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Od bakterii do biopreparatu — Bacillus thuringiensis w ochronie roslin

From bacteria to biopreparation — Bacillus thuringiensis in plant protection

Lidia Florczak*

Streszczenie

Bakterie Bacillus thuringiensis (Bt) sg szeroko stosowane jako substancje czynne w biologicznych srodkach owadobdjczych. Wysoka sku-
tecznos¢ oraz selektywnos$¢ dziatania sprawity, ze preparaty te stanowig obecnie okoto 90% Swiatowego rynku bioinsektycyddw. Biorgc
pod uwage obecne zapotrzebowanie na biologiczne srodki ochrony roslin wynikajgce z uregulowan prawnych w wielu krajach, szacuje
sie ze do 2030 roku wielko$¢ globalnego rynku insektycyddéw Bt wzrosnie o 5,2%. Obecnie prowadzone badania nad Bt skupiajg sie na
genetycznym doskonaleniu znanych i stosowanych juz szczepdw B. thuringiensis, opracowywaniu nowych formulacji biopreparatéw oraz
poszukiwaniu nowych, bardziej wirulentnych szczepéw. Preparaty Bt sg szeroko wykorzystywane w rolnictwie i lesnictwie do ochrony
roslin przed szkodnikami, zwtaszcza motylami, a w mniejszym stopniu przed chrzgszczami i muchéwkami.

Stowa kluczowe: bioinsektycydy, Bacillus thuringiensis, toksyny Cry, integrowana ochrona roslin

Abstract

Bacillus thuringiensis (Bt) bacteria are widely used as active substances in biological insecticides. Their high efficacy and selectivity have
led these products to constitute approximately 90% of the global bioinsecticide market. Given the current demand for biological crop
protection products driven by legal regulations in many countries, it is estimated that by 2030, the size of the global Bt insecticide mar-
ket will increase by 5.2%. Current research on Bt focuses on the genetic improvement of known and used B. thuringiensis strains, the
development of new biopesticide formulations and the search for new, more virulent strains. Bt products are widely used in agriculture
and forestry to protect plants from pests, particularly lepidopterans and, to a lesser extent, beetles and flies.
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Wstep / Introduction

Chemiczne zwalczanie owadow szkodliwych przyniosto
wiele korzysci gospodarczych oraz ekonomicznych zarow-
no w les$nictwie, jak i rolnictwie (Piwowar 2018). Jednak,
po wielu latach nadmiernego stosowania chemicznych srod-
kéw owadobojczych, zaczeto dostrzegaé ich nieodwracalne
oddziatywanie na $rodowisko naturalne. Mata selektyw-
no$¢, réznorodne wiasciwosci farmakodynamiczne, wyso-
ka trwatos¢, a takze niska biodegradowalnos¢ to gltowne
wlasciwosci insektycydow, ktore zaburzaja rownowage
biologiczng catych ekosystemow. Jednym z wazniejszych
zagrozen wynikajacych z chemicznego zwalczania owadow
szkodliwych jest zanieczyszczenie $rodowiska toksyczny-
mi substancjami czynnymi. Ich dtugotrwate utrzymywanie
si¢ w wodzie i/lub glebie prowadzi do tzw. bioakumulacji,
czyli nagromadzenia si¢ ksenobiotykéw w tkankach orga-
nizméw na kolejnych poziomach tancucha pokarmowego
(Makles 1 Domanski 2008). Ponadto, stosowanie malo se-
lektywnych insektycydow chemicznych ma niewatpliwy
wplyw na liczebno$¢ organizmow niebedacych celem zwal-
czania. Redukcja pozytecznych stawonogdéw w potaczeniu
z uodparnianiem si¢ szkodnikoéw na powszechnie stosowa-
ne $rodki ochrony roslin moze doprowadzi¢ w niedalekiej
przysztosci do niekontrolowanego wzrostu liczebnosci
wazniejszych fitofagéw owadzich (Jones i wsp. 2011). Nad-
mierne stosowanie chemicznych $rodkéw ochrony roslin
stalo si¢ problemem globalnym, wymagajacym pewnych
uregulowan prawnych. Juz w 2006 roku Komisja Europej-
ska opracowala i przyjela strategie tematyczna w sprawie
zrdbwnowazonego stosowania pestycydow, ktorej glownym
celem bylo zminimalizowanie zagrozen wynikajacych ze
stosowania chemicznych $rodkéw ochrony roslin poprzez
ograniczenie chemizacji Srodowiska oraz zastgpowanie
niebezpiecznych substancji czynnych, niechemicznymi
srodkami alternatywnymi (Matyjaszczyk 2008; Pruszynski
i Pruszynski 2013). W 2009 roku cele strategii tematycznej
znalazly odzwierciedlenie w dwoch aktach prawnych Unii
Europejskiej: dyrektywie Parlamentu Europejskiego i Rady
2009/128/WE ustanawiajacej ramy wspolnotowego dziata-
nia na rzecz zrbwnowazonego stosowania pestycydow oraz
rozporzadzeniu Parlamentu Europejskiego i Rady (WE)
nr 1107/2009 dotyczacym wprowadzenia do obrotu $rod-
kow ochrony roslin (Dyrektywa 2009/128/WE; Rozpo-
rzadzenie 1107/2009). Dokumenty te sa czgscig tzw. ,,pa-
kietu pestycydowego”, obowigzujacego we wszystkich
panstwach cztonkowskich Unii Europejskiej od 2011 roku
(Matyjaszczyk 2008; Pruszynski i Pruszynski 2013). Imple-
mentacja nowych aktow prawnych przyczynita si¢ do stop-
niowego wycofywania wigkszosci chemicznych $rodkow
ochrony roslin, a co za tym idzie ograniczenia ich stoso-
wania. Ponadto, panstwa cztonkowskie Unii Europejskiej
zostaly zobligowane do zaostrzenia zasad dotyczacych reje-
stracji pestycydow, przez co sama procedura dopuszczenia
ich do obrotu jest znacznie utrudniona. Majac na uwadze

obowiazujace wymagania unijne, w wielu krajach Europy
rozpoczeto poszukiwania skutecznych i bezpiecznych dla
srodowiska metod zwalczania owadow szkodliwych (Ma-
tyjaszczyk 2008; Pruszynski i Pruszynski 2013; Skwiercz
i Zapatowska 2018). Wzrost $wiadomosci na temat konse-
kwencji wynikajacych z nadmiernego stosowania chemicz-
nych $rodkéw ochrony roslin oraz wprowadzenie w zycie
nowych uregulowan prawnych dotyczacych zréwnowazo-
nego stosowania pestycydow, przyczynily si¢ do wzrostu
zainteresowania biologicznymi metodami zwalczania owa-
dow szkodliwych.

Alternatywa dla chemicznych insektycydoéw sa biopre-
paraty na bazie mikroorganizméw entomopatogenicznych
(Swigcicka 2012; Gesicka i wsp. 2020). Szczegdlng uwa-
ge zwrocono na bakterie Bacillus thuringiensis Berliner
1915 (Bt), ktore ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ owado-
bdjcza, staty si¢ czynnikiem aktywnym wielu bioinsekty-
cydow (Swiecicka i wsp. 2001; Swigcicka 2012). Produk-
ty na bazie bakterii B. thuringiensis sa obecnie najlepiej
sprzedajacymi si¢ bioinsektycydami na §wiecie, przy czym
w najwigkszych ilo§ciach stosowane sg w Stanach Zjed-
noczonych, Kanadzie i Brazylii (Fernandez-Chapa i wsp.
2019; de Oliveira i wsp. 2021).

Charakterystyka bakterii Bacillus thuringiensis |
Characteristics of Bacillus thuringiensis

Bakterie B. thuringiensis zostaly wyizolowane po raz
pierwszy z martwych gasienic Bombyx mori L., w 1901 ro-
ku przez japonskiego biologa Sigetane Ishiwata (Kashyap
i wsp. 2017). Nazwa gatunkowa B. thuringiensis zostata
wprowadzona kilka lat p6zniej przez Ernsta Berlinera (Ber-
liner 1915).

Bakterie B. thuringiensis to tlenowe, gram-dodat-
nie, sporujace laseczki nalezace do rodziny Bacillaceae
(Swigcicka i wsp. 2001; NCBI 2023). Ze wzgledu na rozni-
ce morfologiczne wytwarzanych form przetrwalnikowych,
rodzaj Bacillus zostal podzielony na trzy grupy. Gatunek
B. thuringiensis zostal zaklasyfikowany do grupy Bacillus
cereus (ang. Bacillus cereus group), obejmujacej patogen-
ne laseczki wystepujace w réznorodnych srodowiskach, ta-
kich jak gleba, wody stodkie i stone, organizmy owadow
i krggowcow oraz zywnos¢. Do tej grupy zaliczane sa m.in.
Bacillus cereus (Frankland i Frankland, 1887), Bacillus my-
coides (Fligge, 1886) oraz Bacillus anthracis (Cohn, 1872).
Wszystkie gatunki nalezace do grupy B. cereus sa niemal
identyczne pod wzgledem cech fenotypowych (Helgason
i wsp. 2000; Wei i wsp. 2019). Cecha wyrézniajaca B. thu-
ringiensis od pozostatych gatunkéw bakterii jest zdolnos¢
do wytwarzania toksyn owadobojczych Cry (Crystal) i Cyt
(Cytolitic), okreslanych jako ciata lub krysztaty parasporal-
ne, a takze biatek Vip (ang. Vegetative insecticidal proteins).
Dodatkowo, niektore szczepy B. thuringiensis wytwarzaja
chitynazy uczestniczace w przelamywaniu barier anato-
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miczno-fizjologicznych zywiciela (Konecka i wsp. 2011;
Dubois i wsp. 2012; Bravo i wsp. 2015). Gatunek B. thurin-
giensis obejmuje obecnie az 85 podgatunkéow, do ktorych
zaklasyfikowano ponad 50 000 izolatow bakteryjnych z ca-
fego swiata (Kashyap i wsp. 2017; Lone i wsp. 2017).

Przez wiele lat uwazano, ze B. thuringiensis to typowe
bakterie glebowe o bardzo szerokim zasiggu geograficznym
(Sierpinska 2000). Wystgpowanie owadobdjczych szcze-
péw tego gatunku potwierdzono bowiem w rozmaitych sie-
dliskach i strefach klimatycznych na niemalze wszystkich
kontynentach. Bakterie te wyizolowano nawet z gleb An-
tarktydy (Martin i Travers 1989; Forsyth i Logan 2000; Sier-
pinska 2000). Poza gleba, bakterie Bt izolowano réwniez
z wielu innych $rodowisk, takich jak: li§cie roslin (zwtasz-
cza drzew), martwe lub zamierajace bezkregowce, zbiorniki
wodne, mtyny oraz magazyny zbdz (Sierpinska 2000; Ka-
shyap 1 wsp. 2017). Owadobojcze szczepy B. thuringiensis
subsp. kurstaki wykryto nawet w osadach morskich (Ma-
eda i wsp. 2000). Badania przeprowadzone przez Smith
i Couche (1991) wykazaly, ze wlasciwa nisza ekolo-
giczng tych bakterii nie jest gleba, a powierzchnia roslin.
Srodowisko glebowe stanowi jedynie rezerwuar form prze-
trwalnikowych tego gatunku, ale nie jest miejscem jego
namnazania (Smith i Couche 1991). Liczne dane literatu-
rowe potwierdzaja, ze istnieje dodatnia korelacja pomiedzy
wystgpowaniem owadow a liczebno$cia bakterii B. thurin-
giensis. Miejsca, takie jak silosy paszowe, mtyny czy prze-
chowalnie roslin zbozowych stanowig doskonate Srodowi-
sko dla tych mikroorganizméw (Meadows 1993). Warto
wspomnie¢, ze to wlasnie z larw mklika macznego Ephe-
stia kuehniella Zeller, 1879 pozyskanych z mlyna, po raz
pierwszy wyizolowano B. thuringiensis na terenie Europy
(Berliner 1915).

Entomopatogenno$¢ B. thuringiensis uwarunkowana
jest zdolnoscig do syntezowania toksyn Cry i Cyt, zwanych
takze 6-endotoksynami. Ze wzgledu na ich wysoka spe-
cyficzno$¢, nie stanowig one zagrozenia dla innych orga-
nizmoéw, w tym ludzi. Ponadto sg catkowicie biodegrado-
walne, przez co nie kumuluja si¢ w §rodowisku naturalnym.
Toksyny wytwarzane przez dany szczep B. thuringiensis
oddzialuja jedynie na waska grupe zywicieli. Wykazano,
ze owady nalezace do rzgdu motyli s3 wysoce wrazliwe na
szczepy z podgatunku kurstaki oraz aizawai, natomiast mu-
chowki oraz chrzaszcze na Bt subsp. israelensis i Bt subsp.
tenebrionis, odpowiednio (Bravo i wsp. 2015; Kashyap
i wsp. 2017). Kluczowe czynniki wptywajace na skutecz-
no$¢ owadobojcza B. thuringiensis to: temperatura i wilgot-
nos$¢ powietrza, promieniowanie UV, opady atmosferyczne
oraz rodzaj pobieranego pokarmu przez dany gatunek owa-
da. Wykazano, ze temperatura powietrza ma istotny wplyw
na szybko$¢ przemian metabolicznych tych mikroorgani-
zmow, co powoduje, ze w wyzszej temperaturze (22-25°C),
owady zamieraja nawet do 5 razy szybciej niz w nizszej
(12—15°C). Wyzsza temperatura sprzyja podzialom ko-
moérkowym B. thuringiensis, co znaczgco skraca czas

usmiercania owadow. Jednym z wazniejszych czynni-
kéw wplywajacych na aktywno$¢ owadobojcza bakterii
jest promieniowanie UV. Dhugotrwate dziatanie promieni
stonecznych ma skracaé¢ okres poéltrwania toksyn biatko-
wych i form przetrwalnikowych B. thuringiensis (Sierpin-
ska 2000).

Cykl rozwojowy i czynniki wirulencji Bacillus
thuringiensis | Life cycle and virulence factors
of Bacillus thuringiensis

Cykl zyciowy bakterii B. thuringiensis podzielono na
dwa zasadnicze etapy (Sierpinska 2000; Swigcicka 2012).
Pierwszy z nich okres$lany jako ,,faza metabolicznej aktyw-
no$ci” (nastgpuje w momencie przedostania si¢ bakterii
do przewodu pokarmowego zywiciela) rozpoczyna si¢ od
germinacji (kietkowania), czyli przeksztatcania endospor
w komorki wegetatywne. Najczesciej proces ten inicjowany
jest przez weglowodany badz aminokwasy, ktorych obec-
no$¢ w srodowisku stanowi sygnat o dostgpnosci substancji
niezbednych do wzrostu i rozwoju bakterii. Przylaczenie
zwiazkow weglowych do receptorow cytoplazmatycznych
przetrwalnikow wyzwala kaskade reakcji prowadzaca do
podjecia aktywno$ci metabolicznej przez komorki bakte-
ryjne (Bulla i wsp. 1980; Swiecicka 2012; Bartoszewicz
i Czyzewska 2017). Po degradacji warstw ochronnych na-
stepuje wzrost bakterii, ktoremu towarzyszy powielanie
materialu genetycznego oraz biosynteza biatek. Komor-
ki wegetatywne dzielg si¢ intensywnie w ciele zywiciela,
zardbwno podczas patogenezy, jak i po jego $mierci. Wy-
czerpanie substancji pokarmowych lub nagromadzenie
koncowych produktow przemiany materii jest sygnatem do
rozpoczgcia drugiego etapu cyklu, czyli ,,fazy metabolicz-
nego u$pienia”. W tym czasie bakterie przedostaja si¢ do
srodowiska glebowego, gdzie rozpoczyna si¢ proces spo-
rulacji komorek. W trakcie sporulacji powstajg pierwsze
inkluzje biatkowe, zwane d-endotoksynami. Proces konczy
si¢ liza komorki wegetatywnej i uwolnieniem dojrzatej en-
dospory i krysztalow parasporalnych do $rodowiska (Bul-
la i wsp. 1980; Ibrahim i wsp. 2010; Maughan i Van der
Auwera 2011; Gesicka i wsp. 2020). Endospory nie tylko
umozliwiajg przetrwanie w niekorzystnych warunkach, ale
takze ulatwiaja rozprzestrzenianie i przedostawanie si¢ pro-
kariontow do organizméw potencjalnych zywicieli. Obec-
nos¢ grubych oston, wysoce swoistych biatek ochronnych,
a takze silne odwodnienie form przetrwalnikowych po-
woduje, ze bakterie B. thuringiensis moga przetrwaé
w $rodowisku glebowym przez wiele lat (Sierpinska 2000;
Swigcicka 2012; Bartoszewicz i Czyzewska 2017). Wazng
role w ochronie materialu genetycznego Bt przed uszko-
dzeniami petnig biatka SASP (ang. small acid-soluble spore
proteins), ktore syntetyzowane sa podczas sporulacji. Bial-
ka te, wiaza si¢ z materialem genetycznym przetrwalnikow
i chronig je przed szkodliwym dzialaniem m.in. wysokich
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temperatur, dehydratacjag oraz promieniowaniem UV. Co
cickawe, biatka SASP zaangazowane sg rowniez w dostar-
czanie wegla i energii w czasie przeksztatcania endospor
w komorki wegetatywne (Cucchi i Sanchez de Rivas 1998).
Takie przystosowanie fizjologiczne sprawia, ze formy prze-
trwalnikowe charakteryzuja si¢ ponadprzecigtng trwatoscia,
a co za tym idzie dlugowiecznoscia.

Wytwarzanie krysztaldw parasporalnych przez bakterie
B. thuringiensis to prawdopodobnie forma kompensacji utra-
ty wody, ktéra ma miejsce podczas wytwarzania endospor
(Ibrahim 1 wsp. 2010). Pomimo, iz entomopatogenicznosc¢
B. thuringiensis opiera si¢ gldwnie na d-endotoksynach Cry,
to mikroorganizmy te syntetyzuja takze inne czynniki wi-
rulentne oraz biatka enzymatyczne (Nielsen-LeRoux i wsp.
2012; Gesicka i wsp. 2020). Krysztaty parasporalne wyka-
zuja toksyczno$¢ wobec owadow z rzedow: Lepidoptera,
Hymenoptera, Diptera, Mallofaga, Coleoptera, Homoptera,
Orthoptera, a takze dla niektérych gatunkow nicieni i rozto-
czy (Gesicka i wsp. 2020; Mendoza-Almanza i wsp. 2020).
W zaleznosci od szczepu B. thuringiensis, krysztaly réznig
si¢ ksztattem, rozmiarem oraz toksyczno$ciag wobec organi-
zméw zywicielskich. Przyktadowo szczepy patogenne dla
owadoéw szkodliwych z rzedu motyli syntetyzuja inkluzje
biatkowe o ksztatcie dwupiramidowym, z kolei szczepy ak-
tywne wobec chrzaszczy wytwarzaja toksyny przypomina-
jace szeSciany lub sptaszczone prostopadtosciany. Dodatko-
wo, formy wegetatywne moga produkowa¢ od jednego do
nawet kilku typow krysztatow biatkowych, r6znigcych sig
wlasciwosciami owadobojczymi (Sierpinska 2000).

Biatka Cry uwalniane sg do $rodowiska w postaci pro-
toksyn, ktérych przeksztatcenie do formy czynnej wymaga
solubilizacji (rozpuszczenia), a nastgpnie aktywacji prote-
olitycznej w przewodzie pokarmowym owadow zywiciel-
skich. Solubilizacja nastgpuje w $cisle okreslonych warun-
kach fizykochemicznych np. przy odpowiednio wysokim
pH plynow jelitowych. Z tego wzgledu tylko owady wytwa-
rzajace soki trawienne zdolne do rozpuszczania krysztatow
parasporalnych wykazuja wrazliwos¢ na toksyny produ-
kowane przez poszczegodlne szczepy B. thuringiensis. Pod
wptywem obecnych w jelicie enzymoéw proteolitycznych
nastepuje rozktad biatek Cry, ktéremu towarzyszy skraca-
nie tancuchow polipeptydowych i zmniejszenie ich masy
czasteczkowej (Lonc 1 Lachowicz 1993; Sierpinska 2000;
Pinos i wsp. 2021). U motyli i muchéwek do enzymow hy-
drolizujacych krysztaty biatkowe nalezg proteazy serynowe,
natomiast u chrzaszczy do aktywatorow proteolitycznych
zaliczane sg proteazy asparaginowe i cysteinowe (de Maagd
i wsp. 2001; Konecka i wsp. 2011). Zaktywowane fragmen-
ty biatek Cry wykazuja silne powinowactwo do receptoréw
cytoplazmatycznych komorek epitelialnych jelita srodko-
wego owadow (Knowles i Ellar 1987). Zwiazanie toksyny
z nabtonkiem jelitowym zywiciela wywoluje zmiany kon-
formacyjne czasteczek Cry, co umozliwia ich wbudowanie
w blong cytoplazmatyczng (de Maagd i wsp. 2001). U owa-

dow, biatka receptorowe wigzace toksyny B. thuringiensis
to: fosfataza alkaliczna (ALP, ang. alkaline phosphatase),
aminopeptydaza N (APN, ang. aminopeptidase N) oraz
biatka podobne do kadheryn (CLP, ang. cadherin-like pro-
tein) (Chen i wsp. 2009). Nastgpnie toksyny oligomeryzuja
i tworza pory (kanaly) zaktocajace przepuszczalno$¢ bton.
W efekcie dochodzi do niekontrolowanego przeptywu jo-
néw i zaburzenia rownowagi osmotycznej (Knowles i Ellar
1987; Lonc i Lachowicz 1993). Po zwigzaniu 6-endotoksyny
z biatkiem receptorowym jelita owada dochodzi do degra-
dacji wewnetrznych struktur komorki jelita, a nastepnie jej
lizy (Castella i wsp. 2019; Fernandez-Chapa i wsp. 2019;
Mendoza-Almanza i wsp. 2020). Perforacja uktadu pokar-
mowego prowadzi do przedostania sig¢ tresci jelitowej (wraz
z bakteriami B. thuringiensis) do hemolimfy owadow, czego
konsekwencja jest porazenie przewodu pokarmowego lub
catkowity paraliz zywiciela. Sparalizowane larwy przestaja
zerowacé, po czym zamieraja w przeciggu kilkudziesigciu
godzin (Lonc i Lachowicz 1993; Sierpinska 2000).

Zgodnie z najnowsza teorig, zaktywowane biatka Cry
oddziatywaja na komorke na dwa sposoby: poprzez formo-
wanie kanalow zakldcajacych gospodarke jonowa, a takze
poprzez zmiang metabolizmu komoérkowego. Wykazano,
ze zwigzanie toksyny do aminopeptydazy N lub biatka
przypominajacego kadheryne aktywuje szlak sygnalowy
zalezny od jonow magnezu (Mg*"), ktory doprowadza do
wzrostu poziomu cyklicznego adenozyno-3’,5’-mono-
fosforanu (cAMP, ang. cyclic adenosine monophospha-
te) syntezowanego przez cyklaz¢ adenylowa (AC, ang.
adenylate cyclase). Z kolei cyklazy adenylowe to enzymy
Scisle wspotdziatajace z heterotrimerycznymi biatkami G
(GTP-azy), ktore katalizujg hydroliz¢ GTP (guanozyno-5’-
-trifosforanu) do GDP (guanozyno-5’-difosforanu). Uwa-
za si¢, ze zwigzanie §-endotoksyn z receptorami komorek
nabtonka jelitowego jest bodZcem stymulujgcym biatko G,
ktoére poprzez pobudzanie cyklazy adenylowej zwigksza po-
$rednio wytwarzanie cAMP. Jest to szczego6lnie istotne dla
catego szlaku sygnatowego, poniewaz $mier¢ komoérki na-
stepuje w wyniku dziatania kinaz biatkowych A (PKA, ang.
protein kinase A), ktorych aktywacja wymaga obecnoSci
czasteczek cAMP. Kinazy te inicjuja proces apoptozy po-
przez otwieranie kanalow Mg?* oraz destabilizacje cytosz-
kieletu (Castella i wsp. 2019; Fernandez-Chapa i wsp. 2019;
Mendoza-Almanza i wsp. 2020). Niezaleznie od przyjete-
go mechanizmu dziatania bialek Cry spozycie toksyn po-
woduje perforacje jelita i przedostanie si¢ tresci jelitowej
wraz z bakteriami B. thuringiensis do hemolimfy owada.
Z tego wzgledu, niekiedy $mieré zywiciela jest wynikiem
postepujacej infekcji bakteryjnej, okreslanej mianem sepsy
badz posocznicy. Zjawisko to obserwowane jest podczas in-
tensywnego namnazania si¢ mikroorganizméw w plynach
ustrojowych owada (Ggsicka i wsp. 2020).

Specyficzne dziatanie toksyn Cry uwarunkowane jest
przede wszystkim ich solubilizacja w przewodzie pokar-
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mowym, ale réwnie istotne jest ich powinowactwo do re-
ceptorow cytoplazmatycznych komoérek nabtonkowych
owada (Lonc i Lachowicz 1993). Mechanizm dziatania
d-endotoksyn jest podstawowg zaletg bioinsektycydow Bt,
ktore w przeciwienstwie do chemicznych srodkow owa-
dobdjczych oddzialuja jedynie na waska grupe zywicie-
li. Ponadto, wigkszo$¢ chemicznych substancji czynnych
zaliczanych jest do toksyn kontaktowych, co poteguje ich
niespecyficzne dziatanie. Z kolei, krysztaly parasporalne
wytwarzane przez bakterie B. thuringiensis dopiero po spo-
zyciu przez zywiciela, stajg si¢ dla niego toksyczne (Lonc
i Lachowicz 1993; Hung i wsp. 2016; Ggsicka i wsp. 2020).

Toksyny Cry wytwarzane przez bakterie B. thuringien-
sis nalezg do klasy bialek wykazujacych toksyczne dziata-
nie poprzez formowanie kanatléw w btonie cytoplazmatycz-
nej (PFT, ang. pore-forming toxins) (Ggsicka i wsp. 2020).
Wykazano jednak, ze ich entomopatogeniczne wlasciwosci
malejg wraz z wiekiem owadow, przez co najwyzsza po-
datno$¢ na owadobojcze dziatanie -endotoksyn wykazuja
larwy w poczatkowych stadiach rozwojowych. Przypuszcza
si¢, ze zjawisko to spowodowane jest redukcja receptorow
btonowych badz ich potranslacyjng modyfikacja nastgpuja-
ca podczas wzrostu i rozwoju owadow (Swiecicka i wsp.
2001). Geny odpowiedzialne za powstawanie biatek Cry
zlokalizowane sa na duzych, samoreplikujacych si¢ pla-
zmidach. W wyniku ich ekspresji powstaja produkty biat-
kowe zdolne do oligomeryzacji. Zdolnos$¢ ta jest istotnym
elementem pozwalajacym na wbudowywanie si¢ toksyn
bakteryjnych w bton¢ komorek epitelialnych jelita $rod-
kowego (Adang i wsp. 2014; Hung i wsp. 2016). Bakterie
B. thuringiensis charakteryzuja si¢ ogromng heterogen-
no$cia pod wzgledem gendw kodujacych d-endotoksyny.
Do tej pory zsekwencjonowano ponad 800 genow cry,
ktérych produkty zaklasyfikowano do 75 klas biatkowych
(Cryl-Cry75) w oparciu o homologi¢ sekwencji amino-
kwasowej (Kashyap i wsp. 2017; Sajid i wsp. 2018; Fer-
nandez-Chapa i wsp. 2019). Przyktady toksyn Cry wraz

z ich spektrum aktywnosci zostaly przedstawione w tabeli 1.
Wisrdd bakterii B. thuringiensis dominujg szczepy z genem
cryl kodujacym krysztaty parasporalne wykazujace tok-
syczne dziatanie wobec gasienic z rzedu motyli (Swigcicka
2012).

Niektore wielkoczasteczkowe zwigzki organiczne syn-
tetyzowane przez bakterie B. thuringiensis poteguja aktyw-
no$¢ owadobdjcza toksyn Cry poprzez wspotdziatanie sy-
nergistyczne. Do takich zwiazkow naleza m.in. biatka Cyt
wykazujace wlasciwosci cytolityczne i hemolityczne (Swie-
cicka i wsp. 2001; Gesicka i wsp. 2020). Ponadto, biatka te
pehnig kluczowa role w przetamywaniu odpowiedzi immu-
nologicznej owada, utatwiajac tym samym wiazanie biatek
Cry z btong cytoplazmatyczng komorek epitelialnych jelita
(Ibrahim i wsp. 2010; Adang i wsp. 2014). Biatka Cyt syn-
tetyzowane w postaci protoksyn, pod wptywem obecnych
w jelicie zywiciela enzymow proteolitycznych, przeksztal-
cane s3 w formy aktywne zdolne do bezposredniego wigza-
nia si¢ z elementami dwuwarstwy fosfolipidowej komorek.
Doktadny mechanizm dziatania toksyn Cyt nie jest jeszcze
w pelni poznany, niemniej jednak uwaza si¢, ze biatka te
wnikajac do blony cytoplazmatycznej tworza kanaly jono-
we badz doprowadzaja do degradacji wewnetrznych struk-
tur komorki poprzez oddziatywanie podobne do surfaktantu
(Bravo i wsp. 2015; Mendoza-Almanza i wsp. 2020).

Bakterie B. thuringiensis wytwarzaja takze szereg in-
nych czynnikéw wirulentnych, takich jak: proteiny Sip
(ang. secreted insecticidal protein), B-egzotoksyny, bial-
ka Vip oraz proteiny P20 (Konecka i wsp. 2011). Najcze-
Sciej zwigzki te wzmagaja aktywnos$¢ owadobojcza toksyn
Cry poprzez dziatanie synergiczne. Wykazano, ze niektore
szczepy B. thuringiensis w trakcie wzrostu wegetatywne-
go uwalniajg termostabilne B-egzotoksyny, zwane rowniez
thuringiensinami. Sg to niskoczasteczkowe analogi adeno-
zyno-5’-trifosforanu (ATP, ang. adenosine-5’-triphosphate),
ktore dziatajg inhibitujaco na polimerazg¢ RNA zalezng od
DNA. Ze wzgledu na obecno$¢ polimeraz RNA zaréwno

Tabela 1. Biatka Cry i Cyt wykazujace toksyczne dzialanie wobec owadow nalezacych do rzedow: Lepidoptera, Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera, Hemiptera (Palma i wsp. 2014; Jouzani i wsp. 2017; Kashyap i wsp. 2017; Fernandez-Chapa i wsp. 2019)

Table 1. Cry and Cyt proteins exhibiting toxic effects against insects from the orders: Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Hemiptera (Palma et al. 2014; Jouzani et al. 2017; Kashyap et al. 2017; Ferndndez-Chapa et al. 2019)

Grupa docelowa Bialka Cry
Target group Cry proteins
Lenidontera Cryl(A-K), Cry2(A-B), Cry7(B), Cry8(D), Cry9(A-C.E), Cryl5(A), Cryl9(A-C), Cry20(A-B), Cry22(A),
pidop Cry32(A), Cry51(A), Cry54(A-B), Cry59(A-B), Cyt2(B)
Coleontera Cry1(A-D), Cry2(A), Cry3(A-C), Cry7(A), Cry8(A-G), Cryl4(A), Cry18(A-C), Cry23(A), Cry26(A), Cry28(A),
P Cry34(A-B), Cry35(A-B), Cry36(A), Cry37(A), Cry43(A-C), Cry55(A), Cytl(A), Cyt2(C)
Cryl(A-C), Cry2(A-B), Cry4(A-C), Cryl0(A), Cryl1(A-B), Cryl6(A), Cryl7(A), Cryl9(A-C), Cry20(A),
Diptera Cry21(A-H), Cry24(A-C), Cry25(A), Cry27(A), Cry30(A-G), Cry39(A), Cry40(A-D), Cry44(A), Cry47(A),
Cry48(A), Cry49(A), Cry52(A-B), Cyt1(A-D), Cyt2(A-D), Cyt3(A)
Hymenoptera Cry2(A), Cry3(A), Cryl1(A)
Hemiptera Cry3(A), Cry5(A), Cry22(A)
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w komorkach prokariotycznych, jak i eukariotycznych,
B-egzotoksyny moga wykazywac dziatanie toksyczne
nie tylko na owady, ale rowniez na inne organizmy zywe.
Z tego wzgledu, szczepy B. thuringiensis uwalniajace thu-
ringiensiny nie moga by¢ wykorzystywane w bioprepara-
tach owadobdjczych (Palma i wsp. 2014).

Lokalizacja genéw cry i ich potencjalne
zastosowanie / Localization of cry genes
and their potential application

Geny kodujace toksyny Cry zlokalizowane sa na plazmi-
dach, czyli autonomicznie replikujacych si¢ czasteczkach
DNA. W zwiazku z tym, identyfikacja B. thuringiensis je-
dynie na podstawie obecnosci gendw cry moze by¢ niewy-
starczajaca, poniewaz plazmidy te moga by¢ przenoszone
migdzy réznymi szczepami Bt, a nawet miedzy gatunkami
bakterii poprzez horyzontalny transfer genow (HGT) (Vilas-
-Bobas i Santos 2012; Gesicka i wsp. 2020; Guerrero i wsp.
2024). Koniugacja jako jeden z gtownych mechanizmow
HGT umozliwia nabywanie egzogennego DNA, prowa-
dzac do powstawania bakterii rekombinowanych o nowych
cechach fenotypowych (Guerrero i wsp. 2024). Proces ten
odgrywa kluczowa role¢ w zwickszaniu réznorodnosci ge-
netycznej Bt, umozliwiajac adaptacje do nowych nisz eko-
logicznych oraz powstawanie szczepdw o0 rozszerzonym
spektrum aktywnosci owadobdjczej (Mendoza-Almanza
i wsp. 2020; Guerrero i wsp. 2024).

Lokalizacja gendw cry na plazmidach otwiera szero-
kie mozliwosci biotechnologiczne, szczegdlnie w zakresie
zwalczania szkodnikéw oraz chorob przenoszonych przez
owady (Mendoza-Almanza i wsp. 2020; Guerrero i wsp.
2024). Ostateczny sktad genow cry w danym szczepie
B. thuringiensis jest kluczowym czynnikiem determinuja-
cym jego specyficzno$¢ oraz toksycznos¢ wzglgdem organi-
zmow docelowych (Mendoza-Almanza i wsp. 2020).

Transfer genow za posrednictwem plazmidow koniuga-
cyjnych umozliwia tworzenie nowych szczepéw zdolnych
do syntezy zréznicowanych kombinacji toksyn, co ma istot-
ne znaczenie w opracowywaniu biopreparatow o szerokim
spektrum dziatania. Ponadto, zwigkszenie rdznorodnosci
genetycznej toksyn Cry w $rodowisku naturalnym przy-
czynia si¢ do zmniejszenia presji selekcyjnej, ogranicza-
jac ryzyko pojawienia si¢ populacji owadéw odpornych na
dziatanie pojedynczych toksyn (Peng i wsp. 2019; Guerrero
i wsp. 2024; Miranda i wsp. 2024).

Plazmidy koniugacyjne odgrywaja kluczowa rolg w po-
ziomym transferze gené6w miedzy bakteriami umozliwiajac
wymian¢ materialu genetycznego zaré6wno pomiedzy roz-
nymi szczepami, jak i gatunkami bakterii. Mechanizmy te
maja szczegolne znaczenie nie tylko w rolnictwie, ale row-
niez w biologicznej kontroli owadow bedacych wektorami
chordb zakaznych, takich jak malaria, denga czy goraczka

Zachodniego Nilu. Wykazano, ze synergiczne dziatanie
toksyn produkowanych przez B. thuringiensis subsp. isra-
elensis (Bti) oraz Lysinibacillus sphaericus (Bs) stanowi
jedng z najskuteczniejszych i najbezpieczniejszych metod
zwalczania tych wektorow (Guerrero i wsp. 2024; Miranda
i wsp. 2024).

Wykorzystanie preparatéw Bt w rolnictwie
i leSnictwie / Use of Bt preparations
in agriculture and forestry

Na poczatku XXI wieku odnotowano znaczacy wzrost wy-
korzystania biologicznych $rodkéw owadobojczych pocho-
dzenia mikrobiologicznego (Neale 1997; Hernandez-Fer-
nandez 2016). Juz w 2008 roku warto$¢ globalnego rynku
bioinsektycydow Bt wyceniono na okoto 550 milionéw
dolaréw (Sanchis i Bourguet 2008). Z kolei, w 2021 roku
Swiatowa sprzedaz biopreparatow B. thuringiensis przekro-
czyta miliard dolaréw. Biorgc pod uwage obecne zapotrze-
bowanie na biologiczne $rodki ochrony roslin wynikajace
z uregulowan prawnych w wielu krajach, szacuje si¢ ze
do 2030 roku wielko$¢ globalnego rynku insektycydow Bt
wzrosnie o 5,2% (Datalntelo 2021).

Bakterie B. thuringiensis subsp. kurstaki (Btk) i w mniej-
szym stopniu B. thuringiensis subsp. aizawai sa sub-
stancjami czynnymi licznych bioinsektycydéw stoso-
wanych do zwalczania owaddéw z rzedu Lepidoptera
w uprawach warzyw i owocow (Kabaluk i Gazdik 2007;
de Maagd 2014; Lacey i wsp. 2015; do Nascimento i wsp.
2022). Biopreparaty Btk sa powszechnie wykorzystywane
w ekologicznej produkcji roslinnej i coraz czesciej znajduja
zastosowanie w uprawach prowadzonych przez konwen-
cjonalnych rolnikéw (Lacey i wsp. 2015). Zabiegi z uzy-
ciem B. thuringiensis sg obecnie prowadzone w zwalczaniu
owadow (z rzedu Lepidoptera) wyrzadzajacych najwicksze
straty gospodarcze w rolnictwie. Do takich owaddéw nale-
7g: tantni§ krzyzowiaczek Plutella xylostella (L.), bielinek
kapustnik Pieris brassicae (L.), bielinek rzepnik Pieris
rapae (L.), stonecznica or¢zowka Helicoverpa armigera
(Hiibner, 1808), swiattowka naziemnica Spodoptera exi-
gua (Hibner, 1808), rolnica gwozdzidowka Agrotis ipsilon
(Hufnagel, 1766), omacnica prosowianka Ostrinia nubilalis
(Hiibner, 1796), pietnowka kapustnica Mamestra brassicae
(L.), blyszczka jarzynowka Autographa gamma (L.) i sko-
$nik pomidorowy Tuta absoluta (Meyrick, 1917) (Kabaluk
i Gazdik 2007; Szwejda 2014; Arakere i wsp. 2022; Kowal-
ska 2023). W przypadku owadow szkodliwych nalezacych
do rzgdu Coleoptera stosowanie komercyjnych preparatow
Bt jest ograniczone. Obecnie preparaty te znalazty zastoso-
wanie jedynie do zwalczania chrzaszezy z rodziny stonko-
watych (Chrysomelidae), w szczegdlnosci stonki ziemnia-
czanej Leptinotarsa decemlineata Say, 1824 (Wraight i wsp.
2009; Lacey i wsp. 2015). Bakterie B. thuringiensis subsp.
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tenebrionis (Btt), produkujace toksyne Cry3Aa o wysokiej
aktywnosci wobec chrzaszczy, stanowig substancje czynng
w bioinsektycydach, takich jak Novodor i Trident (Lacey
i wsp. 2015; Nault i Seaman 2019; Dominguez-Arrizabala-
ga i wsp. 2020; Gesicka 1 wsp. 2020; Arakere 1 wsp. 2022).
Regularne stosowanie tych $§rodkéw owadobojczych prze-
ciwko wczesnym stadium larwalnym stonki ziemniaczanej
zapewnia skuteczna ochrone¢ roslin psiankowatych przed
uszkodzeniami spowodowanymi zerowaniem tego szkodni-
ka (Lacey i wsp. 2015).

Preparaty Bt sa rowniez stosowane przeciwko réznym
szkodnikom, ktore atakuja drzewa ziarnkowe, drzewa pest-
kowe i rosliny jagodowe. Dzialaja gtownie na larwy motyli,
ktore powoduja znaczne uszkodzenia lisci, kwiatow i owo-
cow (de Maagd 2014; Lacey i wsp. 2015; do Nascimento
i wsp. 2022). Srodki ochrony ro$lin oparte na B. thuringien-
sis sa szczegolnie skuteczne w zwalczaniu takich szkod-
nikow, jak: owocowka jabtkoweczka Cydia pomonella L.,
zwojka siatkdbweczka Adoxophyes orana (Fischer v. Rosler-
stamm, 1834), skosnik brzoskwiniaczek Anarsia lineatella
Zeller, 1839 i owocowka potudnidweczka Grapholita mo-
lesta Busck, 1916 (Kabaluk i Gazdik 2007; Lacey i wsp.
2007; Niemiec 2024). Dzigki selektywnemu dziataniu pre-
paraty Bt zapewniajg bezpieczng i skuteczng ochrong sa-
dow, pozwalajac na produkcje owocow o wysokiej jakosci
i pozbawionych pozostatosci chemicznych.

Rozw¢j badan nad B. thuringiensis w latach 70. i 80.
XX wieku znaczaco przyczynit si¢ do ich komercjalizacji
1 szerszego zastosowania w lesnictwie (Lacey i wsp. 2015).
Obecnie, sposrod wszystkich niechemicznych $rodkéw
owadobdjczych, biopreparaty zawierajace bakterie B. thu-
ringiensis subsp. kurstaki sa najczgsciej stosowanymi pre-
paratami do zwalczania owadow szkodliwych nalezacych
do rzgdu motyli (Lepidoptera) (Lacey i wsp. 2015; Skrzecz
i wsp. 2024). W Polsce, w ciggu ostatnich 40 lat zabiegi
z uzyciem B. thuringiensis subsp. kurstaki objely ponad
600 000 hektaréow lasow, skutecznie redukujac populacje
szkodnikow, takich jak brudnica mniszka Lymantria mona-
cha (L.), barczatka sosnéwka Dendrolimus pini (L.), poproch
cetyniak Bupalus piniarius 1 Bupalus piniaria (L.). Z kolei
w Stanach Zjednoczonych, w latach 2000-2020, w zwiazku
zZ masowymi wystapieniami brudnicy nieparki Lymantria
dispar (L.) zastosowano Btk na powierzchni 433 milio-
néw hektaréw (Skrzecz i wsp. 2024). Obecnie w ochronie
laséw przed gradacjami brudnicy mniszki i brudnicy nie-
parki wykorzystuje si¢ kilka zarejestrowanych formulacji
biopreparatu Foray o zwigkszonej aktywnosci owadobdj-
czej (Gtowacka 2012; Olivieri i wsp. 2021). Biopreparaty
Btk sg réwniez stosowane do zwalczania innych foliofagow
lesnych z rzedu Lepidoptera, w tym m.in. strzygoni cho-
indwki Panolis flammea (Denis i Schiffermiiller, 1775)
i zwojki zieloneczki Tortrix viridana (L.) (Lacey i wsp. 2015;
Skrzecz i wsp. 2020).

Biopreparaty Btk sg powszechnie stosowane do zwal-
czania émy bukszpanowej Cydalima perspectalis (Walker,

1859) na réznych obszarach zieleni, takich jak ogrody pry-
watne, parki i zielen miejska (Las Heras i wsp. 2019; Coy-
le i wsp. 2022; Tabone i wsp. 2022; Barbero i wsp. 2024).
Preparaty te dostgpne w formie proszku lub granulatu do
sporzadzania zawiesin wodnych sa tatwe w aplikacji przy
uzyciu opryskiwaczy, dzieki czemu mogg by¢ stosowane
zarowno przez profesjonalistow, jak i dziatkowiczoéw (Coyle
i wsp. 2022; Tabone i wsp. 2022). Jednym z najczesciej sto-
sowanych biopreparatow Bt przeciwko ¢mie bukszpanowe;j
jest preparat Lepinox (Kowalska 2023).

Wszystkie zarejestrowane w Polsce preparaty Bt zostaly
przedstawione w tabeli 2.

Odpornos¢ owadoéw na biopreparaty Bt / Insect
resistance to Bt biopreparations

Pomimo licznych korzysci ekonomicznych, $rodowisko-
wych i spolecznych zwigzanych ze stosowaniem bioprepa-
ratéw opartych na B. thuringiensis, juz w ubiegltym stuleciu
zwrdcono uwage na potencjalne zagrozenia wynikajace
z rozwoju odpornosci owadow na substancje czynne zawar-
te w tych bioinsektycydach (Tabashnik i wsp. 1990; Guo
i wsp. 2020). Problem ten stanowi istotne wyzwanie, gdyz
moze znaczaco ograniczy¢ dlugoterminowg skuteczno$é
produktow Bt, prowadzac do wzrostu uzycia chemicznych
srodkow owadobdjczych. Wyselekcjonowanie odpornych
populacji owadow jest naturalng konsekwencjg ewolu-
cyjnego przystosowania si¢ (adaptacji) organizmow do
niesprzyjajacych warunkéw $rodowiska, takich jak dhugo-
trwate stosowanie tych samych insektycydow (Malinowski
1997; Tabashnik i wsp. 2013; Horikoshi i wsp. 2019).

Preparaty Bt stosowane od lat 30. XX wieku jako bio-
logiczne $rodki ochrony roslin, sa powszechnie uznawane
za bezpieczne i skuteczne narzgdzie w zwalczaniu szkodli-
wych populacji owadow (Sanchis 2011). Jednakze pierwsze
doniesienia o wystgpieniu odpornosci owadéw na toksyny
Bt w warunkach polowych znaczgco zmienity sposob po-
strzegania tych biopreparatow jako dlugoterminowego roz-
wigzania w ochronie roslin. Zjawisko to podkresla koniecz-
no$¢ opracowania strategii zarzadzania odpornoscia, ktore
pozwola utrzymaé wysoka skuteczno$¢ biopreparatow Bt
w przysziosci (Tabashnik 1 wsp. 1990; Sanchis i Bourguet
2008; Guo i wsp. 2020; Ahmad i wsp. 2022; Afzal i wsp.
2024).

Pierwszym szkodnikiem, ktory w warunkach natural-
nych rozwinat odpornos¢ na preparaty Bt (Javelin — szczep
NRD-12 i Dipel — szczep HD-1) byt tantni$ krzyzowiaczek
(Plutella xylostella), uznawany za jeden z najgrozniejszych
agrofagow ro$lin z rodziny kapustowatych. Kluczowym
czynnikiem prowadzacym do zmniejszenia skutecznosci
preparatow Bt byl brak rotacji srodkow owadobdjczych
oraz intensywna, wielokrotna aplikacja tych samych biopre-
paratow. Taka praktyka wywierala silng presj¢ selekcyjna,
sprzyjajaca powstawaniu i rozprzestrzenianiu si¢ odpor-
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nosci w populacjach tego szkodnika (Kirsch i Schmutterer

1988; Tabashnik i wsp. 1990).

Mechanizm rozwoju odpornosci u owadow jest proce-
sem ztozonym, w ktorym kluczowa rolg odgrywajg zmia-

Tabela 2. Wszystkie zarejestrowane w Polsce biopreparaty Bt wraz z przyktadami szkodnikéw docelowych oraz z wybranym zastosowa-

niem w uprawach
Table 2. All Bt-based biopesticides registered in Poland, along with examples of target pests and selected applications in crops

hiﬁg\ia Mikroorganizm Przyktady szkodnikow docelowych Wybrane uprawy
Trade name Microorganism Examples of target pests Selected crops
drzewa pestkowe (brzoskwinia, wisnia, §liwa,
morela, nektarynka)
tantnié krzyzowiaczek drzewa ziarnkowe (_]ablOI}, grusza)
krzewy owocowe (agrest, borowka wysoka,
(Plutella xylostella),
. , porzeczka czarna, porzeczka czerwona,
. L btyszczka jarzynowka .
Bacillus thuringiensis porzeczka biata)
. . (Autographa gamma), 1
Agree 50 WG Ssp. aizawai L . ro$liny ozdobne
szczep GC-91 pigtnéwka kapustnica stone fruit trees (peach, che lum, apricot.
P (Mamestra brassicae), P » ChEITY, plum, ap ’
L . nectarine)
piedzik przedzimek .
(Operophtera brumata) pome fruit trees (apple, pear)
P berry bushes (gooseberry, highbush blueberry,
blackcurrant, redcurrant, white currant)
ornamental plants
pigdzik przedzimek drzewa ziarnkowe (jabton, grusza)
(Operophtera brumata), S ..
RS drzewa pestkowe (wisnia, morela, brzoskwinia,
zwojka siatkoweczka 1
Bacillus thuringiensis (Adoxophyes orana) Sliwa)
uringt oxXOphyes o1 ’ warzywa kapustne (kapusta, kalafior, brokut)
. var. aizawai owocowka jablkoweczka . .
XenTari WG . warzywa psiankowate (pomidor)
szezep (Cydia pomonelia), ome fruit trees (apple, pear)
ABTS-1857 btyszczka jarzynowka p Ppic, p
stone fruit trees (cherry, apricot, peach, plum)
(Autographa gamma), . ; .
3 Lo brassica vegetables (cabbage, cauliflower, broccoli)
tantnié krzyzowiaczek solanaceous vegetables (tomato)
(Plutella xylostella) &
brudnica nieparka
(Lymantria dispar), drzewa lisciaste
kuprowka rudnica drzewa iglaste
Bacillus thuringiensis (Eup roctl; chrysgrrhoea), d reewa ozc.lobne,
) brudnica mniszka drzewa ziarnkowe (jablon, grusza)
Delfin WG ssp. kurstaki . .
(Lymantria monacha), deciduous trees
szczep SA-11 , .
¢ma bukszpanowa coniferous trees
(Cydalima perspectalis), ornamental trees
tantni$ krzyzowiaczek pome fruit trees (apple, pear)
(Plutella xylostella)
skosnik pomidorowy warzywa psiankowate (pomidor)
(Tuta absoluta), drzewa ziarnkowe (grusza)
Bacillus thuringiensis owocowka jablkéweczka warzywa kapustne (kapusta brukselska, brokut,
DiPel DF var. kurstaki (Cydia pomonella), jarmuz, kalarepa, kapusta gtowiasta, kalafior)
DiPel WG szczep bielinek kapustnik solanaceous vegetables (tomato)
ABTS 351 (Pieris brassicae), pome fruit trees (pear)
bielinek rzepnik brassica vegetables (Brussels sprout, broccoli, kale,
(Pieris rapae) kohlrabi, cabbage, cauliflower)
brudnica nieparka
(Lymantria dispar),
brudnica mniszka drzewa lisciaste
Bacillus thuringiensis (Lymantria monacha), drzewa iglaste
Foray 76B var. kurstaki oprze;dmcg jesienna rosl¥ny ozdobne
szczep (Hyphantria cunea), deciduous trees
ABTS 351 barczatka sosndwka coniferous trees

(Dendrolimus pini),
zwdjka zieloneczka
(Tortrix viridana)

ornamental plants
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Tabela 2. Wszystkie zarejestrowane w Polsce biopreparaty Bt wraz z przyktadami szkodnikow docelowych oraz z wybranym zastosowa-

niem w uprawach — cd.

Table 2. All Bt-based biopesticides registered in Poland, along with examples of target pests and selected applications in crops

— continuation
Nazwa . . .
handlowa Mikroorganizm Przyktady szkodnikow docelowych Wybrane uprawy
Microorganism Examples of target pests Selected crops
Trade name

Bacillus thuringiensis

¢ma bukszpanowa
(Cydalima perspectalis),
stonecznica orezowka
(Helicoverpa armigera),

ro$liny ozdobne (bukszpan)
drzewa ziarnkowe (jablon, grusza)
warzywa psiankowate (pomidor)
warzywa kapustne (kapusta)

Lepinox Plus subsp. kurstaki btyszczka jarzynowka ro$liny jagodowe (truskawka)
szczep EG 2348 (Autographa gamma), ornamental plants (boxwood)
bielinek kapustnik pome fruit trees (apple, pear)

(Pieris brassicae),
pietnowka kapustnica
(Mamestra brassicae)

solanaceous vegetables (tomato)
brassica vegetables (cabbage)
berry plants (strawberry)

Bacillus thuringiensis

skosnik pomidorowy
(Tuta absoluta),
owocowka jablkéweczka

warzywa psiankowate (pomidor, baktazan)
drzewa ziarnkowe (jabton, grusza)
ro$liny ozdobne (bukszpan)

BioBit var. ]Zl];flfgk; 51 (Cydia pomonella), solanaceous vegetables (tomato, aubergine)
szezep ¢ma bukszpanowa pome fruit trees (apple, pear)
(Cydalima perspectalis) ornamental plants (boxwood)
Bacillus thuringiensis bielinek kapustnik warzywa kapustne (kapusta gtowiasta, kalafior,
BioDor Pro var. gizawai (P{erfs brassicqe), . brokut, kapusta bmkse‘lska) .
szczep ABTS-1857 bielinek rzepnik brassica vegetables (cabbage, caulifiower, broccoli,
(Pieris rapae) Brussels sprout)
. L skos$nik pomidorowy warzywa psiankowate (pomidor)
Thurinox B “cs’fllli‘sspfh]i’;;:lfa’]f;‘Sls (Tuta absoluta), drzewa ziarnkowe (jablon)
szezep EG 2348 stonecznica orgzowka solanaceous vegetables (tomato)
(Helicoverpa armigera) pome fruit trees (apple)
warzywa dyniowate (ogorek, cukinia)
warzywa korzeniowe (burak ¢wiktowy)
btyszczka jarzynowka ro$liny straczkowe (fasola szparagowa, bob)
(Autographa gamma), warzywa kapustne (kapusta gtowiasta, kalafior,
tantni$ krzyzowiaczek brokut, jarmuz, kalarepa)
Bacillus thuringiensis (Ph.tte‘lla xyloste{la), drzqwa .ziarnkowe (gru.sza, .pigwa)
Florbac var. gizawai bielinek rzepnik ro$liny jagodowe (malina, jezyna)

szczep ABTS-1857

(Pieris rapae),
bielinek kapustnik
(Pieris brassicae)

1 inne gasienice
uszkadzajace liscie

cucurbit vegetables (cucumber, courgette)
root vegetables (beetroot)
leguminous vegetables (green bean, broad bean)
brassica vegetables (cabbage, caulifiower, broccoli,
kale, kohlrabi)
pome fruit trees (pear, quince)
berry plants (raspberry, blackberry)

ny strukturalne w receptorach jelitowych. Szczegodlne zna-
czenie majg mutacje oraz zmniejszona ekspresja genow
kodujacych biatka receptorowe, takie jak aminopeptydaza
N, fosfataza alkaliczna oraz biatka podobne do kadheryn.
Zmiany te moga zakloca¢ wigzanie toksyn Cry z komorka-
mi nabtonkowymi jelit owadow, co prowadzi do obnizenia
skuteczno$ci toksyn i rozwoju odpornosci u szkodnikow
(Guo i wsp. 2020).

Odpornos¢ na toksyny Bt zostala potwierdzona u co
najmniej dziewigciu gatunkéw owadoéw w warunkach po-
lowych, zwlaszcza w regionach, gdzie przez dhuzszy czas

uprawiano ro$liny zmodyfikowane genetycznie, zawieraja-
ce geny kodujace biatka Bt (Fernandez-Chapa i wsp. 2019;
Guo i wsp. 2020; Jurat-Fuentes i wsp. 2021; Afzal i wsp.
2024). Mozliwos¢ adaptacji owaddéw na d-endotoksyny
bakteryjne nalezy réwniez rozwazy¢ w kontekscie szkodni-
koéw stanowiacych zagrozenie w §rodowisku lesnym, gdzie
presja selekcyjna spowodowana stosowaniem tych samych
szczepow Bt przez wiele lat moze zwigckszaé odpornosé
niektorych owadow szkodliwych (Griffitts i Aroian 2005;
Olivieri i wsp. 2021).
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Skuteczne zarzadzanie odpornos$cig owadéw wymaga
wdrozenia dtugoterminowych strategii, ktore obejmuja zin-
tegrowane lub naprzemienne stosowanie bioinsektycydow
opartych na mikroorganizmach oraz innych entomopatoge-
noéw, takich jak nicienie czy grzyby entomopatogeniczne.
Kluczowym elementem tych strategii jest zachowanie tzw.
refugiow — obszaréw, na ktorych populacje owadow nie sg
narazone na dziatanie toksyn Bt, co pozwala ograniczy¢
presje selekcyjng i spowolni¢ rozwoj odpornosci (Fernan-
dez-Chapa i wsp. 2019; Olivieri i wsp. 2021; Ahmad i wsp.
2022; Tabashnik i wsp. 2023).

Bacillus thuringiensis jako biopreparat

w rolnictwie: obawy zwigzane z pokrewienstwem
z Bacillus cereus / Bacillus thuringiensis

as a biopesticide in agriculture: concerns related
to its relation to Bacillus cereus

Biopreparaty zawierajace B. thuringiensis odgrywaja klu-
czowg role w zréwnowazonej ochronie roslin przed szkod-
nikami owadzimi. Pomimo licznych korzysci wynikajacych
z ich stosowania, konieczne jest rozwazenie potencjal-
nych zagrozen zwiagzanych z bliskim pokrewienstwem
B. thuringiensis z patogennym B. cereus oraz innymi ga-
tunkami nalezacymi do grupy Bacillus cereus sensu lato.
Szczegdlne znaczenie ma Bacillus cereus sensu stricto
(B. cereus ss), bakteria odpowiedzialna za dwa rodzaje
zatru¢ pokarmowych: zatrucie emetyczne, spowodowane
spozyciem termostabilnej toksyny cereulidu oraz toksy-
koinfekcje biegunkowa, wynikajaca z obecnosci wegeta-
tywnych komorek lub przetrwalnikow B. cereus, ktdre po
spozyciu wytwarzajg enterotoksyny w przewodzie pokar-
mowym cztowieka. Gtéwne toksyny odpowiedzialne za ze-
spot biegunkowy to nichemolityczna enterotoksyna (Nhe),
hemolizyna BL (Hbl) oraz cytotoksyna K (CytK). Podob-
nie jak B. cereus, B. thuringiensis zawiera geny kodujace
powyzsze enterotoksyny, tj. nhe, hbl oraz cytK (Schwenk
i wsp. 2020; De Bock i wsp. 2021). Co wigcej, obie bak-
terie wykazujg ponad 99% zgodnosci w sekwencji genu
16S rRNA, co znacznie utrudnia ich rozréznienie podczas
rutynowych badan diagnostycznych w zakresie bezpieczen-
stwa zywnoS$ci (De Bock 1 wsp. 2021).

Wysoki poziom homologii genetycznej migdzy B. thu-
ringiensis a B. cereus ss wywotal debat¢ na temat bezpie-
czenstwa szerokiego stosowania biopreparatow Bt w rol-
nictwie. Gléwne obawy wynikaja z mozliwosci spozycia
produktow roslinnych zanieczyszczonych przetrwalnikami,
ktére moga przeksztalci¢ si¢ w formy wegetatywne zdol-
ne do produkcji toksyn. Jednakze, jak wskazuja badania,
stezenie B. thuringiensis na $wiezych produktach po za-
stosowaniu biopreparatow rzadko przekracza poziom
105 CFU/g, ktory moglby stanowi¢ powazne zagrozenie dla
zdrowia konsumentow. Zazwyczaj st¢zenia te mieszcza si¢

w zakresie 10>-10* CFU/g, co na podstawie analiz toksyko-
logicznych i epidemiologicznych uznaje si¢ za bezpieczne.
Nawet przy maksymalnych dawkach stosowanych w rol-
nictwie, ryzyko przekroczenia wartosci 10° CFU/g, uzna-
wanej za potencjalnie niebezpieczna, jest mniejsze niz 1%
(De Bock i wsp. 2021).

Chociaz przetrwalniki B. thuringiensis moga przetrwac
kwasne $rodowisko zotadka, ich zdolno$¢ do kietkowania
w jelicie cztowieka jest ograniczona (Jessberger i wsp.
2020; Schwenk i wsp. 2020; De Bock i wsp. 2021). Badania
in vitro wykazaty, ze cho¢ przetrwalniki Bt mogg przyle-
ga¢ do komorek nabtonka jelitowego, wickszos$¢ szczepodw
stosowanych w biopestycydach nie wykazuje zdolno$ci do
kietkowania w warunkach przewodu pokarmowego czto-
wieka (Schwenk i wsp. 2020). Wyniki te zostaly potwier-
dzone w badaniach z wykorzystaniem symulatora SHIME®,
w ktorych nie zaobserwowano kietkowania przetrwalnikow
szczepéw ABTS-1857 1 ABTS-351 w warunkach symuluja-
cych $rodowisko jelitowe czlowieka, co znaczaco zmniej-
sza ryzyko toksykoinfekcji biegunkowej (De Bock i wsp.
2021).

Zalecana dawka aplikacyjna preparatow B. thuringien-
sis wynosi okoto 1 kg na hektar upraw, co odpowiada osa-
dzeniu okoto 3 x 10° przetrwalnikow na cm? powierzchni
ro$lin. Jednak liczba ta zmniejsza si¢ w wyniku dziatania
czynnikéw s$rodowiskowych, takich jak promieniowanie
stoneczne, ktére przyspiesza degradacje spor oraz opady
deszczu, ktore powoduja ich wyptukiwanie z powierzchni
ro$lin. W rezultacie, aplikacja biopreparatow Bt we wcze-
snych fazach wzrostu roslin skutkuje znacznym zmniej-
szeniem liczby przetrwalnikow przed zbiorami (De Bock
iwsp. 2021).

Pomimo obecnosci gendéw kodujacych enterotoksyny
w formach przetrwalnikowych B. thuringiensis, ich poten-
cjalna patogennos$¢ jest znaczgco nizsza w poréwnaniu do
B. cereus. Ponadto, instytucje regulacyjne, takie jak Agen-
cja Ochrony Srodowiska (EPA), wymagaja szczegotowych
ocen bezpieczenstwa szczepow Bt stosowanych w biope-
stycydach, aby zapewni¢, ze nie stanowig one zagrozenia
dla ludzi i innych organizméw niebedacych celem ich dzia-
fania. Ryzyko zwiazane z konsumpcja produktow rolnych
traktowanych biopreparatami Bt pozostaje wigc na niskim,
kontrolowanym poziomie. Niemniej jednak, niezbgdny jest
ciagly monitoring oraz badania dotyczace stabilno$ci prze-
trwalnikow B. thuringiensis w $rodowisku oraz warunkoéw
sprzyjajacych ich kietkowaniu i produkcji toksyn (Schwenk
i wsp. 2020; De Bock i wsp. 2021). Szczegdtowe analizy
genomowe 1 proteomiczne moga dostarczy¢ dodatkowych
informacji na temat obecnosci i ekspresji czynnikéw wiru-
lencji w roznych szczepach B. thuringiensis, co moze przy-
czyni¢ si¢ do zwigkszenia zaufania zarowno $rodowiska
naukowego, jak i konsumentéw do bezpieczenstwa tych
biopreparatéw (Fenibo i wsp. 2021; Zhao i wsp. 2022).
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Podsumowanie / Summary

Z uwagi na prognozowany wzrost §rednich temperatur
na calym $§wiecie, a przez to wzrost aktywno$ci niekto-
rych szkodnikéw owadzich, obecnie prowadzone badania
skupiaja si¢ nad mozliwoscia ograniczenia liczebnosci
fitofagéw przy jak najmniejszym zuzyciu chemicznych
srodkow owadobdjczych. Bioinsektycydy na bazie organi-
zmow entomopatogenicznych to jedno z rozwigzan, ktore
umozliwia skuteczne zwalczanie owadow, przy jednocze-
snym zachowaniu dbatos$ci o Srodowisko naturalne. W celu
zwigkszenia skutecznosci preparatow Bt opracowywane sg
nowe formulacje, zawierajace endospory i krysztaty para-
sporalne szczepdw B. thuringiensis o wyzszej wirulencji
wzgledem owaddéw. Ponadto podejmowane sg dziatania
w celu zwigkszenia trwatosci preparatu na listowiu oraz
wydtuzenia czasu przechowywania. Bakterie B. thurin-
giensis subsp. kurstaki oraz B. thuringiensis subsp. aiza-
wai sg obecnie zarejestrowane jako czynnik biologicznych
srodkow ochrony roélin przeznaczonych do zwalczania
szkodnikow na trawnikach i murawach. Chociaz nie sg one
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