¢iai naudojamas pasaulyje.

48



ISVADOS

Bti aptikimui tiriamuose méginiuose tinkami CRY11F ir CRY11R, CRY4F ir CRY4R
pradmenys, juos naudojant amplifikuotas PGR produktas 100 % atitiko Bti
insekticidinio kristalinio baltymo CryllAa (cryllAa), insekticidinio kristalinio
baltymo Cry4Ba geno fragmento seka;

Preparato VectoBac 12AS veiksmingumas po 1 ménesio preparato Saldymo —20 °C
nepakito: atildzius preparatg ir panaudojant jj prie§ Culex pipiens uody lervas, Zuvo
visos eksperimente naudotos uody lervos. Bti isliko gyvybingos, bakterijos formavo
kolonijas. PGR metodu patikrinti kolonijy méginiai patvirtino, kad suformuotos
kolonijos buvo Bti;

. Biologinj preparata sudarancios Bti bakterijos po preparato VectoBac 12AS
panaudojimo Nemune upiniy masaly (Simuliidae) ir uvody trikliy (Chironomidae)
lervose ir 1éliukése buvo aptiktos praéjus 3-14 dieny po preparato panaudojimo;

. Biologinj preparata sudarancios Bti bakterijos po preparato VectoBac 12AS
panaudojimo laboratorijoje kraujasiurbiy uody (Culex pipiens) lervose buvo aptiktos
praéjus 3-21 dienai po biologinio preparato panaudojimo;

Bti, iSlikusiy kraujasiurbiuose uoduose po VectoBac 12AS panaudojimo laboratorijoje,

gyvybingumas islieka praéjus 3-21 dienai po biologinio preparato panaudojimo.
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Bacillus thuringiensis porisio israelensis bakterijy iSlikimas po biologinio
preparato VectoBac 12AS panaudojimo
SANTRAUKA

Bacillus thuringiensis portsio israelensis yra bakterijos, kuriy formuojami
endotoksinai specifiskai veikia tam tikry grupiy dvisparniy (Diptera) vabzdziy lervas. Siy
bakterijy pagrindu sukurtas biologinis vabzdZziy gausumo kontrolés preparatas VectoBac 12AS
naudojamas visame pasaulyje, taip pat Lietuvoje. Sio darbo tikslas buvo istirti bakterijy

Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) islikimg po preparato VectoBac 12AS panaudojimo.

Bakterijy aptikimui buvo optimizuotos PGR salygos atrinktiems CRY11F ir CRY11R,
CRY4F ir CRY4R pradmenims, padauginantiems Bti insekticidinio kristalinio baltymo
CryllAa (cryllAa) ir insekticidinio kristalinio baltymo Cry4Ba geny fragmenty sekas.
VectoBac 12AS veiksmingumas po 1 ménesio preparato Saldymo —20 °C, atSildzius jj ir
panaudojus prie$ auginamas Culex pipiens uody lervas nepakito: pra¢jus 24 valandoms po
preparato panaudojimo zuvo visos naudotos uody lervos. Bti iSliko gyvybingos, formavo
kolonijas. PGR metodu patikrinti kolonijy méginiai patvirtino, kad kolonijas sudaré Bii.
Biologinj preparatg sudarancios Bti bakterijos po VectoBac 12AS panaudojimo Nemune upiniy
masaly lervose ir leliukése (Simuliidae) ir uody trakliy (Chironomidae) lervose buvo aptiktos
praéjus 3-14 dieny po preparato panaudojimo Nemuno atkarpoje 21 km Zemiau panaudojimo
vietos ir praéjus 3-8 dienoms po preparato panaudojimo upés atkarpoje 56 km Zemiau VectoBac
12AS panaudojimo vietos. Po Sio preparato panaudojimo laboratorijoje Bti kraujasiurbiy uody
(Culex pipiens) lervose buvo aptiktos pra¢jus 3-21 dienai po VectoBac 12AS panaudojimo. Bti,
iSlikusiy kraujasiurbiuose uoduose po preparato panaudojimo laboratorijoje, gyvybingumas
islieka, jos formuoja Bti kolonijas. Sio tyrimo rezultatai naudingi VectoBac 12AS biologinio

preparato efektyviam panaudojimui siekiant sumazinti kraujasiurbiy vabzdziy gausuma.
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Master thesis

Persistence of Bacillus thuringiensis subspecies israelensis after application
of biological preparation VectoBac 12AS
SUMMARY

Bacillus thuringiensis subspecies israelensis (Bti) is a group of bacteria which
produces endotoxins that specifically effect particular groups of Diptera insects larvae. The
biological preparation VectoBac 12AS is based on Bti and it is used globally, including
Lithuania. Objective of our thesis is to investigate the persistence of Bacillus thuringiensis
israelensis after application of biological preparation VectoBac 12AS.

Bacillus thuringiensis israelensis detection included optimization of PCR conditions
for chosen CRY11F and CRY11R, CRY4F and CRY4R primers, that amplifies insecticidal
crystal protein Cryl1Aa and insecticidal crystal protein Cry4Ba genes fragments sequences.
VectoBac 12AS preperation efficiency, after 1 month of freezing in —20 °C, after unfreezing
and using against Culex pipiens mosquito larvae has not changed: after 24 hours after
application of preparation all used larvae were dead. Bti persisted active and were able to form
colonies. Samples of these colonies where investigated using PCR and it confirmed that there
were colonies of Bti. Bti bacteria after application of VectoBac 12AS in Nemunas river can be
detected in blackfly larvae and pupae (Simuliidae) and in chironomid (Chironomidae) larvae 3-
14 days in the 21 km and 3-8 days in the 56 km of Nemunas river below VectoBac 12AS
application location. After VectoBac 12A application in laboratory Bti persist in bloodsucking
mosquitoes Culex pipiens larvae 3-21 days. Bti bacteria, that persisted in bloodsucking
mosquitoes after application of preparation in laboratory, were viable and were able to form
colonies. The results of this research are usefull for effective application of biological

preparation VectoBac 12AS in order to decrease abundance of bloodsucking insects.
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VectoBac 12AS biologinio preparato naudojimo Lietuvoje normos ir daznis (iStrauka i$

biocidiio

produkto autorizacijos liudijimo del preparato naudojimo

https://biocidai.nvsc.It/bin.php?a=1&b=1565&¢c=32939&d=2):

1. Uodams: 0,25 — 2,5 I/ha produkto. Produktas naudojamas neskiestas arba, priklausomai

nuo naudojamos jrangos, praskiestas nuo 0 iki 1000 |. Naudojamos normos priklauso
nuo kontroliuojamo organizmo populiacijos gausumo, lervinés stadijos ir vandens
kokybés. Maziausia dozé 0,25 — 1,5 I/ha naudojama siekiant kontroliuoti lervas nuo
pirmosios iki ankstyvos ketvirtosios lervinés stadijos. Jeigu lervy gausumas yra didelis,
dominuoja ketvirtoji lerviné stadija, vandenyje yra daug organinés medziagos ir/arba
vyksta greita vandens apykaita, didziausia produkto dozé (1,5 I/ha — 2,5 1/ha) turi buti
naudojama. Produkto poveikis: 24 val. po panaudojimo;

Masalams: 0,5 — 40 ppm/min arba 0,05 — 4 ppm/10 min. Produktas naudojamas
neskiestas arba, priklausomai nuo naudojamos jrangos, praskiestas nuo 0 iki 1000 I.
Naudojamos produkto normos priklauso nuo vandens kelio (srovés greicio, tékmés,
drumstumo, temperatiiros ir t.t.). Didesnes normas naudoti, kai vandenyje yra daugiau
organinés medziagos, dumblo, planktoniniy dumbliy, druskos, gausi vandens augalija
ir/arba siekiant uztikrinti didesnj efektyvumg. Produkto poveikis: 4-24 val. po

panaudojimo.
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