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The use of Bacillus thuringiensis in plant protection: prospects and
limitations

Summary

Taking into account the protection of natural environment, it may be
expected that the use of Bacillus thuringiensis toxins to control pest insects will
be increased. It results from the discovery of novel toxins with different activity
spectra and from the creation of more active toxins with the use of genetic en-
geeniering techniques. Besides, the introduction of transgenic plants such as
cotton, potato, tomato, tobacco and others producing bacterial toxins against
more important species of pest insects will significantly reduce the application
of chemical insecticides.

The possibility of resistance development in insects poses a great threat to
the above strategy. A better recognition of biochemical, physiological and gene-
tic mechanisms of resistance to B. thuringiensis toxins will allow to devise a stra-
tegy for delaying insects resistance. The general principles of this strategy are
similar to those used in the case of chemical insecticides and involve the rational
application of B. thuringiensis toxins and their rotation with other insecticides.
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1. Wprowadzenie

Chemiczne srodki ochrony roslin, stosowane na szerszg skale
juz blisko pdt wieku, wywotujg szereg niekorzystnych zmian w $ro-
dowisku, jak np. szybkie powstawanie odpornosci u szkodliwych
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organizméw (do roku 1994 odporne na insektycydy chemiczne populacje wystepo-
waty u ponad 500 gatunkéw owadow) (1), czy wyniszczanie ich wrogéw naturalnych
przyczyniajacych sie do utrzymania populacji na niskim, niegroznym poziomie. Po-
nadto pozostatosci srodkéw chemicznych mogg skaza¢ Srodowisko oraz wystepo-
wac w produktach roélinnych przeznaczonych do konsumpcji lub na pasze powyzej
dopuszczalnego poziomu, co zagraza bezposrednio zdrowiu i zyciu ludzi i zwierzat.
Wymienione przyczyny, a takze nacisk rdznych grup ekologicznych spowodowaty
szersze zainteresowanie sie insektycydami biologicznymi (bioinsektycydami), czyli
Srodkami owadob6jczymi opartymi na zywych organizmach. Sposrod insektycydow
biologicznych najwieksze zastosowanie znalazty $rodki oparte na bakterii Bacillus
thuringiensts Berliner. Celem opracowania jest przedstawienie perspektyw wykorzy-
stania tych bioinsektycydéw w ochronie roslin oraz zagrozeh wynikajacych gtdwnie
z mozliwosci wyksztatcania odpornosci na te srodki u owaddw. Wprowadzajac w te
zagadnienia opisano najpierw znaczenie bioinsektycydéw B. thuringiensts dla ochro-
ny roslin, a nastepnie mechanizm ich dziatania na owady wrazliwe oraz klasyfikacje
genéw toksyn biatkowych, produkowanych przez te bakterie.

1.1. Znaczenie bioinsektycydéw B. thuringiensts dla ochrony roélin

Wymieniona bakteria odkryta na poczatku dwudziestego wieku, najpierw opisa-
naw 1901 r. przez bakteriologa japonskiego (2) z chorych gasienic jedwabnika mor-
wowego (Bombyx mori), a nastepnie dekade po6zniej przez Berlinera (3,4) w Niem-
czech z chorych gasienic mklika macznego (Anagasta kuehniella), jak sie okazato,
stata sie wazng alternatywg w stosunku do konwencjonalnych insektycydéw. Bioin-
sektycydy oparte na B. thuringiensis zalicza sie do najbardziej selektywnych sposréd
znanych obecnie srodkéw owadobojczych i jednoczesnie bezpiecznych dla cztowie-
ka i zwierzat. Nie przewiduje sie dla nich okresu karencji (okres miedzy zabiegiem
a zbiorem), moga by¢ zatem stosowane do dnia zbioru plonéw. W zwigzku z tymi
wiasciwosciami, bioinsektycydy B. thuringiensis sg zalecane do kontroli owadéw na
terenach rekreacyjnych, w poblizu zbiornikéw wodnych, w parkach narodowych.
Wymienione insektycydy sg rowniez szeroko stosowane do zwalczania wektorow
choréb cztowieka i zwierzat.

W ciggu ostatnich dwudziestu pieciu lat nastgpit wyrazny postep w stosowaniu
omawianych bioinsektycydéw w ochronie upraw rolniczych, warzywniczych, sadow-
niczych, w higienie sanitarnej i weterynaryjnej, a zwaszcza w ochronie laséw, gdzie
zuzywa sie obecnie 60-70% Swiatowej produkcji (5). Analizujac warto$¢ sprzedawa-
nych kazdego roku na $wiecie biopestycyddw (gtéwnie bioinsektycydéw, w ktérych
udziat srodkéw opartych na B. thuringiensis wynosi okoto 80%) oszacowano, ze w la-
tach 1990-1994 nastapit okoto 3-krotny wzrost wartosci sprzedazy tych Srodkow,
chociaz w dalszym ciagu stanowito to okoto 1% ogdlnej wartosci Srodkéw ochrony
roélin (6,7). Faktyczny wzrost udziatu bioinsektycyddw w ochronie ro$lin jest nieco
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wiekszy niz to wynika z podanych wartosci, gdyz w ostatnich latach wprowadzono
do stosowania na znaczng skale tansze biopreparaty, np. Foray.

Przewiduje sie dalszy, znaczacy wzrost udziatu bioinsektycydow, zwiaszcza za-
wierajacych toksyny B. thuringiensis, na rynku Swiatowym (7). Wynika to m. in. ze
stopniowego ograniczania stosowania insektycydéw chemicznych. Zgodnie z przy-
jetg na poczatku lat 90. w wielu krajach (w tym réwniez i w Polsce) procedurg (opra-
cowang przez OECD - Organizacje Wspdtpracy Gospodarczej i Rozwoju), dotych-
czas stosowane $rodki chemiczne starszej generacji powinny by¢ od nowa przeba-
dane pod katem oceny ryzyka zagrozenia dla Srodowiska i ponownie rejestrowane,
jednoczesnie zwiekszono wymagania rejestracyjne i zakres badan réwniez w sto-
sunku do nowo wprowadzanych $rodkdw chemicznych. Przewiduje sig, ze te zwie-
kszone wymagania spowodujg zmniejszenie sie rynku tych srodkéw. W zwigzku
z przyjeciem procedury ponownej rejestracji srodkow juz stosowanych, cze$¢ z nich
zostata wycofana, gdyz nie sprostata nowym wymaganiom. Ponadto prace poszuki-
wawcze, rozwojowe i wdrozeniowe nowych insektycydéw sa drozsze, poniewaz
zwiekszenie wymagan rejestracyjnych pocigga za sobg zwiekszenie wydatkow na
odpowiednie badania. W rezultacie mniej nowych $rodkéw chemicznych wprowa-
dza sie na rynek pestycydowy, a ich miejsce wypetniajg biopestycydy. Do rozwoju
biopestycydéw przyczynito sie réwniez wdrazanie integrowanych programéw o-
chrony roélin, w ktorych przewiduje sie stosowanie wzajemnie sie uzupetniajagcych
chemicznych, biologicznych i innych metod ochrony.

Wzrost udziatu bioinsektycydéw B. thuringiensis w ochronie ro$lin wigze sie prze-
de wszystkim z postepem, prowadzonych na skale Swiatowa, interdyscyplinarnych
prac badawczych nad toksynami biatkowymi produkowanymi przez te bakterie. Ba-
dania te majg na celu zardwno aspekt teoretyczny, jak i praktyczny, polegajacy na
opracowaniu i wdrozeniu nowych strategii kontroli owaddw. Zastosowanie w latach
osiemdziesigtych naszego stulecia nowych technik badawczych, zwitaszcza inzynie-
rii genetycznej, doprowadzito do istotnego rozszerzenia wiedzy w zakresie struktu-
ry i mechanizmu dziatania toksyn B. thuringiensis (chociaz wiele zagadnieh wymaga
dalszych badan), natomiast badania w latach dziewiecdziesigtych pozwolity na zro-
zumienie oddziatywania wymienionych toksyn na naturalne $rodowisko, co stwo-
rzyto podstawy do opracowania strategii kontroli owaddw, ktore sg efektywne i jed-
noczes$nie bezpieczne dla srodowiska.

1.2. Mechanizm dziatania B. thuringiensis na owady

Bakteria B. thuringiensis syntetyzuje podczas sporulacji krystaliczne inkluzje
sktadajgce sie z jednego lub wielu biatek. W wiekszosci przypadkéw biatka te charak-
teryzujg sie aktywnos$cig w stosunku do niektérych gatunkéw owaddéw. Specyficznos$é
dziatania krysztatéw biatkow>'ch wynika z wystepowania odpowiednich receptorow
wiazacych te toksyny tylko u niektorych gatunkéw owadéw. Po zjedzeniu przez wra-
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zliwego owada krysztatdw biatkowych B. thuringiensis nastepuje ich rozpuszczenie
w atkaiicznej tresci Jetita srodkowego i uwolnienie toksyn owadobdjczych o charakte-
rze biatek, tzw. deltaendotoksyn o masie czasteczkowej od 27 do 400 kilodaltonéw
(kDa). Najczesciej tych toksyn jest kilka i w miare postepu prac badawczych wykrywa
sie coraz to inne, nowe toksyny. Wiele z tych substancji ma charakter protoksyn.
Uwolnione toksyny biatkowe i protoksyny ulegajg nastepnie, w jelicie srodkowym
owaddw, proteolitycznej przemianie do mniejszych jednostek biatkowych - polipep-
tydéw. Te uaktywnione toksyny wchodzg n-astepnie w nieodwracatng interakcje z od-
powiednimi receptorami biatkowymi, wystepujgcymi w btonach komérek nabtonka je-
tita Srodkowego owaddw wrazliwych, co wywotuje paraliz jelita i zaprzestanie zero-
wania (8,9). Potgczone z odpowiednimi receptorami, uaktywnione toksyny powodujg
powstanie otworow (por) w btonie komorek nabtonka jetita srodkowego (10). Naste-
puje zaktdcenie réwnowagi osmotycznej i zaburzenie w przewodzeniu pierwiastkow,
co prowadzi do pecznienia komorek i ich zanikania. W przypadku tacznego oddziatywa-
nia na owady spor i krysztatow biatkowych, pewna role odgrywajg rowniez spory, kto-
re namnazajac sie w organizmie larw powodujg $miertelng dla nich septicemie.

Przyjmuje sig, ze kluczem okreslajagcym wysoka specyficznosc toksyn biatkowych
B. thuringiensis jest ich wigzanie do odpowiednich receptorow bton komodrek na-
btonka jelita sSrodkowego owaddw. Owady poszczegélnych rzedéw, a nawet gatun-
kéw, maja specyficzne receptory dla odpowiednich toksyn B. thuringiensis. Stad wy-
nika wysoka selektywno$¢ ich dziatania.

1.3. Klasyfikacja genéw toksyn biatkowych B. thuringiensis

W badaniach wykonanych w ostatnich dwudziestu latach wykazano, ze gatunek
B. thuringiensis obejmuje szerokie i réznorodne rodziny biatek o dziataniu owadobdj-
czym. Ukazaly sie liczne publikacje dotyczace identyfikacji toksyn biatkowych i ich
gendw. Powstat problem ujednolicenia nazewnictwa, gdyz autorzy uzywali r6znych
oznaczen w odniesieniu do tych samych gendw. Propozycje nazewnictwa i schemat
klasyfikacji krysztatdw biatkowych i ich genéw na bazie struktury wydedukowanej
z sekwencji DNA, z uwzglednieniem zakresu gospodarzy opracowali Hofte i Whiteley
(11), wykorzystujac opisane w literaturze sekwencje nukleotydowe dla ponad 40 ge-
now krysztatdw biatkowych B. thuringiensis. Wiele z tych sekwencji jest identycznych,
lub prawie identycznych i reprezentuje ten sam gen, lub warianty tego samego genu.
Biorac to pod uwage wyodrebniono 14 typow gendw krysztatow biatkowych B. thu-
ringiensis na podstawie danych dotyczacych szczepow bakterii aktywnych wobec ko-
marow. Wiele danych wskazuje, ze 13 z nich, tzw. geny ,,Gry” {Crystal proteins) cha-
rakteryzujg rodziny biatlek owadobdjczych. Te 13 typow gendw krysztatow biatko-
wych obejmuje 4 gtowne kiasy: Gry I, Gry Il, Gry lll, Gry IV i wiele podklas utworzo-
nych na podstawie zaréwno strukturalnego podobienstwa, jak i spektrum aktywnosci
owadobojczej. Wymienione 4 gtdwne klasy gendw krysztatdw biatkowych sg odpo-
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wiedzialne za specyficzne dziatanie w odniesieniu do owadow z nastepujacych rze-
dow: Cry | - Lepidoptera, Cry Il - Lepidoptera i Diptera, Cry Ill - Coleoptera, Cry IV -
Diptera. Zaproponowano (12) dodanie V klasy genéw - Cry V dla toksyn o masie
czasteczkowej 81 kDa, aktywnych wobec Lepidoptera i Coleoptera oraz Cry VI, Cry VI
- dla genow toksyn biatkowych, ktére nie sg jeszcze wykryte. Tak zatem zapropono-
wany system nazewnictwa moze by¢ uzupetniany w miare wykrywania nowych
szczepOw, produkujacych podobne toksyny biatkowe. Czternasty typ gendéw krysz-
tatéw biatkowych B. thuringiensis nie zostat nazwany ,,Cry”, lecz ,,Cyt”, gdyz obejmuje
on krysztaty nie wykazujgce dziatania owadobdjczego. Sekwencje DNA genéw ko-
dujacych nietoksyczne dla owadow biatka oraz ich relacje z genami krysztatow
biatkowych juz opisanych nie sg dotychczas znane. Znany jest natomiast jeden gen
krysztatdw biatkowych B. thuringiensis subsp. izraelensis, kodujacy biatko o masie
czasteczkowej 27 kDa, ktdre wykazuje cytolityczng aktywnosé wobec komdrek bez-
kregowcdw i kregowcdw. Gen ten rézni sie catkowicie od genéw ,,Cry”. Na tej pod-
stawie zaproponowano (11) oznaczenie ,,Cyt A" dla genéw kodujacych biatko 27 kDa.

2. Perspektywy

Wspomniano juz, ze prowadzone w szerokim zakresie badania doprowadzity do
opracowania nowych strategii kontroli owaddw za pomocg toksyn produkowanych
przez bakterie B. thuringiensis. Te nowe strategie polegajg na stosowaniu bioinsekty-
cyddw o zwiekszonej aktywnosci owadobdjczej oraz na uprawie roslin transgenicz-
nych produkujacych toksyczne biatka tzw. endotoksyny B. thuringiensis.

2.1. Stosowanie bioinsektycydéw o zwiekszonej aktywnosci owadobodjczej

Bioinsektycydy o zwiekszonej aktywnosci owadobdjczej uzyskuje sie przez po-
szukiwanie w naturze metodami tradycyjnymi nowych, bardziej aktywnych szcze-
pow bakterii, specyficznie dziatajagcych na rdézne gatunki owaddw szkodliwych,
przez ulepszanie znanych szczepdw technikami nierekombinacyjnymi (koniugacja),
przez ulepszanie znanych szczepow technikami inzynierii genetycznej (technologia
rekombinacji DNA), lub przez stosowanie specjalnych formulacji o wysokiej zawar-
tosci sktadnika biologicznie czynnego.

2.1.1. Poszukiwanie w naturze nowych szczepow bakterii specyficznie dziatajacych
na rézne gatunki owadéw szkodliwych

Znane obecnie szczepy B. thuringiensis, nalezace do ponad 30 podgatunkéw, sg
aktywne wobec owadow z rzedow: Lepidoptera, Diptera i Coleoptera. Aktywnos$¢ bio-
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preparatow zalezy nie tylko od podgatunku bakterii uzytej do produkcji, ale row-
niez od poszczeg6lnych szczepdw, czy izolatdw. W zwigzku z tym poszukuje sie
nieustannie nowych, bardziej aktywnych szczepéw B. thuringiensis w stosunku do
roznych gatunkdéw owaddw. W latach siedemdziesiatych wykryto, np. szczep HD-1
var. kurstaki, charakteryzujacy sie wyzsza aktywnos$cig owadobdjcza od znanych
w tym czasie izolatow. jest on powszechnie wykorzystywany do chwili obecnej
w biopreparatach handlowych typu Dipel, Thuricidae i przeznaczonych do ograni-
czania liczebnosci gasienic motyli. W 1981 r. wyodrebniono z gasienic wylogowki
Choristoneura fumiferana Ciem. nowy izolat NRD-12 var. kurstaki, ktory zostat wpro-
wadzony do USDA kolekcji kultur 6. thuringiensis pod numerem HD-945 (13). Posiada
on charakterystyke serologiczng identyczng jak szczep HD-1. Jego aktywnos$¢ prze-
ciwko gasienicom sowki kapuscianej {Trichoplusio ni Hbn) jest zblizona do HD-1, ale
jest on bardziej aktywny przeciwko gasienicom stonecznicy tytoniowej (Heliothis vi-
rescens F.), wytogowki Ch. fumiferana i brudnicy nieparki (Lymantria dispar L.). Szczep
ten miat zastgpi¢ izolat HD-1, stosowany dotychczas w preparatach handlowych
przeciwko gasienicom motyli, ale nie we wszystkich przypadkach jego lepsza aktyw-
no$¢ potwierdzita sie w warunkach terenowych.

Poszukuje sie rowniez nowych szczepdw B. thuringiensis aktywnych wobec ga-
tunkéw owaddéw i innych szkodliwych organizméw, ktére nie byly dotychczas kon-
trolowane za ich pomoca. W ostatnich latach w USA i Japonii wykryto wiele nowych
izolatéw , ktore beda wykorzystane do ograniczania liczebnosci owaddéw z rzedow
Hymenoptera (zwhaszcza mrdwek), Homoptera (mszyc), Orthoptera (karaczandw) i in.
(14). Wykryto réwniez szczepy aktywne wobec nicieni (Nematoda) pasozytujgcych na
rodlinach i zwierzetach, patogenicznych pierwotniakdw (Protozoa), pasozytniczej
motylicy watrobowej (Trematoda) zwierzat oraz przeciwko roztoczom (Acarina).

W firmie Mycogen Corporation, np. w ostatnich latach sklonowano i zsekwen-
cjonowano ponad 40 gendéw kodujacych szeroka game toksyn B. thuringiensis (14);
bedg one wykorzystane do produkcji nowych bioinsektycydoéw. Wykryto takze nowe
szczepy B. thuringiensis aktywne wobec larw Coleoptera (groznych szkodnikdw syste-
mow korzeniowych roslin), wiaczajac larwy Diabrotica sp., popilii japonskiej (Popilia
Japonico Newman) i innych gatunkéw. W Japonii wyizolowano takze nowy szczep
B. thuringiensis nazwany Buibui, dziatajacy na larwy zukowatych (Coleoptera; Scaraba-
eidae) roznych gatunkéw uszkadzajgcych systemy korzeniowe, jak Anomala cuprea
Hope, A. albopilosa Hope, A. rufocuprea Motschulsky, A. daimiana Harold, A. schonfel-
dti Ohaus, popilia japoniska, Mimela splendens Gyllenhal, Blitopertha orientalis Water-
hoLis, ale nieaktywny wobec stonkowatych (Coleoptera; Chrysomelidae), jak stonka
ziemniaczana (Leptinotarsa decemlineata Say) i Chrysolina aurichalcea Mannerheim
(15). Szczep ten nie jest aktywny wobec pedrakéw chrabaszcza majowego (Melolon-
tha melolontha L.) i chrabgszcza kasztanowca (Melolontha hippocastani F.) wyste-
pujacych w Polsce i innych krajach europejskich.
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2.1.2. Ulepszanie znanych szczepéw metodami nierekombinacyjnymi (koniugacja)
i rekombinacyjnymi technikami inzynierii genetycznej (rekombinacja DNA)

Wazng cechg ograniczajgcg stosowanie bioinsektycyddw B. thuringiensis jest sto-
sunkowo waski zakres ich dziatania, czyli zakres gospodarzy, dla ktérych sg one tok-
syczne. Prowadzi si¢ zatem badania nad rozszerzeniem zakresu aktywnosci szczepow,
na ktérych oparte sg handlowe biopreparaty, wprowadzajac do nich nowe, dodatko-
we geny krysztatow biatkowych o innej specyficznosci dziatania. Osigga sie to przez
koniugacje plazmidéw z innych szczepow (zjawisko polegajace na przekazywaniu
materialu genetycznego z komorki dawcy do komorki biorcy), lub bezposrednig
transformacje genow krysztatow biatkowych, klonowanych w replikonie (16). Sto-
sujac wymienione nierekombinacyjne techniki wytworzono nie istniejagce w przyro-
dzie szczepy B. thuringiensis kodujace toksyny biatkowe, ktdre s aktywne wobec r6z-
nych gatunkéw owadow. W ten spos6b powstaty bioinsektycydy firmy Ecogen (USA),
stosowane w praktyce (niektére réwniez w Polsce), takie jak Condor, zawierajacy
specyficznie dziatajace toksyny biatkowe wobec wytogowki Ch. funiiferana i brudnicy
nieparki, Ecotech bedacy transkoniugantem B. thuringiensis aizawai x B. thuringiensis
kurstaki i Foil, ktory jest toksyczny wobec gasienic motyli i larw chrzaszczy.

Innym problemem, zwigzanym z biopreparatami B. thuringiensis, jest ich ograni-
czona stabilno$¢ i krétkotrwatosé dziatania w warunkach terenowych. Wykorzy-
stujgc technologie rekombinacji DNA z zastosowaniem tzw. systemu ,,Celi cap” fir-
ma Mycogen (USA) opracowata i wprowadzita na rynek bioinsektycydy o wiekszej
trwatosci dziatania. System ten polega na wszczepieniu gendw biatek krystalicznych
B. thuringiensis do komorek niepatogenicznej bakterii Pseudomonas fluorescens (17).
Podczas sporulacji bakterie te produkujg toksyczne biatko B. thuringiensis wewnatrz
wiasnych komorek. Nastepnie komorki bakterii sg zabijane za pomoca czynnikéw
termicznych i chemicznych w taki sposdb, by nie naruszy¢ znajdujacej sie w komor-
ce biotoksyny. Proces ten utwardza jednoczesnie i usztywnia btone komdérkowa za-
bitych bakterii P. fluorescens, ktéra stuzy jako ochronna, biologiczna mikrokapsuta
dla deltaendotoksyny. Na rynku znajdujg sie trzy biopreparaty o przedtuzonym
okresie dziatania, opracowane wedtug opisanego systemu: M-TRAK - przeciwko
larwom chrzaszczy, MVP - przeciwko gasienicom motyli i M-PERIL - przeciwko
omacnicy prosowiance (Ostinia nubilalis L.).

Rekombinacyjne techniki zostaty réwniez zastosowane do wprowadzenia genow
krysztatow biatkowych B. thuringiensis do mikroorganizmoéw zwiazanych z roslinami,
ktore chcemy chroni¢ przed owadami. Na uwage zastuguje zarejestrowanie w 1993 r.
w USA przez firme Crop Genetic International nowego bioinsektycydu Incide. Bioin-
sektycyd ten jest oparty na bakterii Clavibacter xyli var. cynodontis, bedgcej endofitem
kukurydzy. Do bakterii tej wprowadzono gen endotoksyny B. thuringiensis specyficz-
nie dziatajacy na najgrozniejszego szkodnika kukurydzy - omacnice prosowianke.
Wymieniony endofit szybko zasiedla korzenie, todygi i liscie kukurydzy, gdzie pozo-
staje przez cate zycie rosliny chroniac jg przed omacnica.
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2.1.3. Stosowanie formulacji o wysokiej koncentracji toksyn biatkowych

Stosowanie formulacji o wysokiej koncentracji toksyn biatkowych bez rozcien-
Czania, przy uzyciu aparatury dajacej krople o $rednicy 50 pm powoduje, ze owady
zaprzestajg zerowania juz po pobraniu pierwszego ,,kesa” traktowanych roslin. Sto-
sowanie wymienionych formulacji zmniejsza istotnie zery powodowane przez owa-
dy w poréwnaniu do formulacji o nizszej koncentracji. W tym ostatnim przypadku
owady muszg zerowac przez pewien czas, by pobra¢ odpowiednig dawke toksyn.
Przyktadem biopreparatu B. thuringiensis o podwyzszonej aktywnosci owadobdjczej
jest stosowany w lesnictwie Foray 02.2 UL o aktywno$ci minimum 11,3 BIU/1 (bilio-
now jednostek miedzynarodowych/l), co przy stosowaniu 2-4 l/ha daje 22,6-45,2
BlU/ha. Drugim takim bioinsektycydem, stosowanym rowniez w Polsce jest Ecotech
Pro 07.5 OF, ktorego aktywnos$¢ wynosi 24 BIU/L, co przy stosowaniu 1,6 I/ha daje
aktywnos¢ 36 BlU/ha. Wczeshiej stosowane w ochronie lasu biopreparaty B. thurin-
giensis, jak np. Bactospeine, zawieraty 6-8,5 BIU/L, co przy stosowaniu, np. 2 I/ha
(w 50 | wody) dawato 12-17 BiU/ha.

2.2. Uprawa roélin transgenicznych produkujacych endotoksyny B. thurin-
giensis

Nowym, dynamicznie rozwijajgcym sie kierunkiem kontroli owaddw jest wpro-
wadzenie do uprawy roslin transgenicznych, produkujacych toksyny biatkowe
B. thuringiensis. Osiggniecia inzynierii genetycznej pozwalajg na wyhodowanie
odmian ro$lin majacych jeden, lub kilka genéw odpornosci na jeden lub kilka
czynnikéw. Obecnie sg juz w uprawie w niektérych krajach rosliny transgeniczne
tzw. pierwszej generacji, majace pojedyncze geny odpornosci. Na przyktad firma
Monsanto wprowadzita w 1996 r. w USA do obrotu handlowego odmiane ziem-
niaka Newleaf, odporng na stonke ziemniaczang oraz odmiany bawetny Bollgard
i kukurydzy Yieldgard, odporne na gasienice motyli i larwy chrzaszczy. Wprowa-
dza sie do uprawy dalsze gatunki roslin transgenicznych produkujacych toksycz-
ne biatko B. thuringiensis, w tym rosliny drzewiaste, jak jabton, $liwa, brzoza, to-
pola i in.

Powierzchnia uprawy roélin transgenicznych zawierajgcych nie tylko geny od-
pornosci na owady, ale rowniez geny odpowiedzialne za wysokie plony i inne ko-
rzystne cechy uzytkowe wzrasta na $wiecie w szybkim tempie; w 1996 r. wynosita
2,8 min ha, w 1997 r. - 12,8 min ha, a w 1998 r. - 30,5 min ha (18). W 1998 r. ro-
$liny transgeniczne uprawiano na najwiekszych powierzchniach w USA (24,8 min
ha), Argentynie (4 min ha) i Kanadzie (1,46 min ha), natomiast w krajach europej-
skich uprawiano je na tgcznej powierzchni 25 tys. ha, w tym w Fliszpanii - 22 tys.
ha, Francji - na 2 tys. ha oraz w Niemczech (facznie z innymi krajami) - na ! tys.
ha (18).
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Transgeniczne rosliny wytwarzajace toksyczne dla owadow biatko B. thuringien-
sis, stosowane na szerszg skale, spowodujg ograniczenie zuzycia chemicznych in-
sektycydow o szerokim spektrum dziatania.

3. Ograniczenia

Gtéwnymi czynnikami ograniczajacymi szerokie wykorzystanie biopreparatéw
B. thuringiensis w ochronie rostin byly: zbyt krotkotrwate dziatanie na lisciach opry-
skanych rodlin (ulegaty one szybkiej degradacji pod wptywem promieni UV, wilgoci,
temperatury i innych czynnikéw Srodowiska), brak odpowiednich szczepéw dzia-
fajacych na szkodliwe owady z innych rzedow niz Lepidoptera, Diptera i Coleoptera.
Obecnie, dzieki rozwojowi biotechnologii, wytworzono bioinsektycydy o wiekszej
trwatosci dziatania (M-Trak, M-Peril), znaleziono réwniez wiele szczepéw B. thurin-
giensis, ktore charakteryzuja sie aktywnoscig w odniesieniu do owadow nalezacych
do réznych rzedow, a takze w odniesieniu do roztoczy i innych organizmoéw szko-
dliwych z gospodarczego punktu widzenia.

Majac na uwadze racjonalne stosowanie nowej generacji bioinsektycydéw B. thu-
ringiensis oraz dtugotrwate uzytkowanie roslin transgenicznych wytwarzajacych en-
dotoksyny nalezy zdawaé sobie sprawe z mozliwosci wyksztatcenia odpornosci u o-
waddéw na omawiane biotoksyny, podobnie jak na insektycydy chemiczne. W ciggu
okoto trzydziestu lat stosowania bioinsektycydéw B. thuringiensis nie notowano przy-
padkdw wyksztatcenia odpornosci u owadéw w warunkach terenowych. Wydawato
sie zatem, ze nie jest moztiwe wyksztatcenie odpornosci na te bioinsektycydy ze
wzgledu na ztozony mechanizm ich dziatania i matg trwato$¢ na lisciach traktowa-
nych roslin. Na przetomie lat osiemdziesigtych i dziewieédziesiatych wykryto jednak
odporno$¢ na B. thuringiensis w warunkach terenowych. Dotyczyta ona szkodnika
magazynowego - omacnicy spichrzanki (Plodia interpunctella Hbn.) w USA (19,20)
i szkodnika upraw polowych - tantnisia krzyzowiaczka (Plutella xylostello L.), po-
czatkowo na jednej farmie na Hawajach, a nastepnie na innych farmach na Filipi-
nach, Tajlandii, Malezji, Florydzie i wJaponii (21). Potencjat genetyczny do rozwoju
odpornosci stwierdzono takze u lisciozernych szkodnikéw lesnych, jak brudnica
nieparka (Lymantria dispar L) w USA i wylogéwka Ch. fumiferana w Kanadzie.

W badaniach prowadzonych w USA (22) zaobserwowano istotne réznice w od-
pornosci na B. thuringiensis wéréd naturalnych populacji brudnicy nieparki. Na pod-
stawie uzyskanych wynikéw badan przypuszcza sie, ze byto to spowodowane r6zng
zywotnoscig (wigorem), czyli réznymi mozliwosciami wzrostu i rozwoju. Autorzy
thumacza te zmienno$¢ we wrazliwosci réznicami w zaopatrzeniu jaj (z ktérych wy-
legaty sie larwy) w substancje zapasowe, jaja sktadane jako pierwsze zawieraty wie-
cej substancji zapasowych, a wylegajace sie z nich larwy szybciej sie rozwijaty, byty
bardziej zywotne i mniej wrazliwe na B. thuringiensis. Na podstawie przeprowadzo-
nych badan wskazuje sie na mozliwo$¢ wyselekcjonowania, przy dostatecznie duzej
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presji selekcyjnej, odpornych populacji brudnicy nieparki. Autorzy dochodzg do
whniosku, ze odporniejsze genotypy beda faworyzowane, gdyz one sg rowniez bar-
dziej zywotne.

Z badan przeprowadzonych w Kanadzie (23) wynika, ze populacje naturalne
wylogowki Ch. fumiferana majg réwniez potencjat genetyczny do wyksztatcenia od-
pornosci na B. timringiensis subsp. kurstaki. W wymienionych badaniach stwierdzono
duze zrdéznicowanie wrazliwosci larw (nawet 10-krotne) pochodzacych od poszcze-
gblnych samic w ramach jednej populacji. Wyniki sugeruja, ze ta zréznicowana wra-
zliwos¢ jest w duzym stopniu uwarunkowana genetycznie.

Nalezy podkresli¢, ze stwierdzone przypadki odpornosci na bioinsektycydy bak-
teryjne u owad6éw w warunkach terenowych byly zwigzane z silng presja selekcyjna,
wywierana na populacje znajdujace sie w izolacji i o krétkim okresie rozwoju.
Z silng presja selekcyjng mamy do czynienia w przypadku roslin transgenicznych,
produkujacych okreslone, pojedyncze toksyny biatkowe. Taka permanentna presja
selekcyjna prowadzi do szybkiego rozwoju odpornosci. Totez zaobserwowano juz
w USA odpornos$¢ owaddéw z rzedu Lepidoptera na transgeniczne rosliny bawetny
produkujgce toksyczne biatko B. thuringiensis (24). W warunkach selekcji laboratoryj-
nej uzyskano do roku 1994 odporne populacje co najmniej u dziesieciu gatunkdéw
owaddw z nastepujacych rzeddw: Lepidoptera, Coleoptera, i Diptera, w tym u stonki
ziemniaczanej.

4. Podsumowanie

Mozna przewidywaé, ze stosowanie toksyn B. thuringiensis bedzie wzrastad,
zwiaszcza w ochronie laséw. Wynika to z faktu wykrywania coraz to nowych, aktyw-
niejszych toksyn o innym spektrum dziatania, jak i ulepszania znanych bioinsektycy-
déw za pomoca metod inzynierii genetycznej oraz opracowania lepszych, o zwie-
kszonej aktywnosci, form uzytkowych. Ponadto opracowanie transgenicznych roslin
uprawnych najwazniejszych z ekonomicznego punktu widzenia gatunkdw, jak soja,
bawetna, kukurydza i in., wytwarzajacych toksyczne dla owad6éw biatko ograniczy,
a w niektérych przypadkach wyeliminuje stosowanie $rodkéw chemicznych.

Powstawanie odpornosci u owadéw na omawiane bioinsektycydy jest mozliwe,
podobnie jak na insektycydy chemiczne. Niebezpieczenstwo szybkiego powstawa-
nia odpornosci u owaddéw dotyczy w pierwszej kolejnosci roslin transgenicznych,
ktére majg pojedyncze geny kodujgce toksyczne biatko B. thuringiensis. Wprowadza
sie zatem rosliny transgeniczne tzw. drugiej generacji, zawierajace dwa lub wiecej
gendéw kodujacych toksyczne biatka o roznej specyficznosci dziatania.

Poznanie biochemicznych, fizjologicznych i genetycznych mechanizméw odpor-
nosci na toksyny B. thuringiensis pozwala na opracowanie strategii przeciwdziatania
lub op6znienia powstawania odpornosci. Ogélne zasady tej strategii sg podobne do
tych, jakie obowigzujg przy insektycydach chemicznych i polegajg na racjonalnym
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stosowaniu tych srodkéw, m.in. w rotacji z innymi Srodkami biologicznymi, lub che-
micznymi. Przestrzeganie tych zasad zadecyduje o okresie stosowania omawianych
strategii kontroli owaddw szkodliwych z gospodarczego punktu widzenia.

Mozna sadzi¢, ze dalsze intensywne badania nad mechanizmami dziatania tok-

syn B. thuringiensis, jak i mechanizmami odpornosci u owad6éw przyczynia sie do
znalezienia skutecznego rozwigzania, zapobiegajgcego rozwojowi odpornych popu-
lacji owaddw.
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