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Produktion af insektvirus til biologisk bekampelse
Udvikling af metode til produktion af ageruglens kapselvirus (AsGV)

Production of insect virus for biological control
Development of a method for production of Agrotis segetum Granulosis Virus

Bitten Bolet!)

Resumé :
En vigtig forudsztning for, at et insektvirus kan anvendes til mikrobiologisk bekempelse af skadedyr,

er, at der kendes opformeringsmetoder, s produktion i stgrre omfang bliver mulig.

Opformering af virus kan kun foregi i levende celler. Den almindeligste produktionsmetode er
opformering i laboratorieopdrazttede larver. Grundlaget herfor er masseopdrat af vaertdyret. En anden
metode, der iseer anvendes, nar opdrzt af vertdyret ikke er mulig, er indsamling af virusdgde larver i
naturen. Opformering i cellekultur er endnu kun lykkedes eksperimentelt, men metoden kan fremover
forventes at blive udviklet til masseproduktion.

I et projekt angdende udvikling af en metode til produktion af ageruglens kapselvirus (Agrotis
segetum Granulosis Virus, AsGV) er opnéet en reekke delresultater vedrgrende opdraztsmetoder samt
inokuleringstidspunkt og -dosis. Disse resultater omtales kort.

Ved hjelp af en reekke eksempler belyses de mange muligheder, der er for produktion af insektvirus,
lige fra lokal produktion ved udnyttelse af meget simple metoder til kommerciel, industriel produktion.

Nggleord: Produktion, insektvirus, kapselvirus, Agrotis segetum, biologisk bekampelse.

Summary .
An important precondition before an insect virus can be used for microbiological control, is the

knowledge of methods for production by masspropagation.

Propagation is only possible in living cells. The most common method used is propagation in
laboratory reared larvae, the foundation of which is mass rearing of the host insect. Collecting larvae
killed by virus in nature is another method which is mainly used when rearing of the host insect is not
convenient. Propagation in cell culture has only been done experimentally, however the method can be
expected to be further developed for production of insect virus.

A research programme concerning the development of a method for production of Agrotis segetum
Granulosis Virus has been in progress since 1980. Preliminary results on rearing methods, inoculating
time and dosage have been presented.

Production of insect virus can be done at many different levels, from local production utilizing
simple methods to commercial industrial production.
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Indledning

Mikrobiologisk bekampelse og herunder anven-
delse af insektvirus er en af de mange muligheder,
der er for biologisk bekzmpelse af skadedyr i
jord- og skovbruget i dag.

Blandt de mange forskellige typer af virus, der
er patogene over for insekter, anses kernepoly-
edervirus (NPV) og kapselvirus (GV) tilhgrende
slegten Baculovirus som de mest lovende til mi-
krobiologisk bek@&mpelse, hvorfor kun disse
omtales her.

En raekke krav vedrgrende sikkerhed, effekti-
vitet, holdbarhed m.v. skal veere opfyldt, for et
Baculovirus kan anvendes som bekzmpelses-
middel (Pgaard, 1983). En vasentlig forudszet-
ning for praktisk anvendelse er desuden, at der
findes opformeringsmetoder, der giver mulighed
for produktion i stgrre skala. Produktion af in-
sektvirus kan foregd pa flere forskellige mader,
lige fra kommerciel hgjteknologisk indu-
striproduktion til lokal produktion ved anvendel-
se af yderst simple metoder.

I Danmark blev der i perioden 1975-78 udfgrt
en rekke mindre forsgg med biologisk bekam-
pelse af ageruglelarver (knoporme) ved hjelp af
ageruglens kapselvirus (Agrotis segetum Granu-
losis Virus, AsGV) (Zethner, 1980). Forspgene
gav lovende resultater, og det nzeste trin var at fa
afklaret mulighederne for massefremstilling af
AsGV. Midler hertil blev bevilget af EF, og et
3-arigt projekt med en deltidsansat videnskabelig
assistent kunne starte maj 1980. Delresultater fo-
religger p4 nuverende tidspunkt og vil blive om-
talt her.

Forskellige opformeringsmetoder ved produktion
af insektvirus

Virus kan kun reproducere sig i levende celler,
dvs. de er obligate intracellulzre parasitter. Op-
formering af Baculovirus ma derfor foregh i veert-
dyret (in vivo). For NPV’s vedkommende kan
opformering tillige foregé i cellekultur (in vitro).
Dette er en vigtig forskel i sammenligning med
andre insektpatogener som f.eks. mange bakte-
rier og svampe, der er fakultativt parasitiske.

418

Denne levevis bevirker, at de ofte kan opforme-
res p& kunstigt substrat, hvilket billigggr produk-
tionen.

Opformering i laboratorieopdrettede larver

De enkelte processer, der indgar i produktion af
insektvirus ved opformering i laboratorieop-
drattede larver, fremgir af fig. 1.

Masscopdrat

Grundlaget for virusproduktionen er opretholdel-
se af en laboratoriekultur samt masseopdrat af
larver til inokulering (indgivelse af virus). De fle-
ste virus har en hgj grad af specificitet, og kan
derfor kun produceres ved opformering i deres
respektive vartdyr. PA grund af forskelle i na-
ringskrav, adferd m.v. er det for hver art ngd-
vendigt at udvikle en bestemt opdratsmetode,
der samtidig skal vzre rationel for at begrense
arbejdsindsatsen. Med f& undtagelser anvendes
Baculovirus til bekempelse af sommerfugle (Le-
pidoptera), hvorfor det typisk vil dreje sig om
opdrat af sddanne.

Afhangig af behovet kan der vare tale om labo-
ratoricopdret i stgrrelsesordenen nogle tusinde
dyr, eller ved industriel produktion, flere hundre-
de tusinder larver om ugen. F.eks. blev der, ved
udvikling af metode til produktion af bomuldsugle
kernepolyedervirus (Heliothis spp. NPV), pro-
duceret 1 mill. larver pr. uge i pilotforsgg, og der
blev péaregnet en endelig produktion pad 7 mill.
larver pr. uge (Ignoffo & Couch, 1981).

De stgrste problemer i forbindelse med masse-
opdrzt er opretholdelse af kvaliteten af insekt-
materialet (fertilitet, overlevelse m.v.) samt kon-
trol med sygdomsudbrud. De samme problemer
kendes fra opformering af preedatorer, parasitter
og sterile hanner til brug i biologisk bekeempelse.

Ved produktion af insektvirus er det isar af
betydning, at kontaminering med fremmede pa-
togener undgis. Et andet problem er at undgd
kontaminering af stamkulturen med det patogen,
der produceres pa stedet.

Inokulering
Baculovirus kan kun inficere vertdyret via tarm-
epitelet, hvorfor inokulering foregir med faden.
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Fig. 1. Produktion af insektvirus ved opformering
i laboratorieopdrettede larver.

Production of insect virus by propagation
in laboratory-reared larvae.

Ved virusproduktion fodres larverne med sub--
strat pasprgjtet eller iblandet virus (inokulum).
Baculovirus angriber celler i de fleste af larvens
vaev, og afhengigt af virustype samt temperatur
afsluttes patogenesen efter 1-3 uger. Vavene
henfalder og cellerne brister, hvorved de feerdig-
dannede viruskapsler (inklusionslegemer) frigg-
res. Virusindholdet er proportionalt med larvens
stgrrelse, nar den dgr (Hedlund & Yendol, 1974).
For at opné stgrst muligt virusudbytte i produk-
tionssammenhzng, skal inokuleringstidspunkt og
-dosis derfor tilpasses, si larverne dgr i sidste
larvestadium, nir de har opnfet maksimal stgr-
relse.

Forarbejdning til feerdigt praparat

Fremstilling af det ferdige sprgjtemiddel ud fra de
virusdgde larver kan foregé pa to principielt for-
skellige mader. Enten kan viruset oprenses, eller
produktet kan formuleres direkte pa basis af de
indsamlede larver. Oprensning ved gradientcen-
trifugering giver et meget rent viruspra&parat, og
metoden anvendes ved laboratorieundersggelser
af virus. I mange tilfzlde anvendes den ogsa ved
produktion af virus til bekempelsesforsgg, men
ved egentlig masseproduktion i industriel skala er
metoden for kostbar (Lewis, 1981). Uden oprens-
ning kan indholdet af fremmede mikroorganismer
som bakterier og svampe blive for hgjt, men ved
at holde en hgj hygiejnisk standard i forbindelse
med larveopdrzt og selve virusproduktionen, har
det vist sig muligt at holde kontamineringen pa et
niveau, der tilfredsstiller de krav, som er stillet fra
miljpmyndighedernes side. F.eks. produceres
midlet Gypcheck®, der er baseret pa lgvskov-
nonnens (Gypsy moth) kernepolyedervirus (Ly-
mantria dispar NPV), sledes nu p basis af pul-
veriserede, frysetgrrede virusdgde larver (Bell
et al., 1980).

Standardisering og kvalitetskontrol
For at sikre en ensartet aktivitet af preeparatet,
skal der pa de enkelte partier udfgres bioassay for
at undersgge virusets virulens (aktivitet). Pa
grundlag heraf standardiseres det ferdige pro-
dukt.

For at et insektvirus kan blive godkendt som
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mikrobiologisk bekampelsesmiddel, skal en
rekke krav, primert af sikkerhedsmzssig ka-
rakter, vaere opfyldt. Desuden kraeves der en lg-
bende kvalitetskontrol af produktet. Virusind-
holdet skal undersgges bade biokemisk og
serologisk for at sikre, der ikke er sket @ndringer
under opformeringen. Desuden skal dokumente-
res, at produktet ikke indeholder humane- eller
pattedyrpatogener, samt at indholdet af gvrige
mikroorganismer er pa et acceptabelt niveau.

Produktion baseret pa indsamling af virusdgde
larver i naturen

Dette er den simpleste metode til fremskaffelse af
insektvirus til brug i biologisk bekempelse. Ind-
samling af virusdgde larver kan foretages enten
pa naturligt smittede arealer eller efter, at man
selv har startet et sygdomsudbrud (epizooti) ved
udsprgjtning af virus. Fgrstnevnte metode an-
vendes ikke til egentlig produktion, men bruges
f.eks. i forspgsmassig sammenhng for at tilve-
jebringe en stgrre virusmangde til udfgrelse af
bekempelsesforspg. Sidstnaevnte metode har i
mange tilfelde med held veret brugt til produk-
tion af bladhvepse (Neodiprion spp.) kernepoly-
edervirus (Cunningham & Entwistle, 1981).

I Canada produceres f.eks. Neodiprion lecon-
tei NPV ved at udvzlge plantager, hvor der er en
hgj populationstzthed af bladhvepse, og ud-
sprgjte virus, nar larverne er i 4. stadium. Senere
indsamles virussyge og dgde larver som fryseter-
res og pulveriseres (Cunningham, 1982). Grun-
den til at metoden iser anvendes til produktion af
bladhvepse kernepolyedervirus er, at det endnu
ikke er lykkedes at opdratte disse insekter pa
kunstigt substrat.

I forbindelse med bekempelse af nonnen (Ly-
mantria monacha) med kernepolyedervirus i
Danmark i 1971-74 blev indsamlet virusdgde og
syge larver. Herved lykkedes det imidlertid kun
at genvinde ca. 10% af den udsprgjtede virus-
mangde (Zethner, 1976), hvilket viser, at meto-
den ikke altid er umiddelbar anvendelig.

Muligheder for opformering i cellekultur

Teknikken til opformering af insektvirus i celle-
kultur er endnu ikke udviklet i en sddan grad, at
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metoden kan anvendes til masseproduktion. In-
dustrielt set har in vitro teknikken imidlertid en
rekke fordele frem for produktion ved opforme-
ring i veertdyret. Derfor er det muligt, det bliver
fremtidens lgsning for store firmaer, der gnsker at
24 ind i produktion af mikrobiologiske bekampel-
sesmidler. og som har tilstreekkelig kapital og
know how. Etableringsomkostningerne er stgrre
end ved produktion ved opformering i vaertdyret,
men til gengzld er produktionsmetoden i hgjere
grad industrialiserbar, og dermed arbejdsbespa-
rende. Dyrkning af cellekultur foregir sterilt,
hvorfor man umiddelbart far et renere produkt,
og der er mindre risiko for kontaminering med
fremmede patogener (Stockdale & Priston, 1981).

Ved vurdering af muligheder for in vitro pro-
duktion skal imidlertid ogsé tages hensyn til fgl-
gende. De forelgbige retningslinjer, der er an-
vendt ved godkendelse af insektviruspreeparater i
f.eks. USA og England, omfatter kun virus op-
formeret in vivo. Ved produktion in vitro kan det
forventes, at der stilles endnu strengere sikker-
hedsmassige krav, hvilket kan vise sig at vaere en
veesentlig hindring for anvendelse af denne pro-
duktionsmetode.

Udvikling af metode til produktion af ageruglens
kapselvirus (AsGV)

Masseopdreet af ageruglelarver
Laboratorieopdret af ageruglen er velbeskrevet i
litteraturen (Poitout & Bues, 1974; Sherlock,
1979). De fleste metoder er baseret pia
separatopdrat, idet ageruglelarver, hvis de gir
mange sammen, er kendt for at bide eller endog
@de hinanden. Ved EF-projektets start blev lar-
verne opdreattet separat i plastrammer med min-
dre rum, efter metode beskrevet af Hansen og
Zethner, 1979.

Ved masseopdrzt af larver til virusproduktion
er denne metode imidlertid alt for arbejdskree-
vende, og det forste trin var derfor at udvikle
mere rationelle opdratsmetoder. Forskellige
former for koloniopdret, hvor mange larver gar
sammen 1 et miljp, hvor de har mulighed for at
skjule sig, som f.eks. i kasser med papir eller
vermiculite, blev afprgvet. Opdrat i vermiculite,
der er et granuleret, let isoleringsmateriale af




braendt moler, viste sig velegnet. I naturen er
larverne jordboende fra 3. stadium. Ved at an-
vende vermiculite som erstatning for jord, til-
fredsstilles larvernes graveadfzrd, og det bliver
samtidig muligt at have mange sammen. Hgj fug-
tighed, der opstéar, hvis kasserne er for tette, kan
give problemer med svampevakst pé substrat og
faeces i vermiculiten, ligesom larvetetheden pa-
virker miljget i kassen. Det er derfor ngdvendigt,
at tage ngje hensyn til disse to faktorer.
Larverne opdrattes i vermiculite fra 2. stadium
og frem til inokuleringstidspunktet, der er 14-18
dage senere. I denne periode stiger larvernes
gennemsnitsvagt fra ca. 3 mg til 325 mg. For at
undgi udtynding anvendes den maksimale taethed
for ultimo 5. stadium larver (6 cm? pr. larve),
hvilket betyder, der kan opdrattes 125 larver pr.
kasse (28,5 x 25,8 x 5 ¢m) (fig. 2). Til opdret af
larver under og efter inokulering kan metoden

ikke benyttes, idet der er problemer med at op-
samle de virusdpde larver fra vermiculiten.
Separatopdret i forskellige typer plastrammer er
afprgvet, men forkastet pd grund af problemer
med at styre fugtigheden, hvorved der enten op-
stir svampevzkst eller substratet udtgrrer.

En metode, hvor larverne gir flere sammen
uden vermiculite, er afprgvet med godt resultat.
Opdratsenheden er en flad plastkasse (22,4 x
17,5 X 1 ¢m), hvor substratet er placeret i den ene
ende. Normalt vil larverne, hvis de ikke er i ver-
miculite, samles omkring substratet og borer sig
ind. Mange larver tet sammen bevirker, at de
bider eller &2der hinanden; samtidig kontamineres
substratet med faeces med stgrre risiko for svam-
pevakst. Ved at mgrklegge 2/3 af opdratskassen
og legge et stykke plast her, opnir man, ved at
udnytte larvernes adfzerd, at de nu fortrinsvis
legger sig i den mgrke ende, dvs. uden for sub-

Fig. 2. Koloniopdret af ageruglelarver i vermiculite (125 pr. kasse). Metoden anvendes til masseopdrat af larver
frem til inokuleringstidspunktet. Foto: L. Holzmann.
Colony-rearing of Agrotis segetum in vermiculite (125 pr. box). The method is used for mass-rearing larvae until
time of inoculation.
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stratet. Fugtigheden kan styres ved at have et
passende antal huller i kassens sider. En larve-
teethed pd 26 cm? pr. larve, dvs. 15 pr. kasse, er
fundet passende (fig. 3).

Opformering af AsGV
For at finde den produktionsmetode, der giver
sterst virusudbytte pr. larve inokuleret, blev der
udfert forspg med forskellige kombinationer af
inokuleringstidspunkt (5 stgrrelseskategorier af
larver) samt 8 viruskoncentrationer. Forsggene
viste, at nettoudbyttet (udbytte efter oprensning
+ inokulum) er stgrst ved inokulering aflarveris.
og primo 6. stadium (175-325 mg) med en kon-
centration pa 10! kapsler pr. ml.

Ved en temperatur pd 22-25°C kan de dgde
larver hgstes efter 17-18 dage. Da larverne er
meget skrgbelige og gar i stykker ved mindste

bergring, hvorved virusindholdet flyder ud, er
opsamling med vacuumpumpe den letteste og
mest effektive metode (fig. 3). Efter henstandica.
2 uger ved stuetemperatur, filtreres rasuspensi-
onen gennem vat, og viruset oprenses ved cen-
trifugering pa 50%% sucrose (1 del virussuspension
og 1 del sucrose).

Metoden er forelpbig afprgvet ved viruspro-
duktion pé basis af 1500 larver. Her opnaedes et
udbytte pé 4,8 x 10" kapsler pr. virusdgd larve.
Denne virusmangde betegnes en larveakvivalent
(LAE). Da kun 60~70% af de inokulerede larver
hgstes som virusdgde, er udbyttet sdledes 3,4 x
10! kapsler pr. larve inokuleret.

Ud fra tidligere udforte markforsgg (Zethner,
1980) skonnes, at der skal bruges en koncentra-
tion omkring 108 kapsler pr. ml sprojtevaske.
Anvendes 500 1 pr. ha skal siledes bruges 5 x

Fig. 3. Under og efter inokulering opdrettes larverne i flade plastkasser (15 pr. kasse). De virusdgde larver hpstes
ved hjeelp af vacuumpumpe. Foto: L. Holzmann.
At the time of inoculation the larvae are reared in flat plastic boxes (15 pr. box). The virus-killed larvae are
harvested by use of a vacuum pump.
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1013 kapsler pr. ha svarende til 104 LA. Denne
virusmangde, mélt i LA, er i samme stgrrelses-
orden som anvendes til virusbekempelse af andre
skadedyr. F.eks. anvendes til bekempelse af
henholdsvis bomuldsugler, bladhvepse og lgv-
skovnonnen med kernepolyedervirus ca. 25, 75
og 120 LE pr. ha (groffo & Couch, 1981; Cun-
ningham & Entwistle, 1981).

Eksempler pa produktion af insektvirus
Baculovirus har et snevert veertspektrum, hvilket
er en fordel set fra et miljgmassigt synspunkt,
men det betyder, at markedsgrundlaget for et
produkt baseret pa insektvirus er langt mindre
end for et bredspektret kemisk middel. Dette er
en vigtig begrensende faktor for egentlig kom-
merciel produktion. Til gengzld er der en rekke
andre produktionsmuligheder, som belyses ved
eksempler i det fplgende.

Privar og statslig industriel produktion

Det forste kommercielle middel (Elcar®/Sandoz)
kom p& markedet i USA i 1976. Preparatet inde-
holder kernepolyedervirus til bekaempelse af bo-
muldsugler (Heliothis spp.). Udviklingen af pro-
duktet startede allerede i 1961, p grund af pro-
blemer med anvendelse af store insecticidmang-
der og begyndende resistens (Ignoffo & Couch,
1981). Endnu produceres kun fi andre midler
kommercielt.

Ved udvikling af biologiske bek@&mpelsesme-
toder er ofte inddraget universiteter og andre of-
fentlige forsknings- og forsggsvirksomheder. Ved
udvikling af bekeempelsesmetoder over for ska-
dedyr i skovbruget, har det i flere tilfzelde fort til,
at der er startet en produktion af insektvirus i
industriel skala i statslig regi. F.eks. produceres
preparatet Gypcheck® nu industrielt af US Fo-
rest Service (Bell et al., 1980).

Lokal produktion
Mikrobielle bekempelsesmidler kan ofte produ-
ceres ved meget simple metoder, hvilket giver
mulighed for, at der kan ske en produktion i sméa-
industrier placeret, hvor der er behov for midler-
ne.

I begyndelsen af 50-erne viste insektpatologer i

Californien, hvorledes jordbrugere selv kunne
indsamle og udnytte virusdgde larver af flere
sommerfuglearter til bekempelse (Falcon, 1982).
Fra Kina er der flere eksempler pA anvendelse af
insektpatogener, der ved simple metoder produ-
ceres i de enkelte provinser. Et bekeempelsespro-
gram over for den lille k&lsommerfugl (Pieris ra-
pae) er siledes baseret pd anvendelse af kapselvi-
rus, hvor produktionen foregér lokalt i mere end
20 provinser (Liu & Liang, 1982).

I forbindelse med skadedyrbekampelse i
u-lande, er lokal produktion af insektvirus en mu-
lighed. I Thailand er et udviklingsprogram igang,
hvor man anvender kernepolyedervirus til be-
kampelse af Spodoptera exiqua. Virusprodukti-
onen foretages af jordbrugerne selv ved opforme-
ring i larver indsamlet i marken (McKinley &
Areekul, 1982). I Agypten foreghr et projekt med
det formal at bekempe det alvorlige bomuldsska-
dedyr Spodoptera littoralis ved hjzlp af kerne-
polyedervirus, som det er hensigten at producere
i smaindustrier i bomuldsdistrikterne (McKinley
et al., 1982).

Mulighed for produktion af AsGV i Danmark
Kapselvirus, til biologisk bekampelse af agerug-
ler i Danmark, kunne pa lignende made taznkes
produceret i mindre malestok, f.eks. af bergrte
avlersammenslutninger evt. i samarbejde med
universiteter og hgjere lereanstalter.
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