Mikrobiologiske
bekaempelsesmidler i
planteproduktionen
- muligheder oqg risici

Niels Bohse Hendriksen
Svend Binneru p

Milje- og Energiministeriet
Danmarks Miljgundersggelser
1997




TEMA-rapport fra DMU, 14/1997
Mikrobiologiske bekeempelsesmidler i planteproduktionen - muligheder og risici

Forfattere: Niels Bohse Hendriksen og Svend Binnerup
Danmarks Miljgundersegelser, Afdeling for Havmilje og Mikrobiologi
URL: http:/ /www.dmu.dk

Udgiver: Milje- og Energiministeriet, Danmarks Miljsundersogelser
Udgivelsestidspunkt: December 1997

Layout, illustrationer og produktion: Grafisk Vaerksted, DMU, Roskilde

Tryk: Scanprint as, Arhus, I1SO 9002 kvalitetsgodkendt, Svanemaerkegodkendt,
ISO 14001 Miljecertificeret og EMAS Miljeregistreret

Trykt p& Cyclus Print, 100% genbrugspapir med vegetabilske miljgvenlige tryk-
farver uden oplesningsmidler. Omslag lakeret med vegetabilsk lak

Denne publikation er Svanemeerket

WA,

p
é/ %
e /6

2 ",,k,

1 055

Sidetal: 28
Oplag: 1.500

Gengivelse tilladt med tydelig kildeangivelse
ISSN: 0909-8704
ISBN: 87-7772-356-2

Pris kr. 40,- Seet 4 10 stk kr. 200, abonnement, 5 numre kr. 225,-
(Alle priser er incl. 25% moms, excl. forsendelse)

Kebes i boghandelen eller hos:

Danmarks Miljoundersogelser Miljobutikken
Frederiksborgvej 399 Information og bager
Postboks 358 Leederstraede 1

4000 Roskilde 1201 Kebenhavn K

TIf. 4630 1200 Tif. 3392 7692 (Information)

Fax4630 1114 Tif. 3337 9292 (Bager)



Indhold

INAIEANING ...cvvvecvriieieie et 5
Bakterier, svampe 0g Virus ........cccocoeeveiinenininisencnnns 6
Bekeempelse af skadedyr .........cooovvimeiiiicnininnnn, .8
Bekaempelse af svampesygdomme ............cccocvennee 10
Gensplejsede mikroorganismer

i bekeempelsesmidlerne ..........ccccocovvniininiienniniiiennns 12
Miljomnaessige 1isici ....oocerieirenieeieerieeeeeissnians 14
Hvad siger loven? ..., 22
Fremtiden ... 24
SammMENdrag ..........ccevrriimervenimrininerereeresse s 25
Litteratur ... 26
Danmarks Miljpundersegelser ..............cccevrinenne. 27

Tidligere Temarapporter ..........cccccooonnieriieecrncncnnns 28




Angreb af kiilsommerfugle-larver
(Pieris brassicae) pa kdl.

(Foto: Den Kgl. Veterineer- og
Landbohajskole (KVL)/Jorgen
Eilenberg).
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Indledning

Der er et alment onske om at nedseette be-
lastningen af miljoet i det moderne land-
brug. Dette geelder ikke mindst brugen af
de kemiske bekeempelsesmidler, som har
en raekke uenskede effekter pa naturen og
desuden kan spores i madvarer og i drik-
kevandet. Derfor udvikles der alternative
bekaempelsesmetoder.

Anvendelse af mikrobiologiske bekseempel-
sesmidler er et eksempel pé en sédan alter-
nativ metode. Mikrobiologiske bekeempel-
sesmidler indeholder bakterier, svampe
eller virus i stedet for kemiske giftstoffer.
Midlerne anvendes allerede i dag, og de

vil blive mere og mere udbredt i fremtiden.
Nye produkter vil komme pd markedet,

og de vil komme til at indgé i den alminde-
lige drift af landbrug og gartnerier.

De forste mikrobiologiske bekeempelses-
midler kom pa markedet omkring 1960, og
fra midten af 1980erne blev de forste pro-
dukter anvendt i Danmark. I dag anvendes
12 mikrobiologiske bekeempelsesmidler
almindeligt i gartnerier. De fleste bruges til

sygdoms- eller skadedyrsbekeempelse i
drivhuse. Brugen af mikrobiologiske be-
keempelsesmidler udger dog stadig min-
dre end 1 procent af det samlede forbrug -
af bekaempelsesmidler. Det skyldes bl.a.,
at der ikke er udviklet egnede mikrobio-
logiske bekeempelsesmidler til bekeempel-
se af ukrudt, svampesygdomme og skade-
dyr pa almindelige afgroeder som f.eks.
byg, hvede, raps og roer.

Der foregér i dag en betydelig forskning
som sigter mod udvikling af mikrobio-
logiske midler til bekaempelse af skadedyr
og plantesygdomme. Her kan naevnes be-
keempelse af forskellige svampesygdom-
me som graskimmel, sebleskurv, meldug
og rodbrand. Der forskes ogsé i udvikling
af nye midler til bekeempelse af skadedyr,
som f.eks. bladlus, fluer og trips.

Denne temarapport beskriver, hvilke mu-
ligheder vi har for at bruge forskellige mi-
kroorganismer som bekaempelsesmidler,
og hvilke miljemeessige risici der kan vee-
re forbundet med denne anvendelse.




Bakterier, svampe og virus

Den lille kilflue (Delia radicum)
inficeret af svampen Verticillium
lecanii. Svampen begynder forst
at vokse ved de hoje temperaturer
og den hgje luftfugtighed som
findes i veeksthuse. Under veek-
sten traenger svampens hyfer ind
i selve insektet hvor de nedbryder
insektvaevet sdledes, at det til
sidst dor. Under svampens vakst
i insektet udskilles flere forskellige
giftstoffer, som kun er virksomme
over for insekter.

(Foto: KVL/Leif Stausholmé&
Jorgen Eilenberg)

6

Ilandbruget er afgraderne ofte udsat for
insekt- eller sygdomsangreb. Et sygdoms-
angreb skyldes ofte mikroorganismer, der
inficerer plantens rod, steengel eller blade
og derefter nedbryder plantevaevet. De syg-
domsfrembringende mikroorganismer er
bakterier, svampe eller vira. I naturen fin-
des der ogs& mikroorganismer, som kan
angribe insekter eller andre mikroorganis-
mer.

I de mikrobiologiske bekeempelsesmidler

bruges netop bakterier, svampe eller virus
som kan angribe og bekaeempe de insekter
eller mikroorganismer, der forvolder ska-

de pa afgrederne.

Selvom mikrobiologiske bekampelses-
midler er et lovende alternativ til den

kemiske bekeempelse, findes der stadig kun
fa produkter pd markedet. Dette skyldes, at
fremstilling af nye mikrobiologisk bekeem-
pelsesmidler kreever et omfattende udvik-
lingsarbejde. Forst skal de mikroorganis-
mer, som kan veaere egnede til bekeempelse,
findes og afpreves pa de konkrete afgro-
der. Dernzest skal mikroorganismen kunne
dyrkes i store meengder og forarbejdes, sa
den kan szelges som et bekeempelsesmid-
del, der kan anvendes p& marken eller i
gartneriet. Denne udvikling er omkostnings-
tung og har maske veeret bremset af de ke-
miske bekeempelsesmidlers hidtidige suc-
ces pa markedet. Udviklingsarbejdet er ba-
seret pa et grundleeggende kendskab til
mikroorganismernes biologi, et omrade
hvor der stadig er et stort behov for forsk-
ning.




Produkt  Mikroorganisme
Agrovir Ageruglens kapselvirus (V)
Bactimos WP Bacillus thuringiensis (B)
Vectobac Bacillus thuringiensis (B)

Biobit WP Bacillus thuringiensis (B)
Dipel Bacillus thuringiensis (B)
Novodor  Bacillus thuringiensis (B)
Vertalec Veerticillium lecanii (S)

Mycotal Verticillium lecanii (S)

Supresivit Trichoderma harzianum (5)

Binab T Trichoderma harzianum, T polysporum (S)
Trichodex Trichoderma harzianum (5)

Mycostop  Streptomyces griseoviridis (B)

Anvendelsesmulighederne for de mikro-
biologiske bekeempelsesmidler afhaenger
af de mikroorganismer, der indgar i pro-
duktet. For eksempel kan “Agrovir”, som
indeholder en virus, kun bruges til bekaem-
pelse af en enkelt skadevolder, nemlig som-
merfuglen Agerugle. Derimod kan produk-
terne “Bactimos” eller “Vectobac”, der in-

Malgruppe Anvendelse
Knoporme Grantsager pa friland

Sergemyq og stankelbenslarver  Planter | vaeksthuse
Sergemya og stankelsbenslarver Planter i veeksthuse

Sommerfuglelarver Kl
Sommerfuglelarver Kal

Billelarver Kartofler

Bladlus Planter | vaeksthuse
Mellus, trips og spindemider Planter | vasksthuse
Svampesygdomme Planter | vaeksthuse
Svampesygdomme Planter | vaeksthuse
Graskimmel Planter | vaeksthuse
Svampesygdomme Planter | veeksthuse

deholder bakterien Bacillus thuringiensis,
bruges til bekeempelse af flere forskellige
men dog beslaegtede insekter. Bekampel-
sesmidler, som bruges til bekeempelse af
plantesygdomme, har et bredere anven-
delsesomrade, da et enkelt produkt ofte
kan forhindre sygdomsangreb fra mange
forskellige mikroorganismer.

Bakterier, svampe og virus

e e I e S i)

Oversigt over mikrobiologiske
bekampelsesmidler der
anvendes 1 Danmark.

V=wvitrus
B= bakterie
5= sopamp

Sporer, A, af svampen Verticil-
lium lecanii og hyfer, B, gengivet
ved scanning elektron mikroskopt.
Den enkelte spore, A, er ca. 0,005
nim lang.

(Foto: KVL/José Bresciani & Jar-
qen Eilenberg).



Beksempelse af skadedyr

Bekaempelse med Bacillus thuringien-
sis. En sommerfuglelarve aeder af et
kilblad hvorpd der findes Bacillus
thuringiensis, A. I larvens tarm, hvor
pH er haj, oploses toksinkrystallen. Et
enzym spalter nu toksinet i fo dele,
hvoraf den ene del udger det toksin
som draber larven, B. Det sker ved at
toksinet binder til tarmveeggen og
edelzgger den, C. Herefter ophorer
larven med at ade. Hois larven ikke
dor af sult vil den for eller senere do af
bakteriens vaekst i kroppen. Bakterie-
sporerne vil nemlig spire i larven og
brede sig til hele dens krop, D. Der
gir to til fire dage fra at toksinet er
blevet xdt til larven der.

A Krystal

I Danmark er der otte forskellige mikro-
biologiske bekempelsesmidler, som bru-
ges til bekeempelse af skadedyr. De anven-
des mest i gartnerier.

Fem af produkterne indeholder bakterien
Bacillus thuringiensis (= Bt), der danner gift-
stoffet d-endotoksin. De forskellige varian-
ter af Bf, som bruges i bekaeempelsesmid-
lerne, danner d-endotoksiner, som er virk-
somme over for sommerfugle-, mygge-
eller bille-larver.

I Danmark anvendes Bt mest til bekeem-
pelse af sommerfuglelarver pa kalplanter
og sergemyg i drivhuse. Udover Bt-pro-
dukterne findes der yderligere tre mikro-

B Krystallet oploses, pro-toksiner
frigeres og omdannes til aktivt toksin.

d-endotoksin /

Pro-toksin
Aktiveret toksin

v

biologiske insekt bekaempelsesmidler pa
markedet. Det ene indeholder en virus som
inficerer larverne fra sommerfuglen Ager-
ugle. Den forvolder hovedsageligt skade pa
kartofler, guleredder, redbeder og porrer.

De to andre bekaeempelsesmidler indehol-
der begge svampen Verticillium lecanii som
inficerer bladlus, mellus og trips som ofte
er et stort problem péa drivhusafgreder,
som agurk og forskellige potteplanter. Ver-
ticillium lecanii udskiller ensymet chitinase,
som nedbryder insektets hudskelet og gor
det muligt for svampen at treenge ind i in-
sektet. Svampen danner her flere forskel-
lige stoffer som er giftige over for insekter
og insektet der derfor i lebet af kort tid.

C Toksinet bindes til receptorer
I tarmvaegger. ‘

1 LR

Receptorer Tarm-
/ membranen

Toksin gennembrydes 53
~ kropsvaesken

treenger ind i tarmen.

o —

D Bakterie-
sporerne spirer
og bakterierne
deler sig,




Bekaempelse af skadedyr

Forsterrelse: 40.000 gange

Kapselvirus

pa blad.
Viruskapslen er
skaret op, sa
man kan se
viruspartikfen.

A Rask larve spiser blad, sprejtet

med virus.

| tarmen opleses viruskapslerne sa virus-
partiklerne kan traenge gennem tarm-
veeggen.

Pa illustrationen er nogle af de bagved
liggende celler inficeret.

@@
%
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B 4 - 10 dage senere er larven syg af
virusinfektionen.

Fedeindtagelse er ophert, og mange celler
er fyldt med virus.

Bekaempelse med Ageruglens
kapselvirus. Virus inficerer lar-
ven via tarmkanalen. Det basiske
miljo i tarmkanalen opleser kaps-
len som omslutter viruset. Heref-
ter treenger viruset igennem
tarmvaeggen og inficerer larvens
celler, specielt det sikaldte “fedt-
legeme”, som svarer til vores le-
ver.

Efter fi dage dor larven pd grund
af en kraftiy opformering af vi-
rus. En enkelt larve kan tilsidst
indeholde adskillige milliarder
virus.



Bekaempelse af svampesygdomme

Forsag med vinterhvede angrebet
af rodsygdommen spiringsfusari-
ose, som fordrsages af svampen
Fusarium culmorum. Forspgspar-
cel A var uden behandling, og B
behandlet med den sygdomshzem-
mende svamp Gliocladium roseum.
Parcel C blev behandlet med det ke-
miske bekaeempelsesmiddel Sibutol
LSs280.

(Foto: KVL/Inge M. B. Knudsen).

1 Danmark anvendes der kun fire forskel-
lige mikrobiologiske bekeempelsesmidler
til bekaempelse af svampesygdomme. Pro-
dukterne anvendes i gartnerier, hvor de bru-
ges mod sygdomsangreb pé planternes
redder og til beskyttelse af forskellige frug-
ter og grentsager mod angreb af f.eks. gra-
skimmel.

Specielt inden for midler til bekmpelse af
svampe, som angriber de helt unge planter,
forventes der snart en raekke nye produk-
ter. Disse midler bekeemper sygdomme,
som angriber planternes redder og staeng-
ler allerede ved freets spiring.

Normalt bejdses sasseden med et kemisk
bekeempelsesmiddel for at forhindre s&-
danne sygdomsangreb. Ved anvendelse af

et mikrobiologisk bekeempelsesmiddel bli-
ver bakterier eller svampe derimod lagt
omkring freet. Nar freet spirer, vokser mi-
kroorganismerne med og daekker roden.
Mikroorganismen kan nu forhindre de ska-
delige svampe i at angribe planten. Dette
sker, ved at mikroorganismen udskiller
stoffer, som nedbryder eller udkonkurre-
rer de skadelige svampe pé planten.
Mikroorganismen kan ogsa fremkalde en
forsvarsreaktion i selve planten, som gor
den modstandsdygtig over for sygdoms-

angreb.
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Bekampelse af svzampesygdomme

A. Den sygdomshaemmende
svamp Gliocladium roseum
(tynde hyfer) og Fusarium cul-
morum (kraftige hyfer), der for-
drsager rodsygdommen spirings-
fusariose hos hvede. Hvor svani-
pehyferne er i direkte kontakt

(f. eks. ved pilen) opleses celle-
vaggen hos F. culmorum pa
grund af giftstoffet gliotoksin og
enzymer som dannes af Gliocla-
dium roseum.

(Foto: KVL/Inge M. B. Knudsen).

B og C. Bakterier med sygdoms-
haemmende egenskaber ses pd
overfladen af bygrodder, B. Bak-
terierne ses oftest 1 overgangene
mellem rodcellerne, C, hvor de
kan beskytte plantevavet nod
angreb fra skadelige svampe og
bakterier.

(Foto: KVL/Michael Hansen).

Svamp fra Bakterier fra
bekampelsesmiddel  bekaempelsesmiddel

Skadelig svamp

Planterod o )
Eksentpler pa virkningen af de

mikrobiologiske bekampelses-
midler over for svampe som an-

Giftstoffer fra den sygdomshaemmende Enzymer fra bakterierne e vlanberadden Mik

svamp traenger ind | en skadevoldende svamps nedbryder den skadelige svamps cellevaegge. griver planierpader. VIkroorga-

hyfer og blokerer for livsvigtige _ ! nismerne i bekempelsesmidlet

processer (f.eks. proteinsyntesen). Bakterier fra Skadelig svamp producerer giftstoffer som stand-
bekaempelsesmiddel

ser livsvigtige processer i de ska-
delige svampe. Derudover dannes
der ofte enzymier som kan ned-
bryde svampens cellevagge. Ofte
skyldes effekten af et mikrobio-
logisk bekaempelsesmiddel en
kombination af disse to virke-
mader.

Giftstoffer

y T N 4

Svamp fra Skadelig svamp

bekaempelsesmiddel
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- Gensplejsede mikroorganismer
| bekaempelsesmidlerne
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Forskerne kan udvikle mikrobiologiske be-
keempelsesmidler med nye eller forbedre-
de egenskaber ved at bruge gensplejsning.
Det sker ved at overfere et eller flere gener
fra andre organismer til de bakterier, svam-
pe eller vira, som enskes anvendt i et be-
keempelsesmiddel. Metoden bruges til at
gere mikroorganismen i produktet mere
effektiv.

Inden for bekeempelse af skadedyr er gen-
splejsning iseer blevet brugt til udvikling
af nye produkter, som indeholder bakteri-
en Bacillus thuringiensis. Her har man i nog-
le Bt-produkter indsat d-endotoksin gener,
som geor bakterien i stand til at producere
et mere effektivt d-endotoksin. I andre pro-
dukter er der blevet indsat flere forskellige
d-endotoksin gener i bakterien. Da bakte-
rien nu kan danne flere forskellige d-endo-
toksiner, kan bekeempelsesmidlet anvendes
over for mange forskellige slags insekter.
Derudover vil produktionen af forskellige
d-endotoksiner ogsé kunne forsinke en re-
sistensudvikling hos skadedyrene over for
bekaempelsesmidlet.

d-endotoksin gener er ogsa blevet indsat i
helt andre bakterier som f.eks. Pseudomo-
nas fluorescens og Clavibacter xyli, der ikke
naturligt danner den type toksiner. Pseudo-
monas fluorescens er blevet valgt, fordi den
overlever godt i jord og derfor kan bruges
til at bekeempe skadelige insekter, som ho-
vedsagligt findes i jorden. Clavibacter xyli
kan derimod leve inden i planter. Derved
medvirker planten selv til at fordele bakte-
rien og dermed d-endotoksinet til de plan-
tedele, som angribes af skadevolderen.

Der er ogsé blevet anvendt gensplejsning i
forseg pa at udvikle mere virksomme pro-
dukter til bekeempelse af plantesygdomme.
F.eks. har man i Pseudomonas fluorescens bak-
terier indsat gener for at effektivisere be-
kaempelsen. Generne koder enten for bestem-
te giftstoffer eller enzymer, som kan ned-
bryde celleveeggen hos de skadelige svampe.

[ Danmark anvendes der endnu ikke gen-
splejsede mikroorganismer i bekeempel-
sesmidler, hvorimod der i USA er fem for-
skellige produkter pd markedet.

Resistensudvikling forarsaget af Bacillus thuringiensis

Ved ofte og ensidig brug af et bekaem-
pelsesmiddel er der risiko for at skade-
volderen udvikler resistens mod be-
kaempelsesmidlet.

Resistensudviklingen har i mange ar
veeret et stort problem for anvendel-
sen af de kemiske bekampelsesmid-
ler, Det er for nyligt konstateret, at
resistensudyvikling ogsa kan forekom-

me i forbindelse med anvendelse af
mikrobiologiske bekeempelsemidler.

Fra de lande, hvor bakterien Bacillus
thuringiensis har veeret hyppigt an-
vendt til bekeempelse af insekt-
angreb er der flere eksempler pa ud-
vikling af resistens overfor de d-endo-
toksiner, som er aktive i det mikro-
biologiske bekempelsesmiddel.



Gensplejsede mikroorganismer i bekeempelsesmidlerne

Billede af Bacillus thuringiensis
forsterret ca. 15.000 gange ved
hjelp af transmissionselektron-
mikroskopi.

A: Spore.

B: d-endotoksin krystal.

(Foto: KVL/José Bresciani & Per
Damgaard).

Stankelbenslarve, som lever i jor-
den, hvor den kan bekeempes med
jordbakterien Pseudomonas fluo-

rescens, som har fiet indsat et J-

endotoksingen fra Bacillus thurin-
giensis ved gensplejsning.

(Foto: KVL/Holger Philipsen).
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Miljgmaessige risici

Forsegsmark med kilplanter spraj-
tet med Bacillus thuringiensis.
(Foto: DMU/Bjarne Munk Hansen).

Mikrobiologiske bekeempelsemidler an-
vendes ligesom de kemiske bekaempelses-
midler med det formal at bekeempe skade-
lige insekter og plantesygdomme. De mil-
jemaessige risici ved anvendelse af mikro-
biologiske bekampelsesmidler athaenger
af, om organismer, der ikke er grund til at
bekampe, pavirkes.

Anvendelse af et mikrobiologisk bekaem-
pelsesmiddel kan resultere i en utilsigtet
effekt pa miljoet ved at mikroorganismen:

* Udkonkurrerer andre mikroorganismer.

* Producerer giftstoffer eller enzymer, der
draeber eller heammer andre organismer
end skadevolderne.

¢ Fremkalder sygdom hos dyr eller plan-
ter, som ikke er skadevoldere.

* Pavirker dyr ved at eendre deres fade-
grundlag

¢ Pavirker omsaetningen af organisk ma-
teriale og naeringssalte i jorden.

Hvis der indgar en gensplejset mikroorga-
nisme i det mikrobiologiske bekeempelses-
middel, skal man i en vurdering af risici og-
sa tage hgjde for, om de indsatte gener gi-
ver mikroorganismen en utilsigtet konkur-
rencemaeessig fordel i miljset, og om gener-
ne kan overferes til andre mikroorganis-
mer.

14



Miljomaessige risici

T e R P R

4 -
.

Anlag i blomstergartneri anvendt
til spredning af mikrobiologiske
bekempelsesmidler: Supresivit og
Bactimos. Den forste behandling
sker umiddelbart efter sining af
froene, A og B, og gentages efter
fremspiring af kimplanterne, C.
For at sikre en optimal behand-
ling anvendes de mikrobiologiske
bekaempelsesmidler sammen med
andre biologiske bekeempelsesmid-
ler som bestdr af parasitiske rund-
orme. Brugen af mikrobiologiske
frem for kemiske bekaempelsesmid-
ler gar det muligt for personalet
at hdndtere planterne kort tid
efter behandlingen er ophort.
(Foto: DMU/Svend Binnerup).
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Miljemaessige risici

Bejdsning af sukkerroefro, A, med
mikrobiologiske bekaempelsesmid-
ler. Forst daekkes froene med en pil-
leringsmasse bestdende af treemel
eller sphagnum, B. Denne iblan-
des bakterieceller eller svampe-
materiale enten som sporer eller
som aktive celler.
Pilleringsmassen kan ogsé tilszt-
tes naeringsstoffer som bide frem-
mer vaeksten af mikroorganismer-
ne i bekempelsesmidlet og kim-
planten, D. Tilsidst deekkes pille-
ringsmassen med et materiale som
bl.a. gor froet glat, C. Dette yder-
ste lag kan eventuelt tilsaettes ke-
miske midler som supplement til
det mikrobiologiske bekeempelses-
middel.

(Foto: Danisco Seed).
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Effekter pa andre organismer

i miljoet

Man har i dag kun lidt kendskab til, i hvil-
ket omfang de mikrobiologiske bekeempel-
sesmidler pavirker organismer, der ikke er
et mél for bekeempelsen. Der kan f.eks. vae-
re risiko for, at et mikrobiologisk bekem-
pelsesmiddel vil hseemme de naturligt fore-
kommende sygdomshammende mikroor-

ganismer eller stimulere forekomsten af
andre skadevoldere. Endvidere vil der vaere

en risiko for at de mikrobiologiske bekaem-
pelsesmidler kan pavirke dyrene i skosy-
stemet, enten direkte ved at skade dem eller
indirekte ved at fordrsage eendringer i de-
res fodegrundlag. Endelig er der risiko for,
at mikroorganismer, som indgar i bekaem-
pelsesmidler, selv optraeder som skadevol-
dere pé andre planter end de afgreder hvor-
pé de anvendes. Der findes ikke, som for
de kemiske bekeempelsesmidlers vedkom-
mende, en reekke gennemprovede meto-
der til at undersege de mikrobiologiske




Miljgmaessige risici

bekampelsesmidlers effekter i miljoet.
Hvilken effekt man ma forvente pa andre
organismer end mélgruppen vil atheenge
af, hvor specifikt bekeempelsesmidlet vir-
ker. De mikrobiologiske midler til bekeem-
pelse af insektangreb har f.eks. kun en ef-
fekt over for insekter, som er neert beslaeg-
tede med skadedyret, mens midlerne til
bekempelse af svampeangreb er bredt vir-
kende. De kan derfor ogsé have en effekt
pé andre svampe og bakterier end de, der
var malet for bekaempelsen.

Forskellen ligger i virkemaden. Insektbe-
kempelsen sker ved hjeelp af mikroorganis-
mer som kun kan inficere relativt fa insek-
ter, eller som danner giftstoffer, der kun har
virkning over for et begraenset antal insek-
ter.

Svampebekeempelsen sker derimod ved
hjeelp af mikroorganismer, som danner gift-
stoffer eller enzymer, som kan have en ef-
fekt over for mange forskellige organismer
i miljoet. P4 trods af dette viser flere forsog

Sukkerroe planter pi forsogsmark.
(Foto: Danisco Seed).
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Miljgmaessige risici

Tilstedevaerelse af en ekstra egen-
skab i den gensplejsede bakterie
kan pdvirke nedbrydning af orga-
nisk materiale, udtrykt som op-
hobet dannelse af kuldioxid som
funktion af tiden

(se tekstboks ovenfor).

18

bl.a. med jordbakterien Pseudomonas fluore-
scens, at en effekt p& andre mikroorganis-
mer er kortvarig - typisk mindre end 10-15
dage. Den storste effekt blev malt som et
fald i antallet af de Pseudomonas fluorescens
bakterier, som fandtes naturligt i jorden;
formentlig fordi disse udkonkurreres af
bakterierne fra bekeempelsesmidlet. Der-
udover blev der i lobet af de 15 dage set
en nedgang i mikroorganismernes arts-
rigdom.

Selvom effekten pa andre mikroorganis-
mer synes at veere kortvarig, vil den dog
veere afheengig af bade jordens struktur,
indholdet af neeringsstoffer og vejret. Dis-
se forhold vil bade pavirke spredningen og
overlevelsen af mikroorganismerne fra
bekampelsesmidlet og indvirke pa evnen
hos mikroorganismerne i miljoet til at
modsta effekterne fra det mikrobiologiske
bekaempelsesmiddel.

CO; (mg)

Forseg med gensplejsning

Bakterien Streptomyces lividans er ble-
vet gensplejset sa den er bedre til at
nedbryde traestoffet lignin. Figuren
viser, at den gensplejsede mikroorga-
nisme foreger nedbrydningen af det
organiske materiale i forhold til den
ikke gensplejsede mikrooroganisme.

Forsegene er blevet gennemfort i en
laboratorie-model, hvor der til en na-
turlig jord blev tilsat findelt tree. Den
foragede aktivitet skyldes, at den gen-
splejsede bakterie nedbryder lignin-
gen i det tilsatte tree, og pa den made
frigor cellulose i treeet, som sa bliver
nedbrudt af de naturlige mikroorga-
nismer i jorden.

100

20

80

70

Gensplejset bakterie

60

50

40

30

lkke-gensplejset bakterie

a0

oo

S I ] | ] I

; 0 6 12 P 30 36
% Dage

AR TR ST M T L CLR BTSRRI N L (R s g



Miljgmaessige risici

Effekter pa gkosystemniveau

Langt de fleste af de mikroorganismer, man
kender, er udbredt over hele jorden og kan
findes i mange forskellige okosystemer. Der-
for er mange af de mikroorganismer, der
indgér eller kommer til at indga i mikrobio-
logiske bekeempelsesmidler, ogsa alminde-
ligt udbredt i Danmark. Risikoen for at der
tilfores miljeet mikroorganismer med egen-
skaber, som ikke allerede er tilstede, er der-
for lille.

Ved anvendelse af mikrobiologiske bekaem-
pelsesmidler tilfores miljoet lokalt en stor
meengde mikroorganismer sammenlignet
med det antal aktive mikroorganismer, som
normalt findes i jorden.

Selvom mikroorganismen fra et bekaem-
pelsesmiddel allerede findes i naturen,
kan en koncentreret forekomst godt pa-
virke vilkarene for de naturligt forekom-
mende mikroorganismer. Sledes kan

nedbrydningen af planterester eller andet
organisk materiale blive pavirket. Dette
forhold kan ogsa have en effekt pd meeng-
den og omsatningen af de neeringssalte,
som udnyttes af planterne.

Nogle mikroorganismer, der indgdr i mikro-
biologiske bekaempelsesmidler, kan ogsa
selv deltage i nedbrydningsprocesserne.
Derfor kan deres tilstedevzerelse forege
omsztningen af planterester eller nerings-
salte lokalt i jorden.

Der findes kun ganske fa undersegelser,
der belyser disse sammenheenge for mi-
krobiologiske bekaempelsesmidler, men
erfaring med andre typer af mikroorganis-
mer viser, at sddanne effekter oftest vil
veere kortvarige.

Vand
Protein HQ i
kveelstof
N
Ha0 2
5 4
Bakterie
0z
NHat
Et stort antal mikroorganismer
" fra det mikrobiologiske bekeempel-
NOj3 . .
0, sesmiddel omkring froet og plante-
redderne kan betyde et stort ilt-
NO3™ it forbrug og dermed iltmangel.
Under disse betingelser bruger
Rodceller Nitrat nogle bakterier gedningsstoffet

nitrat (NO3") i stedet for ilt og
omdanner derved nitrat til frit
kveelstof (N2), som ikke kan ud-

nyttes af planten.
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Miljgmaeessige risici

Bacillus thuringiensis (Bt) over-
levelse i en kdlmark. Ved dag 0
blev marken sprajtet med Bt og
overlevelsen blev fulgt pid kilbla-
dene og i jorden. Det ses, at antal-
let pi kilbladene i lobet af 10 degn
er faldet ca. 10.000 gange. I jorden
er reduktionen kun 10 gange i lo-
bet af et dr, fordi de er i en dvale-
tilstand (sporer).

|20

Overlevelse af mikroorganis-
mer fra bekaempelsesmidler

i miljoet

Et vigtigt risikoaspekt ved anvendelse af de
mikrobiologiske bekeempelsesmidler er
overlevelsesmulighederne for de mikroor-
ganismer, som derved spredes i miljoet.
Overlevelsen afheenger bade af mikroorga-

nismernes egenskaber og af de forhold, de
anvendes under.

Normalt overlever udsatte mikrorganis-
mer darligt i naturen. Fa uger efter anven-
delsen vil antallet typisk vaere mindre end
0,1% af den mengde af organismer, der
blev spredt i miljoet, og ofte er der sa f4, at
de ikke leengere kan pavises. Dette skyldes
bl.a., at mikroorganismerne @&des af encel-
lede dyr, som flagellater og ameber, eller
der pa grund af sult eller andre former for
stress forarsaget af f.eks. udterring

Bt-bakterier pr gram
100.000.000

eller solens UV-straler. Overlevelsesmulig-
hederne kan dog variere over meget kor-
te afstande i jorden. Langs planteredder,
hvor der findes rigeligt med neering, vil
mikroorganismerne f.eks. kunne overleve
vaesentligt bedre end i den evrige jord.

Nogle mikroorganismer kan ga ind i en
dvaletilstand, som satter dem i stand til at
overleve i mange ar, hvis de sultes eller
stresses.

I mange mikrobiologiske bekempelses-
midler er mikroorganismerne fra starten
bragt i en dvaletilstand netop for at for-
leenge holdbarheden af produktet. Det er
usikkert om mikroorganismer i en dvale-
tilstand kan genvinde deres aktivitet laenge
efter, at de er blevet anvendt som et be-
keempelsesmiddel.

10.000.000

1.000.000

100.000

10.000

1.000

Overlevelse | jord

100

Overlevelse pa blade

Dage efter sprajtning



Miljomaessige risici

A DNA isoleret
fra miljeet bindes pa
et filter

A Bakterier fra en
preve overfart til filter

B pna
(staerkt forsterret)
opvarmes,

sa DNA-strengen
abnes

bades med en oplasning
med antistof som gen-
kender mikroorganismen

i det anvendte
bekempelsesmiddel

B Antistoffet v s
er maerket med he P

et fluorescerende ri & &
farvestof ="y 4

¥ )
Antistof 7 I

Fluorescerende farvestof

C Antistoffet binder kun
tif bakterer fra
bekampefsesmidlet

som herefter kan ses

f eks, ved mikroskopi

b A

5

’v 3 Bak?.‘r?r.'@;"'---

A

C DNA-probe
med farvestof tilsettes,

D DNA-proben

satter sig overfor
komplementaere baser
og afslarer forekomsten
af DNA som er karak-
teristisk for organismen
i det mikrabiologiske
bekempelsesmiddel.

> e e

ey

Mikroorganismer fra mikrobiolo-
giske bekempelsesmidler kan spo-

res i miljoet ved hjeelp af metoder
som enten afslprer genetiske egen-
skaber eller forckomsten af bestem-
te cellevaegsbestanddele, som er ka-
rakteristiske for mikroorganismen.

Ud fra kendskab til DNA-koden
for mikroorganismen kan der la-
ves kunstige DNA stykker (DNA-
prober) som passer til steder péd
DNA-strengen som er unikke for
mikroorganismen i bekaempelses-
midlet.

DNA-proben er market sdledes,
at det kan ses, D, hvis den binder
til DNA, som forinden er isoleret
fra organismer i miljeet, A. Da
DNA-proben kun binder til DNA
fra organismen i bekeempelsesmid-
let ses kun et signal hvis denne er
tilstede i praven.

Ved hjeelp af antistoffer kan man
genkende en bestemt mikroorga-
nisme ud fra celleveggens opbyg-
ning.

Antistoffet oprenses fra serum
efter at vaere bievet dannet i f.eks.
en kanin der har fiet indsprojtet
mikroorganismen i blodbanen.
Antistoffet binder til proteiner
eller sukkermolekyler som sidder
i cellevaeggen og som er karakteri-
stiske for mikroorganismen. Anti-
stoffet kan meerkes med et fluor-
escerende farvestof. Derved kan
de bakterier som antistoffet gen-
kender ses ved hjalp af mikro-
skopi, D.

(Foto: Forsterrelse ca 1000
gange. DMU/Anne Winding).
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Hvad siger loven ?

Produkter med mikrobiologiske
bekaempelsesmidler, der bliver
anvendt i danske gartnerier.
Foto: DMU/Svend Binnerup
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Mikrobiologiske bekeempelsesmidler er
omfattet af lov om kemiske stoffer og pro-
dukter (Lov nr. 1067 af 23. december 1992
om andring af lov om kemiske stoffer og
produkter). De neermere regler er fastsat i
Miljeministeriets bekendtgorelse nr. 584 af
9. juli 1993 om bekeempelsesmidler. Den
danske lovgivning tager udgangspunkt i
et EU direktiv om markedsfering af bekaem-
pelsesmidler (direktiv 91/414 EQF).

Et bekeempelsesmiddel kan kun blive god-

kendt, hvis det opfylder folgende betin-

gelser:

* Er tilstraekkeligt effektivt

¢ Ikke har uacceptable virkninger pa
planter eller pd miljoet

* Ikke har skadelig virkning pa dyr

* Ikke pavirker menneskers sundhed

e Ikke pavirker grundvandet

Godkendelse af et nyt produkt sker bade
centralt i EU og hos de danske miljgmyn-
digheder. Det forste trin i godkendelsen af
et bekeempelsesmiddel er en optagelse af
den anvendte mikroorganisme p4 en EU-

positivliste. I forbindelse med en anseg-
ning om optagelse pa positivlisten kraeves
der en reekke konkrete oplysninger om mi-
kroorganismen, som f.eks. dens identitet,
biologiske egenskaber, sygdomsfremkal-
dende egenskaber samt overlevelse og ef-
fekter i miljget. Disse krav er naermere be-
skrevet i bekendtgerelsen om plantebeskyt-
telsesmidler og i Miljestyrelsens vejledning
nr. 8 1993 om mikrobiologiske plantebeskyt-
telsesmidler.

Med udgangspunkt i oplysningerne foreta-
ger Miljastyrelsen en risikovurdering, der
skal sikre, at mikroorganismen lever op til
lovens krav. Herefter kan den indstilles til
optagelse pa positivlisten.

Miljemyndighederne i de gvrige EU-med-
lemslande gennemgar samtidig den ind-
sendte dokumentation. Nar en mikroorga-
nisme er optaget pa positivlisten, kan de
enkelte lande i EU sa vurdere, om de vil
godkende produkter, der indeholder den
pageeldende mikroorganisme.

Der er endnu ikke optaget nogen mikroor-
ganismer pd EU’s postivliste, og der er hel-
ler ikke indkommet ansggninger herom. P4
EU-niveau er der dog fire ansggninger un-
der behandling i Danmark. De mikrobiolo-
giske bekeempelsesmidler, som findes pa
markedet i dag, er omfattet af en undtagel-
se fra loven. Denne undtagelse tillader brug
af midler, der blev anvendt for lovens ikraft-
treeden under betingelse af at der er blevet
indsendt en ansagning om national god-
kendelse.

Gensplejsede midler er omfattet af loven om
miljg og genteknologi (Lov nr. 356 af 6. juni
1991). Denne lov skal sikre, at anvendelse af
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genteknologi kan ske pa et samfundsmaes- tet ogsa kan markedsfores i de ovrige EU-
sigt forsvarligt grundlag, som respekterer lande. Derfor involverer godkendelsespro-
menneskers livsvilkar og sikrer et uforstyr- ceduren alle EU-medlemslandene.
ret dyre- og planteliv.

Der er endnu ikke godkendt nogen gen-
Lovens afsnit om udsaetning af gensplej- splejsede mikrobiologiske bekaempelses-
sede organismer er en gennemforelse af et midler i EU. Det ser heller ikke ud til, at
EU-direktiv om udsatning af genetisk mo- sadanne produkter vil blive markedsfert
dificerede organismer til miljeet (90/220/ inden for den naermeste fremtid.

EQF). Denne lovgivning indebeerer en felles
EU godkendelsesordning. Den betyder, at
godkendelse af et produkt til markedsfering
i et EU-land automatisk medferer, at produk-

—

Produkter

Mikro- _
organismer pa EU positiv-
liste

National
liste

Mikro-
organisme

Et land far ansvaret for
vurdering af en mikro-
organisme og indstiller
om mikroorganismen
skal optages pa
positiv-listen eller /.
Et antal andre lande
gennemgar samtidiq
dokumentationen

Danmark gennemgar
og vurderer ud fra
dokumentationen, om
produkter med
den pagseldende
mikroorganisme skal
optages pa den danske

nationale liste.

Godkendelsesprocedure i EU og i
Danmark for nye mikrobiologiske
bekaempelsesmidler.
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Fremtiden

I labotatoriet kan arter og sam-
mensatning af bakterier og svam-
pe fra plantemateriale opgores
efter dyrkning pd forskellige
naringssubstrater.

(Fotos: Klaus Holsting).
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Anvendelse af mikrobiologiske bekeempel-
sesmidler har hidtil vaeret begranset til
nogle fa afgroder. Det skyldes, at effektivi-
teten ved anvendelse af de mikrobiologiske
bekeempelsesmidler har vzret varierende,
bl.a. fordi vejret kan pavirke mikroorganis-
mernes aktivitet og dermed deres effekti-
vitet. Desuden er det enkelte mikrobiolo-
giske bekeempelsesmiddels specificitet ofte
stor, hvilket betyder, at anvendelsesmulig-
hederne typisk er begraenset til ganske f&
afgreder og skadevoldere.

Den stigende interesse for brug af mikrobio-
logiske bekeempelsesmidler haenger sam-
men med tiltagende problemer med de ke-
miske bekeempelsesmidler i form af uen-
skede virkninger pa miljs og sundhed. Der-
for vil vi fremover se nye mikrobiologiske

bekaempelsesmidler p4 markedet. De vil
iszer finde anvendelse i grensags- og blom-
stergartnerier, hvor de allerede bruges med
succes.

Ilandbruget, hvor det sterste forbrug af ke-
miske bekeempelsesmidler forekommer,
bruges der endnu ikke mikrobiologiske be-
keempelsesmidler. Selvom der snart vil vaere
udviklet midler til bejdsning af sasaeden,
vil det dog ikke medfere en maerkbar re-
duktion i brugen af de kemiske bekaempel-
sesmidler. Dette skyldes bl.a. at den storste
andel af de kemiske bekaempelsesmidler
bruges i ukrudtsbekeempelsen, hvortil der
endnu ikke er fundet svampe eller bakte-
rier som kan bruges til en mikrobiologisk
bekampelse.

Den nuvarende viden om sével de sund-
heds- og miljemaessige risici ved brug af
de mikrobiologiske bekeempelsesmidler er
stadig begreenset. Derfor forskes der idag
med henblik pa at kunne vurdere omfang-
et af de uenskede effekter, som kan veere
knyttet til anvendelsen af de mikrobiologi-
ske bekaempelsesmidler, s en fornuftig an-
vendelse af disse midler kan sikres i frem-
over.



Sammendrag

Mikrobiologisk bekaempelse af skadevol-
dere vil fremover blive et vigtigt alternativ
til den kemiske bekempelse. I Danmark
findes der i dag 12 forskellige mikrobiolo-
giske bekeempelsesmidler. De fleste bruges
til bekeempelse af skadedyr eller sygdom-
me i drivhuse. I de kommende &r ventes
det, at nye produkter vil komme pa mar-
kedet, og at de vil komme til at indga i
den almindelige drift af landbrug og gart-
nerier. Brugen af mikrobiologiske bekaem-
pelsesmidler udger dog i dag stadig min-
dre end 1 procent af det samlede forbrug
af bekeempelsesmidler.

De mikrobiologiske bekaempelsesmidler
indeholder bakterier, svampe eller virus.
Midlerne er virksomme til bekeempelse af
skadevoldere, fordi mikroorganismerne
heemmer eller draeber skadevolderne. Vir-
kemaden for bekeempelsesmidlerne er helt
afheengig af den enkelte mikroorganismes
egenskaber.

Der foregéar i dag en betydelig forskning,
der sigter mod udvikling af nye mikrobio-
logiske midler til bekeempelse af skadedyr
og plantesygdomme i gartnerier, frugtavl
og landbrug. I denne forskning bruges bl.a.

gensplejsning for at udvikle mere effektive
mikrobiologiske bekeempelsesmidler.

Man kender kun lidt til de miljomzessige
risici ved anvendelse af mikrobiologiske be-
kaempelsesmidler. Teoretisk kan anvendel-
se af mikrobiologiske bekeempelsesmidler
have en utilsigtet effekt pa miljoet, fordi mi-
kroorganismerne i bekeempelsesmidlet kan:

* Udkonkurrere andre mikroorganismer.

* Producere giftstoffer eller enzymer, der
draeber eller heemmer andre organismer
end skadevolderne.

* Have egenskaber, der fremkalder syg-
dom hos dyr eller planter, som ikke er
skadevoldere.

¢ Pavirke dyr ved at eendre deres fode-
grundlag.

» Pavirke omseetningen af organisk mate-
riale og neeringssalte i jorden.

Det er vigtigt at fa belyst de miljemaessige
risici ved anvendelse af mikrobiologiske
bekaempelsesmidler. Derfor er en fortsat
forskningsindsats, der belyser effekterne i
miljeet, helt nedvendig for at sikre en
miljpmaessig fornuftig anvendelse af mid-
lerne i fremtiden.
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Danmarks Miljgundersogelser - DMU - er en forskningsinstitution i Milje- og
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drsberetninger samt et kvartalsvis nyhedsbrev, DMU Nyt.
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Tidligere TEMA-rapporter fra DMU:

Nr.1/1994 Kveelstoftilfersel til
Limfjorden
Brian Kronvang m.fl.
16 sider, kr. 50,-

Nr.2/1994 Luftforurening i danske
byer
Kire Kemp og Finn Palmgren
Jensen, 41 sider, kr. 100,-

Nr. 3/1995 Ozon som luftforurening
Jes Fenger, 48 sider, kr. 80,-

Nr. 4/1996 Tungmetaller i danske
jorder
John Jensen m.fl.
40 sider, kr. 100,-

Nr.5/1996 Forureningsbekaempelse
med mikroorganismer
Ulrich Karlson m.fl.
32 sider, kr. 30,-

Nr.6/1996 Status og jagttider for
danske vildtarter
Jesper Madsen m fl.
112 sider, kr. 110,-

Nr. 7/1996 Naturens talegreenser for
luftforurening
Morten Strandberg og Lisbeth
Mortensen, 40 sider, kr. 60,-

Nr.8/1996 Anskydning af vildt
Henning Noer m fl.
52 sider, kr. 80,-

Nr.9/1996 Kvealstofbelastning af
havmiljeet
Henrik Paaby og Flemming
Mphlenberg, 40 sider, kr. 60,-

Nr. 10/1996 Havets usynlige liv
Ake Hagstrom m 1.
33 sider, kr. 50,-

Nr. 11/1997 En atmosfeere med
voksende problemer...
Jes Fenger,
64 sider, kr. 90,-

Nr. 12/1997 Reservatnetveaerk for
vandfugle
Preben Clausen m.fl.
52 sider, kr. 80,-

Nr. 13/1997 Neeringsstoffer -
arealanvendelse og
naturgenopretning
Brian Kronvang mfl.
40 sider, kr. 60.

De enkelte hafter i serien “TEMA-rapport fra DMU” beskriver resultaterne af DMU's
forskning inden for et afgraenset omride. Rapporterne er skrevet pd letforstdeligt dansk og
henvender sig til alle, der er interesseret i miljo og natur. Serien er udformet sd den kan
bruges i undervisningen i folkeskolens aldste klasser og i gymnasiet.



