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1. Wprowadzenie. 2. Chorobotworczos¢ B. thuringiensis dla bezkregowcéw i jej uwarunkowanie. 3. Chorobotworczos¢ B. thuringiensis
dla kregowcow. 4. B. thuringiensis w zwalczaniu szkodnikéw upraw roélin. 5. Podsumowanie

The usage of Bacillus thuringiensis for bioinsecticide production

Abstract: Bacillus thuringiensis is a bacterium that produces crystal inclusions during sporulation. The protein crystals of Cry toxins are
active against insect pests but not against non-target organisms. The activity of Cry proteins makes the B. thuringiensis crystalline toxins
useful in producing pesticides containing crystals and spores. The toxicity of B. thuringiensis for insects is also determined by substances
synthetized during the vegetative stage of bacteria growth: Sip protein, chitinase or Vip protein. Some B. thuringiensis strains produce
virulence agents that affect vertebrates. Enterotoxin or B-exotoxin could be responsible for harmful impact on human health, therefore
insecticides should not contain bacterial spores.

1. Introduction. 2. The pathogenicity of Bacillus thuringiensis for invertebrates and its determination. 3. The pathogenicity of B. thurin-

giensis for vertebrates. 4. B. thuringiensis in plant protection against pests. 5. Summary
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1. Wprowadzenie

Gatunek B. thuringiensis obejmuje chemoorgano-
heterotroficzne Gram-dodatnie laseczki wytwarzajace
endspory. Bakterie zostaly odkryte w materiale pobra-
nym od larw Bombyx mori (jedwabnik morowy) przez
Ishawata w Japonii w 1901 r. Nazwa gatunkowa
zostala wprowadzona przez Berlinera dlalaseczek
wyhodowanych z gasienic Ephestia kithniella (mklik
maczny) w Turyngii w 1911 r. [52].

Szczepy B. thuringiensis czgsto byly izolowane z gleby,
wody, padlych owadéw i powierzchni roslin [72].
Martini Travers [53] wyosobnili B. thuringiensis
z probek gleby zebranych we Wschodniej Azji, Nowej
Zelandii, Afryki, Ameryki Poludniowej i Europie. Duza
liczbe B. thuringiensis stwierdzono w materiale pobra-
nym z magazynowanego zboza i maki oraz w pyle
powstajacym podczas mlenia kukurydzy. Bakterie
B. thuringiensis wyhodowano takze z gniazd ptakow
i nietoperzy oraz wody pobranej ze stawu [9]. Szczepy
B. thuringiensis obecne byty réwniez w kurzu, pajeczy-
nie, wymazach pobranych z powierzchni $cian budyn-
kéw oraz w odchodach ptakow [54] i z przewoddw
pokarmowych ssakow [75].

Pod wzgledem fenotypowym i genetycznym B. thu-
ringiensis wykazuje wysokie podobienstwo z B. cereus
i B. mycoides. W roznicowaniu B. cereus i B. thuringiensis
stwierdzono uzyteczno$¢ metod molekularnych opar-
tych na analizie sekwencji genéw 16S rRNA, 23S rRNA
i gyrB [4, 49]. Cecha wyrdzniajaca B. thuringiensis od

blisko spokrewnionych gatunkdéw jest zdolnos¢ syntezy
biatkowych toksyn krystalicznych Cry i Cyt o aktyw-
nosci owadobdjczej [37, 65]. Toksyny B. thuringiensis
sg aktywne dla niektorych owadow z rzedu Lepidoptera
(motyle), Diptera (muchéwki), Coleoptera (chrzaszcze),
a takze Hymenotptera (blonkoskrzydle), Homoptera
(réwnoskrzydle), Orthoptera (prostoskrzydle) i Mallo-
phaga (wszoly). Ponadto, biatka Cry moga by¢ toksyczne
dla niektdrych nicieni, roztoczy i pierwotniakow [67].
B. thuringiensis powoduje zakazenie przewodu pokar-
mowego bezkregowcow. Na skutek dziatania biatek
krystalicznych dochodzi do paralizu ukladu pokarmo-
wego badz paralizu ogélnego, larwa owada zaprzestaje
zerowad i zamiera [72].

2. Chorobotworczos¢ B. thuringiensis
dla bezkregowcow i jej uwarunkowanie

Bakterie B. thuringiensis mogg by¢ chorobotworcze
dla niektérych owadéw, nicieni, roztoczy i pierwotnia-
kéw. Patogennos¢ tych bakterii uwarunkowana jest dzia-
taniem toksyn krystalicznych Cry i Cyt [79]. Ponadto,
szczepy B.thuringiensis moga takze wytwarza¢ inne
czynniki wirulencji dla bezkregowcow: biatka Vip [67],
B-egzotoksyna zwana turyngienzyng [15], proteina P20
[81], chitynaza [66] oraz proteiny Sip [24].

Podczas sporulacji w komorce bakteryjnej pow-
staje jeden lub kilka bialkowych krysztatéw zawieraja-
cych od 1 do 5 nieaktywnych form toksyn Cry i Cyt
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Rys. 1. Mechanizm dziatania toksyn Cry B. thuringiensis

Krysztaly (1) spozywane sg przez owada z pokarmem (2). W jelicie owada nastepuje rozpuszczenie krysztatéw biatkowych i uwolnienie

protoksyn (2a). Protoksyny ulegaja aktywacji do formy czynnej poprzez proteolityczne odciecie czesci taricucha aminokwasowego (2b).

Aktywne toksyny przylaczaja sie¢ do receptorow blon komoérek epitelialnych i zmieniaja konformacje¢ przestrzenna (2c). Bialka Cry
wbudowuja si¢ w bfony enterocytéw, oligomeryzujg i tworza kanaly (2d). W wyniku paralizu owad zamiera (3).

[3, 22]. Szczepy B. thuringiensis moga wytwarzac krysz-
taly o ksztalcie: dwupiramidowym, szesciennym, owal-
nym lub nieregularnym. Owadobdjcze dziatanie krysz-
tatu jest wyzsze niz toksycznos$¢ poszczegdlnych biatek
wchodzacych w jego sklad, co wskazuje na synergis-
tyczne dzialanie niektorych toksyn [38]. Staby anta-
gonizm zaobserwowano w przypadku toksyn Cryl1A
i Cry4B oraz Cryl1A i CytlA [38].

Toksyny Cry réznicuje si¢ na grupy o podobienstwie
sekwencji aminokwaséw wynoszacym co najmniej 45%.
W obrebie grup wyrdznia sie¢ podgrupy biatek o podo-
bienstwie sekwencji aminokwaséw réwnym 75 i 95%
[17]. Liczba poznanych grup toksyn Cry wynosi 60.
Wyrdznia sie takze 2 grupy biatek Cyt [18].

Stwierdzono toksyczne dziatanie biatek Cryl, Cry2,
Cry7, Cry8, Cry9, Cry15, Cry22, Cry32, Cry51 i Cry54
dla owadéw nalezacych do rzedu Lepidoptera, np.:
Lymantria dispar [62], Bombyx mori [79], Trichplusiani
[79, 83], Spodoptera littoralis [48], Plutella xylostella
[79] i Helicoverpa armigera [76]. Toksyny Cry nalezace
do grup 1, 2, 4, 7, 9, 10, 11, 16, 17, 19, 20, 21, 24, 25,
27, 29, 30, 32, 39, 40, 44, 47, 48, 49 i 54 s3 czynnikami
etiologicznymi zakazen u owadéw z rzedu Diptera, np.:
Aedes aegypti [7, 76], Anopheles stephensi, Culex pipens,
Culex quinquefesciatus [79, 83], i Chironomus tepperi
[38]. Wykazano takze aktywnos$¢ bdjcza Cryl, Cry3,
Cry7, Cry8, Cryl4, Cry18, Cry22, Cry23, Cry34, Cry35,
Cry36, Cry37, Cry43 i Cry55 dla Leptinotarsa decemli-
neata [11], Pyrrhalta luteola, Anomala cuprea i innych
owaddéw nalezacych do rzedu Coleoptera [79, 83].
Toksyna Cry5 jest patogenna dla szkodnikéw z rzedu
Hymenoptera: Diprion pini oraz Cephacia abietis [28].
Niektore biatka krystaliczne Cry sa rowniez bojcze dla
owaddéw z rzedu Hemiptera, Siphonoptera [79], Homo-
ptera, Ortoptera i Mallophaga [67]. Ponadto, wykazano,
ze niektdre biatka Cry moga by¢ toksyczne dla nicieni
[43, 58, 79] roztoczy i pierwotniakow [67].

W budowie toksyn Cry wyrdznia sie 3 domeny.
N-koncowa domena I zbudowana jest z 7 antyréwnole-
glych fancuchéw helis a. Centralna helisa a5 otoczona
jest przez pozostate. W sklad domeny II wchodza 3 anty-
réwnolegle struktury harmonijek 3 (B-sheets), kazda
polozona pod katem ok. 120° wzgledem pozostatych.
Domena II zawiera 3 antyréwnolegle struktury har-
monijek p utozonych warstwowo (B-sandwich). Biatko
Cyt zbudowane jest z pojedynczej domeny, w ktorej
2 helisy a otaczaja struktury B [22, 67].

Domena I, IT i ITI bialek Cry rozpoznaje specyficzny
receptor w blonie komdrek epitelialnych jelita srodko-
wego owada i wiaze si¢ do niego [21]. Domena I i III
biorg udzial w tworzeniu kanaléw w blonie komoérek
jelita owada [12, 22, 29, 67].

W jelicie srodkowym owada krysztal ulega rozpusz-
czeniu i nastepuje proteolityczna aktywacja protoksyn
do formy czynnej [48]. U owadow Lepidoptera i Diptera
enzymami proteolitycznymi sg proteazy serynowe, nato-
miast u owadoéw z rzedu Coleoptera proteazy cysteinowe
i asparaginowe. Po zwigzaniu si¢ toksyny z receptorem
blony komorki epitelialnej nastepuje zmiana konfor-
magcji czasteczek toksyn i ich wbudowanie w blong ko-
morek jelita [22]. W blonie, czasteczki biatek oligomery-
zujg i tworzg kanaly [29, 62]. Wykazano, ze receptorem
wigzacym Cry jest aminopeptydaza N [16], alkaliczna
fosfataza [61] lub bialko przypominajace kadheryne
(cadherin-like protein) [29]. U niektdrych owadow tok-
syny moga wigzac si¢ do bialka rabka szczoteczkowego
komorek nabtonka jelita BBMV (brush border mem-
brane vesicle protein) [28, 39]. W efekcie dochodzi do
zakltdcenia przepuszczalnosci blony ilizy komorek jelita
srodkowego owada [37]. Mechanizm dzialania biatka
Cry przedstawiono na rysunku 1.

Toksyny Cyt réznicuje sie na dwie grupy pod wzgle-
dem podobienstwa sekwencji aminokwasow [18]. Biatka
Cyt sa toksyczne dla owadéw z rzedu Diptera oraz moga
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powodowac¢ lize komoérek kregowcow [23]. Opisano
synergistyczny efekt dziatania toksyn Cyt i biatek owado-
béjczych Cry B. thuringiensis oraz B. sphaericus [23, 77].

Niektore biatka wytwarzane przez B. thuringiensis
wykazuja synergistyczne dzialanie wzgledem bialek
krystalicznych. Biatko P20 (20 kDa) stymuluje ekspresje
gendw crylAcicryl1A. Ponadto, stwierdzono, ze aktyw-
nos¢ toksyny CytlAa jest uzalezniona od obecnosci P20.
Przypuszcza sig, ze to bialko uczestniczy w tworzeniu
krysztatu [81]. Geny kodujace synteze P20 zlokalizo-
wane s3 w plazmidzie, podobnie jak geny warunkujace
synteze biatek krystalicznych [8].

Enzym chitynaza wykazuje dzialanie synergistyczne
wraz z biatlkami owadoboéjczymi B. thuringiensis w zwal-
czaniu Lymantria dyspar, Choristoneura fumiferana i Culi-
coides nubeculosus. Obok B. thuringiensis geny kodujace
synteze chitynazy stwierdzono miedzy innymi u Serratia
marcescens, Bacillus lentus i B. cereus. Przypuszcza sie, ze
chitynaza powodujac perforacje w blonie komorek jelita
umozliwia wejscie patogena do hemocelu owada [66].

Pomimo efektywnego owadobojczego dziatania bia-
tek krystalicznych, niektore szkodniki roslin nie sg wraz-
liwe na ich dziatanie. Przykladem jest Agrotis ipsilon,
powszechnie wystepujacy szkodnik wielu upraw, w tym
zbdz. Zwalczanie tego owada jest trudne, gdyz tylko sta-
dium larwalne jest wrazliwe na dzialanie insektycydow.
W walce z Agrotis ipsilon wykazano skuteczno$¢ bia-
tek Vip (vegetative insecticidal proteins) B. thuringien-
sis wytwarzanych podczas wegetatywnej fazy wzrostu
bakterii. Rowniez zwalczanie Trichoplusia ni, szkod-
nika warzyw, kwiatéw ozdobnych, tytoniu i bawelny,
mogloby by¢ skuteczne przy zastosowaniu biatka Vip3.
Stwierdzono wysoka aktywnos¢ tej toksyny dla larw T. ni
odpornych na dzialanie proteiny CrylAc wytwarzanej
przez roéliny transgeniczne, ktérymi zywig si¢ gasienice
owada [29]. Innymi szkodnikami wrazliwymi na dzia-
tanie Vip sa: Spodoptera frugiperda, Spodoptera exigua,
Heliothis virescens, Helicoverpa zea i Ephestia kiihniella.
Biatka Vip dzieli sie na trzy grupy na podstawie podo-
bienstwa sekwencji aminokwaséw [18]. Mechanizm
aktywnosci bojczej Vip nie zostal w pelni wyjasniony.
Sposéb dzialania tych toksyn rézni si¢ od biatek Cry,
dlatego Vip moga stanowi¢ alternatywe dla zwalczania
owaddw odpornych na dziatanie protein krystalicznych
[26]. Po aktywacji proteolitycznej biatka Vip wigza si¢ do
protein BBMYV jelita srodkowego owada. Wykazano, ze
toksyna Vip3A-G tworzy pory w blonach komérkowych
jelita, Vip3A-F nie ma takiej zdolnosci [51]. W wyniku
dziatania toksyn dochodzi do paralizu ukladu pokar-
mowego i lizy komdrek epitelialnych jelita srodkowego
owada. Szczep B. thuringiensis HD1, wykorzystywany
do produkeji srodkéw ochrony roslin, zawiera gen
kodujacy synteze Vip3A [56]. Geny kodujace synteze
biatek Vip sa obecne w plazmidach, ktére warunkuja
takze wytwarzanie toksyn Cry [3] lub w chromoso-
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mie [27]. Technika stosowang do wykrycia genéw vip
pozwalajaca réwniez na réznicowanie grup genow jest
PCR-RFLP [35].

Innym czynnikiem wirulencji B. thuringiensis dla
owaddw jest termostabilna B-egzotoksyna bedaca ana-
logiem ATP, hamujgca dzialanie polimerazy RNA zalez-
nej od DNA [68]. Ze wzgledu na toksyczne dziatanie
B-egzotoksyny w stosunku do kregowcdw, szczepy bak-
teryjne wykorzystywane do produkgji srodkéw ochrony
rodlin nie mogag wykazywa¢ zdolnosci jej syntezy [15,
34]. Obecnos¢ tej toksyny mozna wykry¢ testem immu-
noenzymatycznym ELISA [5]. Czasteczka egzotoksyny
zbudowana jest z reszty glukozy, adenozyny i kwasu ala-
rowego. Geny kodujace synteze i mechanizm sekrecji
toksyny typu I zlokalizowane sg w plazmidzie zawiera-
jacym réwniez geny bialek krystalicznych [25]. Ich eks-
presja jest cze$ciowo zalezna od sekwencji zawartych
w DNA chromosomalnym. Wykazano zaleznos¢ pomie-
dzy przynalezno$cig danego szczepu B. thuringiensis do
serowaru i zdolnoscig wytwarzania tych toksyn. Okolo
80% szczepow B. thuringiensis serowar thuringiensis i ok.
90% B. thuringiensis serowar darmstadiensis syntetyzuje
B-egzotoksyne. Nie stwierdzono tej wlasciwosci u szcze-
pow serowarow: alesti, sotto, aizawai, morrisoni [34].

Dziatanie owadobodjcze dla owadow z rzedu Coleop-
tera wykazuje sekrecyjne biatko Sip (secreted insectici-
dal protein). Spektrum jego aktywnosci jest podobne
do Cry3A i Cry3Bb. Stwierdzono toksycznos$¢ Sip w sto-
sunku do Leptinotarsa decemlineata, Diabrotica undecim-
punctata howardi oraz Diabrotica virgifera virgifera [24].

Rzadko odnotowuje si¢ bakteriozy powodowane
przez B. thuringiensis przebiegajace jako epizoocje. Przy-
kladem byla epizoocja Ephestia cautella w magazynie
kukurydzy w Kenii [14]. Innym przyktad wystapienia
masowego zakazenia spowodowanego B. thuringiensis
serowar aizawai odnotowano u larw Mythimna loreyi
zebranych z uprawy zboza w Hiszpanii w 1989 roku
[63]. Stwierdzono takze 1 przypadek epizoocji wsréd
Carpocapsa pomonella w sadzie owocowym w Czechach
[84]. B. thuringiensis byt rowniez czynnikiem etiologicz-
nym epizoocji Cephalcia falleni w Gorczanskim Parku
Narodowym [72]. W latach 1990-1999 odnotowano
powtarzajace si¢ epizoocje powodowane przez szczepy
B. thuringiensis w laboratoryjnych hodowlach Cydia
pomonella prowadzonych na Wydziale Biologii Uniwer-
sytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu oraz w Instytucie
Ochrony Roslin — Panstwowym Instytucie Badawczym
w Poznaniu [45, 46].

3. Chorobotworczos¢ B. thuringiensis dla kregowcow
W pismiennictwie odnotowano przypadek wystapie-

nia zmian chorobowych u cztowieka na skutek bezpo-
$redniego rozpylenia insektycydu zawierajacego spory
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i krysztaty do oka. Z materiatu pobranego z powstalego
wrzodu rogéwki wyhodowano bakterie B. thuringiensis.
Zastosowanie gentamycyny i cefazoliny pozwolilo na cat-
kowite wyleczenie pacjenta. Wyhodowanie B. thuringien-
sis z materialu pobranego z rogdéwki §wiadczyta o obec-
nosci bakterii w rogéwce, ale nie §wiadczylta o udziale
tych bakterii w tworzeniu wrzodu. Nie wyklucza sie, ze
inne bakterie, niz B. thuringiensis, mogty by¢ odpowie-
dzialne za powstale w oku zmiany chorobowe [70].

W 1995 roku wyosobniono z materialu pobranego
z ropnia od francuskiego zolnierza, powstatego na sku-
tek urazéw spowodowanych eksplozja miny ladowej
w bylej Jugostawii, Gram-dodatnie laseczki wytwarza-
jace krysztaly biatkowe i przeprowadzajace hemolize
typu beta. Izolat oznaczono jako B. thuringiensis subsp.
konkukian i prowadzono dalsze badania na myszach
o obnizonej odpornosci immunologicznej. Wyniki
doswiadczen sugeruja zdolnos¢ B.thuringiensis do
wywotania martwicy tkanki miesniowej u zakazonych
myszy [32]. Smieré zwierzat nastgpita po o$miu godzi-
nach od podania donosowo zawiesiny spor bakteryjnych
w liczbie 108, Przeprowadzenie podobnego doswiadcze-
nia z uzyciem mutanta B. thuringiensis subsp. konkukian,
nie majacego zdolnosci syntezy biatek krystalicznych,
dalo identyczne wyniki, co wskazuje na inne toksyny
warunkujgce patogenno$¢ tych bakterii w stosunku
do myszy. Czynnikami wirulencji tych bakterii moze
by¢ hemolizyna, fosfolipaza C i sfingomielinaza [33].
Podanie myszom, zainfekowanym wirusem grypy A,
bakterii B. thuringiensis subsp. konkukian oraz B. thu-
ringiensis wyhodowanych z biopreparatu handlowego
wykazalo ich patogenno$¢, co wskazuje na istnie-
nie potencjalnego zagrozenia stosowania niektorych
insektycydow dla oséb chorych na grype. Wydaje sie
konieczne wprowadzenie odpowiednich srodkéw bez-
pieczenstwa w przypadku osdb pracujacych z roslinami
chronionymi preparatami B. thuringiensis [33]. Wedlug
Siegela [70] liczba spor B. thuringiensis chorobotwor-
cza dla myszy jednak wielokrotnie przekracza liczbe
spor obecng po rozpyleniu stosowanego bioinsektycydu
w 1 m® powietrza, co wskazuje na niskie zagrozenie tych
srodkow dla zdrowia ludzi.

Alergiczne reakcje skorne oraz wzrost stezenia prze-
ciwcial IgE i IgG opisano u os6b majacych kontakt
z bioinsektycydem B. thuringiensis Javelin. Z materialu
pobranego od ludzi z nadwrazliwo$ciag wyhodowano
bakterie o identycznym profilu DNA jak z B. thuringien-
sis wyhodowanego z pestycydu, co wskazuje, ze drob-
noustrdj ten moze by¢ czynnikiem indukujgcym wyzej
wymienione zmiany [6].

Obecnos¢ bakterii majacych gen kodujacy wytwarza-
nie enterotoksyny stwierdzono w kale 0séb pracujgcych
w miejscu upraw chronionych insektycydami B. thurin-
giensis. Genotypowanie szczepow wykazalo, ze bakte-
rie B. thuringiensis izolowane od ludzi i wyhodowane
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z pestycydow mialy identyczne wzory DNA. Nie zaob-
serwowano jednak objawéw chorobowych u ludzi [41].

W latach 1984 i 85 wyhodowano B. thuringiensis
z materialu pobranego od 55 0séb zamieszkujgcych
okolice Lane County w stanie Oregon (USA), gdzie
stosowano insektycyd zawierajacy spory i krysztaly
B. thuringiensis. U 52 osob nie odnotowano objawow
chorobowych. U pozostalych trzech oséb stwierdzono
zapalenie pluc, zapalenie pecherzyka zoélciowego
i kamice zZotciowg oraz wystapienie ropnia. Brak jedno-
znacznych przestanek wskazujacych na B. thuringiensis
jako czynnika etiologicznego wyzej wymienionych cho-
réb nie pozwala zaliczy¢ tych bakterii do patogenicz-
nych dla cztowieka [30].

Niektorzy autorzy odnotowali jednak przypadki szko-
dliwego wplywu B. thuringiensis dla zwierzat. Opisano
jeden $miertelny przypadek krowy wskutek zapalenia
gruczolu mlecznego spowodowanego przez B. thurin-
giensis [19]. Wyhodowany szczep bakteryjny z biopre-
paratu Dipel indukowal stres oksydacyjny w komor-
kach watroby szczura. Obecnos¢ patogena prowadzita
do powstania reaktywnych form tlenu oraz wplywata
na aktywno$¢ enzymow detoksyfikacyjnych: peroksy-
dazy glutationowej, dysmutazy ponadtlenkowej oraz
peroksydazy lipidowej i reduktazy glutationowej [69].
Wykazano takze potencjalng chorobotworczos¢ szcze-
poéw B. thuringiensis wytwarzajacych [p-egzotoksyne.
W komorkach kory mézgowej szczura toksyna powo-
dowala wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej i zwigk-
szenie stezenia cAMP, co moze zaburza¢ transdukcje
sygnatow w ukladzie neuroendokrynowym, w ktorych
posredniczy cAMP. Toksyna podawana wziewnie powo-
dowata zaburzenia funkcjonowania uktadu oddecho-
wego szczura [78].

Okreslono zdolnos¢ wytwarzania enterotoksyny cho-
robotworczej dla zwierzat, w tym ludzi, przez szczepy
B. thuringiensis wykorzystywane do produkcji srodkow
ochrony roélin [19, 20]. Wykazano, ze bakterie wyhodo-
wane bioinsektycydéw Bactimos, Dipel, Florbac i Foray
maja zdolno$¢ syntezy tej toksyny. Pomimo braku
danych o udziale enterotoksyny w chorobotworczosci
B. thuringiensis dla ludzi, sugeruje si¢ wprowadzenie
zakazu stosowania szczepow wytwarzajacych ta toksyne
do produkeji pestycydoéw [19]. Bakterie B. thuringien-
sis syntetyzujace enterotoksyne izolowano takze z pro-
duktow zywnosciowych [20]. Niektdre B. thuringiensis
obok enterotoksyny maja takze zdolnos¢ wytwarzania
hemolizyny [31].

Ze wzgledu na duze podobienstwo fenotypowe
i genetyczne B. thuringiensis i B. cereus oraz brak moz-
liwosci zréznicowania tych dwoch gatunkow przy uzy-
ciu konwencjonalnych testow, przypuszcza sie, ze B. thu-
ringiensis moze by¢ czynnikiem etiologicznym choréb
powodowanych przez szczepy identyfikowane mylnie
jako B. cereus [20].
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W ostatnich latach podjeto badania nad mozliwos-
cig wykorzystania biatek B. thuringiensis w leczeniu nie-
ktérych chorob czlowieka. Szczepy bakteryjne repre-
zentujace serowary: dakota, neoleonensis, shandongien-
sis i coreanensis wytwarzaja bialko wchodzace w skiad
krysztalu wykazujace aktywnos$¢ cytotoksyczng w sto-
sunku do biataczkowych limfocytéw T cztowieka. Biatko
to rozpoznawalo i specyficznie wigzalo sie¢ do komoérek
nowotworowych nie powodujac uszkodzenia ,zdro-
wych” limfocytéw T. Ponadto, nie hemolizowato erytro-
cytéw owczych i nie miato wlasciwosci owadobdjczych.
Nie stwierdzono jego podobienstwa z toksynami Cry
i Cyt [50, 57]. Wykazano takze, ze krysztaly zawierajace
biatko o aktywnosci cytotoksycznej dla komoérek nowo-
tworowych mialy ksztalt dwupiramidowy o zaokraglo-
nych koncach. To samo biatko mialo zdolnos¢ niszcze-
nia komorek raka szyjki macicy [82]. Zidentyfikowano
takze biatko o identycznych, jak wyzej wymienione, wlas-
ciwosciach, ktére dodatkowo wykazywato aktywnos¢
cytotoksyczng dla komoérek nowotworowych okreznicy
[40] oraz watroby [44].

4. B. thuringiensis w zwalczaniu szkodnikow
upraw roslin

Srodki ochrony roélin zawierajace spory i krysz-
taly bialkowe B. thuringiensis stanowig alternatywe dla
chemicznych insektycydow [80]. Selektywne dzialanie
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[42] i duza skutecznos¢ w walce ze szkodnikami upraw
roslinnych sprawiaja, ze zainteresowanie biopestycy-
dami zwigksza sie. Syntetyczne preparaty chemiczne,
w przeciwienstwie do insektycydu biologicznego, zabu-
rzajy oddziatywania w tancuchach pokarmowych w eko-
systemach, majg negatywny wplyw na organizmy nie
bedace szkodnikami, a ich diugotrwate stosowanie
indukuje odporno$¢ u owadow [72]. Pestycydy oparte
na B. thuringiensis nie indukuja pojawienia si¢ odpor-
nosci u owadéw (odnotowano tylko jeden przypadek
wystgpienia odpornosci u Plutella xylostella) [67]. Pro-
dukcja bioprepartu nie wymaga duzych nakladéw finan-
sowych w poréwnaniu z wytwarzaniem chemicznych
$rodkéw ochrony roélin, np.: koszt produkeji insekty-
cydu zawierajacego spory i krysztaly B.thuringiensis
subsp. israelensis jest okoto czterdziestokrotnie mniejszy
niz pestycydu chemicznego [67].

Aktualnie preparaty zawierajace spory i krysztaly
B. thuringiensis s3 najczesciej stosowanymi wsrdd bio-
logicznych $rodkéw ochrony roslin. W 1995 ogoélno-
$wiatowa sprzedaz bioinsektycydéw przyniosta zysk
90 milionéw dolaréw i stanowila 2% na rynku pesty-
cydoéw. Szacuje sie, ze rocznie do celéw ochrony upraw
wykorzystuje sie 2,3x10° kg bioreparatow. W 1998 roku,
w Stanach Zjednoczonych byto 200 zarejestrowanych
produktéw opartych na B. thuringiensis [67]. Preparaty
owadobojcze zawierajace spory i toksyny B. thuringiensis
zostaly wymienione w tabeli I.

Tabela I
Handlowe preparaty oparte na B. thuringiensis stosowane w ochronie upraw roélin [42, 59]

- Szczep Zwalczana
Bioinsektycyd Producent B. thuringiensis grupa owadow
Biobit, Dipel, Foray Abbott Laboratories B. thuringiensis subsp. kurstaki | Lepidoptera
Bactec Bernan Bactec Corp.

BMP 123

Becker Microbial Products, Inc.

Condor, Crymax, Cutlass, Raven Ecogen Inc.

Forwabit Forward International Ltd.
Costar, Javelin, Thuricide, Vault Thermo Trilogy

Bactosid K Sanex Inc.

Agrobac Tecomag

Troy-BT Troy Biosciences Inc.

MVP, MVP II, M-Peril Mycogen Corp.

Bactimos, Gnatrol, Skeetal, VectoBac | Abbott Laboratories

B. thuringiensis subsp. israelensis | Diptera

Aquabac, Aquabac Primary Powder

Becker Microbial Products, Inc

Vectocide Sanex Inc.

Novodor Abbott Laboratories B. thuringiensis subsp. morrisoni | Coleoptera
M-trak Mycogen Corp.

Bactec Corp. Bactec Bernan

Xen Tari Abbott Laboratories B. thuringiensis subsp. aizawai | Lepidoptera
Agree, Design Thermo Trilogy

Mattch Mycogen Corp.
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W ochronie upraw lesnych najczesciej stosowanym
pestycydem jest biopreparat oparty na szczepach B. thu-
ringiensis subsp. kurstaki HD-1 wytwarzajacych toksyny
CrylAa, CrylAb, CrylAc oraz Cry2Aa. Insektycyd
zawierajacy spory i krysztaly B. thuringiensis subsp. kur-
staki HD-1 jest stosowany do zwalczania Choristoneura
fumiferana w Kanadzie, Lymantria monacha w Polsce,
Lymantria dispar w USA i Kanadzie oraz na Dale-
kim Wschodzie, Thaumetopea pityocampa w Hiszpanii
i Francji [67].

Produkty handlowe oparty na B. thuringiensis subsp.
israelensis okazaly si¢ najbardziej efektywne z biopes-
tycydow w walce z komarowatymi (Culicidae) i mesz-
kowatymi (Simuliidae) nalezacymi do rzedu Diptera.
Odkrycie B. thuringiensis subsp. israelensis mialo miejs-
ce w 1977 roku, w ktérym odnotowano pojawienie si¢
odpornoséci owaddéw nalezacych do Diptera na stoso-
wane syntetyczne pestycydy chemiczne. Wykazano,
ze toksyny Cry4A, Cry4B, Cryl0A, CryllA i CytlA
wytwarzane przez B. thuringiensis subsp. israelensis maja
aktywnos¢ bojcza dla Diptera. Obserwowana aktywnos¢
toksyczna biatek krystalicznych stala sie szczegdlnie
interesujaca ze wzgledu na udziat komarowatych i mesz-
kowatych w przenoszeniu czynnikéw chorobotwoérczych
dla cztowieka. Dalsze badania wykazaly, ze inne niz
israelensis szczepy B.thuringiensis takze syntetyzuja
biatka krystaliczne o aktywnosci bdjczej dla Diptera.
Zaskakujacym bylo odkrycie, ze toksyny Cryl7A,
Cryl8A i Cryl9A owadobdjcze w stosunku do koma-
rowatych sg wytwarzane takze przez Clostridium bifer-
mentans subsp. malaysia [67].

Badania przeprowadzone w Peru i Ekwadorze wyka-
zaly skutecznos¢ preparatu Abate, zawierajacego spory
i krysztaly B. thuringiensis subsp. israelensis, w zwal-
czaniu owadow Anopheles przenoszacych Plasmodium
vivax, czynnik etiologiczny malarii. Jednoczesnie nie
zaobserwowano szkodliwego wplywu insektycydu na
ludzi, ptaki, ryby, krewetki i pszczoty [47].

Szczepy B. thuringiensis subsp. aizawai uzywane sa
w produkgji insektycydow zwalczajacych Galleria mello-
nella i Plutella xylostella. Liczebno$¢ szkodnikow z rzedu
Coleoptera, gtéwnie Leptinotarsa decemlineata jest ogra-
niczana przy zastosowaniu biopreparatéw zawierajacych
B. thuringiensis subsp. morrisoni [71].

Warunkiem wprowadzenia pestycydu do uzycia jest
brak jego szkodliwego wplywu na zdrowie ludzi. Ze
wzgledu na mozliwo$¢ wytwarzania przez B. thurin-
giensis czynnikéw wirulencji dla cztowieka dazy sie do
opracowania bioinsektycydu pozbawionego spor bak-
teryjnych.

W 1996 roku po raz pierwszy wprowadzono na rynek
roéliny transgeniczne zawierajace w swoim genomie geny
kodujace synteze toksyn Cry. Wprowadzenie roslin zmo-
dyfikowanych genetycznie redukuje koszty, czas i wysi-
tek poswiecony ochronie upraw oraz stanowi przyjazny
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dla srodowiska sposob zwalczania szkodnikéow [60].
Sadzi sig, Ze transgeniczne uprawy moga przyczynia¢
sie do mniejszego rozprzestrzeniania si¢ mykotoksyn
powodujacych nowotwory watroby u ludzi. Szkodniki
zboz zerujac na todygach i klosach roélin powoduja ich
uszkodzenia, co umozliwia kielkowanie zarodnikéw
grzyba Fusarium sp. wytwarzajacego toksyny. Zmniej-
szenie liczebnosci szkodnikéw przyczynia si¢ do ogra-
niczenia kietkowania zarodnikéw grzyba, co wykazano
w do$wiadczeniu z uzyciem transgenicznego zboza
[10]. Ekspresja gendw cry w komorkach ryzu pozwolita
na podniesienie ilo$ci plonéw w wyniku negatywnego
wplywy toksyn krystalicznych na szkodniki: Sciropo-
phaga incertulans, Chilo suppressalis, Cnaphalocrocis
medinalis oraz Marasmis spp. [1], co ma szczegélne
znaczenie, gdyz ryz jest podstawowym skladnikiem
diety dla blisko dwoch miliardéw ludzi na swiecie [36].
Wysoka skutecznos¢ w walce ze szkodnikami roslin
zaobserwowano w nastepstwie wprowadzenia genéw
cry do genomu bawelny [2], topoli, kawy, kukurydzy
i rzepaku [73].

Zwigkszajaca si¢ liczba rodlin zmodyfikowanych gene-
tycznie moze przyczynic si¢ do powstania odpornosci
u owadow na biatka Cry [13, 74]. Poszukuje sie zwigzkow,
ktore dzialajac tgcznie z toksyna krystaliczng zmniejsza
ryzyko wystapienia opornoséci u szkodnikéw roslin.
Przykladem jest integracja CrylAc z domeng wiazaca
galaktoze tancucha rycyny, ktora stanowi dodatkowe
miejsce wigzace bialko Cry do komoérek owada [55].

Prawdopodobienistwo pojawienia si¢ opornosci
u owadow na biatka Cry wytwarzane przez rosliny
modyfikowane jest wieksze niz na insektycydy zawie-
rajace krysztaly B.thuringiensis ze wzgledu na to, ze
rodliny transgeniczne wywierajg ciagla presj¢ selekcyjna
na populacje owadow [60].

Jednym ze sposobow poprawy jakosci roélin jest
otoczkowanie nasion przed ich wysianiem. Dodanie
biatka Cry do warstwy otoczki lub do nasion przed
otoczkowaniem chroni nasiona przed szkodnikami.
Przykladem s3 nasiona kukurydzy, do ktérych wpro-
wadzono toksyny Cry zapewniajac im ochrong¢ przed
atakiem ploniarki zbozéwki [64].

5. Podsumowanie

Bakterie B. thuringiensis moga syntetyzowac zrozni-
cowang gam¢ czynnikéw wirulencji dla owadéw. Naj-
wigksze zainteresowanie wzbudzajg bialka Cry z powodu
wysokiej toksycznosci tych protein dla szkodnikow
upraw roélinnych oraz braku szkodliwego wplywu na
komorki kregowcow. Krysztaly biatkowe B. thuringiensis
znalazly zastosowanie w produkeji efektywnych biopes-
tycydow stajac sie alternatywa dla chemicznych $rod-
kow ochrony roélin. Trwaja intensywne poszukiwania
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nowych szczepoéw B. thuringiensis, ktére moglyby by¢
wykorzystane do produkeji skuteczniejszych preparatow
owadobdjczych niz te dostepne na rynku. Istnieje row-
niez tendencja do eliminowania z preparatow owado-
bojczych form przetrwalnych B. thuringiensis ze wzgledu
na mozliwo$¢ wytwarzania przez formy wegetatywne
czynnikéw warunkujgcych chorobotwodrczo$¢ tej bak-
terii dla czlowieka. Ponadto, toksyny krystaliczne moga
by¢ wytwarzane przez roéliny transgeniczne stanowigc
skuteczny sposob ochrony upraw, ale roéliny mody-
fikowane genetycznie, w przeciwienstwie do pestycy-
dow opartych na B.thuringiensis, moga indukowa¢
pojawienie si¢ opornosci na biatka Cry u owadéw. Do-
datkowo, aktywno$¢ niektérych toksyn krystalicznych
dla nicieni moze by¢ uzyteczna w walce z pasozytami
ro$lin i zwierzat.

Praca naukowa finansowana ze $rodkéw na nauke w latach
2009-2012 jako projekt badawczy Nr N N310 079936.
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