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1. W TĘP 

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy 
na temat odporności owadów na toksyny białkowe Bacillus thuringiensis. Nega­
tywne dla środowiska skutki, zwłaszcza szybkie wykształcanie odporności 

u owadów na stosowane od wielu lat środki chemiczne, stanowiły wyzwanie do 
podjęcia szerokich, interdyscyplinarnych badań nad toksynami białkowymi 

o działaniu owadobójczym, produkowanymi przez bakterię Bacillus thuringien­
sis. Zastosowanie w latach osiemdziesiątych naszego stulecia nowych technik 
badawczych, zwłaszcza inżynierii genetycznej, doprowadziło do istotnego 
rozszerzenia wiedzy w zakresie struktury i mechanizmu działania toksyn B. thu­
ringiensis (chociaż wiele zagadnień wymaga dalszych badań), natomiast badania 
w latach dziewięćdziesiątych pozwoliły na zrozumienie oddziaływania wymie­
nionych toksyn na naturalne środowisko, co stworzyło podstawy do opracowania 
strategii kontroli owadów, które są efektywne i jednocześnie bezpieczne dla śro­
dowiska (VAN FRANKENHUYZEN 1993). Możliwość rozwoju odporności u owa­
dów w wyniku stosowania nowych technologii jest jednym z najważniejszych 
problemów w ochronie roślin . Mając na uwadze lepsze zrozumienie zagadnień 
związanych z odpornością owadów na toksyny białkowe B. thuringiensis, 
zwłaszcza w zakresie ich nazewnictwa i klasyfikacji, we wstępie podano podsta­
wowe informacje dotyczące znaczenia bioinsektycydów B. thuringiensis dla 
ochrony roślin, osiągnięć badawczych i aplikacyjnych oraz klasyfikacji genów 
kryształów białkowych. Następnie omówiono przypadki odporności wykształco­
nej u owadów w warunkach praktycznego stosowania bioinsektycydów oraz 
w wyniku selekcji laboratoryjnej. Opisano również odporność krzyżową, fizjolo­
giczne, biochemiczne i genetyczne mechanizmy odporności owadów na toksyny 
B. thuringiensis oraz możliwości przeciwdziałania temu zjawisku. 

1.1. Znaczenie bioinsektycydów B. thuringiensis dla ochrony 
roślin 

Chemiczne środki ochrony roślin, stosowane na znaczną skalę już blisko pół 
wieku, wywołują szereg niekorzystnych zmian w środowisku, jak np. wyselekcjo­
nowanie odpornych populacji u ponad 500 gatunków owadów (GEORGHIOU 

1994), czy wyniszczanie wrogów naturalnych szkodników, przyczyniających się 
do utrzymywania ich populacji na niegroźnym dla roślin poziomie. Ponadto po­
zostałości chemicznych środków ochrony roślin mogą skażać środowisko oraz 
występować w produktach roślinnych przeznaczonych do konsumpcji lub na 
paszę powyżej dopuszczalnego poziomu, co zagraża bezpośrednio zdrowiu i 
życiu ludzi i zwierząt. Wymienione względy, a także nacisk różnych grup ekolo­
gicznych, spowodowały szersze zainteresowanie się bardziej przyjaznymi dla śro-
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dowiska środkami, jakimi są bioinsektycydy oparte na bakterii Bacillus 
thuringiensis (Berliner). Wymienione bioinsektycydy zalicza się do bezpiecznych 
i najbardziej selektywnych spośród znanych obecnie środków owadobójczych. 
Nie przewiduje się dla nich okresu karencji (okres między zabiegiem a zbiorem 
plonów), mogą więc być stosowane do dnia zbioru plonów. W związku z tymi 
właściwościami bioinsektycydy są również zalecane do kontroli owadów na tere­
nach rekreacyjnych, w pobliżu zbiorników wodnych, w parkach narodowych. 

W ciągu ostatnich 20 lat nastąpił wyraźny postęp w stosowaniu bioinsekty­
cydów B. thuringiensis w ochronie upraw rolniczych, warzywniczych, sadow~ 
niczych, w higienie sanitarnej, a zwłaszcza w ochronie lasu, gdzie zużywa się 
obecnie około 60-70% światowej produkcji tych biopreparatów (VAN FRANKEN­
HUYZEN 1993). Analizując wartość sprzedawanych każdego roku na świecie bio­
pestycydów (głównie bioinsektycydów, w których udział środków opartych na 
bakterii Bacillus thuringiensis wynosi około 80%) oszacowano, że w latach 1990-
1994 nastąpił około 3-krotny wzrost wartości sprzedaży tych środków, chociaż w 
dalszym ciągu stanowiło to poniżej l % ogólnej wartości środków ochrony roślin 
(MARRONE, MACINTOSH 1993; LrSANSKY, COOMBS 1994). Można to częściowo 
tłumaczyć wprowadzeniem w ostatnich latach do stosowania na znaczną skalę 
tańszych bioinsektycydów B. thuringiensis, jak np. Foray (LrSANSKY, COOMBS 
1994). Przewiduje się dalszy, znaczący wzrost udziału bioinsektycydów, w tym 
zawierających toksyny B. thuringiensis, na rynku światowym (LrsANSKY, 
COOMBS 1994; RA VENSBERG 1994). 

Bioinsektycydy B. thuringiensis, ze względu na niewielki, uboczny wpływ na 
środowisko, są głównymi środkami ochrony lasu w Kanadzie, USA i w wielu in­
nych krajach, gdzie niezbędne jest wykonywanie zabiegów ochronnych prze­
ciwko szkodnikom liściożernym, występującym w zagęszczeniu zagrażającym 
zdrowotności drzewostanów. W Polsce (do 30 października 1997 r.) było zare­
jestrowanych w ochronie roślin 12 bioinsektycydów B. thuringiensis, w tym 7 w 
ochronie lasu: Dipel8L; Dipel3.2 WP; Ecotech Pro 07.5 OF; Ecotech Pro 15 OF; 
Foray 02.2 UL.; Foray 03.3 UL.; Thuridan krem PA (ten ostatni jest produkowany 
w kraju). Można przewidywać, że w naszym kraju udział omawianych bioinsekty­
cydów w ochronie roślin będzie wzrastać, zwłaszcza w ochronie lasu w związku z 
zarejestrowaniem formulacji o zwiększonej zawartości czynnika aktywnego lub 
zwiększonej aktywności owadobójczej, czy zawierających toksyny białkowe 
B. thuringiensis o różnej specyficzności działania. W Polsce były dotychczas pro­
dukowane na małą skalę (według zapotrzebowania) dwa tego typu bioinsekty­
cydy: Bacilan i Thuridan, z przeznaczeniem do ochrony upraw warzywniczych i 
sadowniczych, zwłaszcza w ogródkach przydomowych. Nie były one zalecane np. 
do stosowania w sadach towarowych ze względu na zbyt wolne działanie. 
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1.2. Osiągnięcia badawcze i aplikacyjne 

Prowadzone w szerokim zakresie badania, mające na celu aspekt praktyczny, 
obejmują między innymi takie zagadnienia, jak: 

a) poznanie biologii molekularnej i mechanizmów działania na owady toksyn 
białkowych (endotoksyn) B. thuringiensis;. 

b) poznanie wykształconych u owadów mechanizmów odporności na te en­
dotoksyny; 

c) poszukiwanie w naturze nowych szczepów bakterii o zwiększonej akty­
wności owadobójczej; 

d) ulepszanie znanych i stosowanych już w bioinsektycydach szczepów tech­
nikami nierekombinacyjnymi, wykorzystującymi występujące u bakterii zjawisko 
koniugacji (polegające na przekazywaniu materiału genetycznego z komórki daw­
cy do komórki biorcy), lub technikami inżynierii genetycznej (technologia rekom­
binacji kwasu dezoksyrybonukleinowego - DNA); 

e) wytworzenie roślin transgenicznych produkujących toksyczne dla owadów 
endotoksyny B. thuringiensis. 

Wymienione badania doprowadziły do rozszerzenia wiedzy na temat mecha­
nizmów działania toksyn białkowych i ich budowy molekularnej . Krystaliczne 
inkluzje, wytwarzane przez dany podgatunek podczas sporulacji , tej bakterii, 
rozpuszczają się w jelicie środkowym larw owadów wrażliwych i zostają 

uwolnione toksyny białkowe o działaniu owadobójczym, tzw. delta-endotoksyny 
o masie cząsteczkowej 27 do 400 kilodaltonów (kDa). Najczęściej tychtoksynjest 
kilka i liczba ich wzrasta w miarę postępu prac badawczych. Wiele kryształów 
białkowych ma charakter protoksyn. Uwolnione toksyny białkowe i protoksyny 
ulegają następnie, w jelicie środkowym owadów, proteolitycznej (z udziałem en­
zymów proteolitycznych) przemianie do mniejszych jednostek białkowych tzw. 
polipeptydów. Te uaktywnione toksyny wchodzą w nieodwracalną interakcję z 
odpowiednimi receptorami o charakterze białek, występującymi w błonach 
komórek nabłonka jelita środkowego owadów wrażliwych (HOFFMAN i in. 1988 
a,b). Badania elektrofizjologiczne (IlARVEY i in. 1983) i biochemiczne (KNOW­
LES, ELLAR 1987) wskazują, że omawiane toksyny wchodząc w nieodwracalną 
interakcję z receptorami powodują powstawanie otworów (por) w błonie komórek 
nabłonka jelita środkowego, co prowadzi do naruszenia równowagi osmotycznej 
i zakłócenia w przewodzeniu jonów pierwiastków, pęcznieriia komórek i ich 
zanikania. 

Przeprowadzone badania pozwoliły na opracowanie technik klonowania ge­
nów klyształów białkowych B. thuringiensis o właściwościach owadobójczych 
(WHITELEY, SCHNEPF 1986) i ich ekspresji w mikroorganizmach związanych 
z rośliną (OBUKowrcz i in. 1986) oraz transgenicznych roślinach (BARTON i in. 
1987; FrSCHHOFF i in. 1987; VAECK i in. 1987). Te nowe techniki stwarzają nowe 
możliwości i strategie ochrony roślin przed szkodliwymi owadami. LrSANSKY i 
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COOMBS (1992) podają, że stosując nierekombinacyjne techniki (koniugacja) 
wytworzono nieistniejące w przyrodzie szczepy kodujące toksyny białkowe, które 
są aktywne wobec różnych gatunków owadów. W ten sposób powstały bioinsek­
tycydy firmy Ecogen stosowane w praktyce (również w Polsce) do chwili obecnej ,: 
Condor™ (zawierający specyficznie działające toksyny białkowe wobec 
wyłogówki - Chorżstoneura fumiferana CIem. i brudnicy nieparki - Lymantrża 

dżspar L.), Ecotech™ (transkoniugant B. thuringżensis aizawai x B. thuringiensis 
kurstaki ) i Foif

M 

(toksyczny wobec larw motyli i chrząszczy). Natomiast firma 
Mycogen wprowadziła na rynek bioinsektycydy o większej trwałości działania, 
oparte na szczepach bakterii wytworzonych metodami inżynierii genetycznej (re­
kombinacja DNA) z zastosowaniem tzw. systemu kapsułkowania (Cen Cap®). 
System ten polega na wprowadzeniu genów delta-endotoksyny B. thuringiensis 
do komórek niepatogenicznej bakterii Pseudomonas jluorescens. Podczas fer­
mentacji bakterie te produkują delta-endotoksynę wewnątrz własnych komórek. 
Następnie komórki bakterii są zabijane za pomocą czynników termicznych 
i chemicznych w taki sposób, by nie naruszyć znajdującej się w komórce bio­
toksyny. Proces ten utwardza jednocześnie i usztywnia błonę komórkową za­
bitych bakterii P. jluorescens, która służy jako ochronna, biologiczna 
mikrokapsułka dla delta-endotoksyny. Na rynku znajdują się dwa bioinsektycydy 
firmy Mycogen o dłuższym okresie działania, opracowane według opisanego sys­
temu: MVp™ - przeciwko larwom motyli i M_Trak™ - przeciwko larwom 
chrząszczy (LISANSKY i COOMBS 1992). W piśmiennictwie polskim metoda ta 
została opisana przez MALINOWSKIEGO (1993) i SIERPIŃSKĄ (1997). 

Rekombinacyjne techniki zostały również zastosowane do wprowadzenia 
genów kryształów białkowych B. thuringiensżs do różnych organizmów, jak 
Escherichia coli, Bacillus subtilis itp. Na uwagą zasługuje wprowadzenie w 1993 
r. przez firmę Crop Genetics International na rynek USA nowego bioinsektycydu 
InCide™. Bioinsektycyd jest oparty na bakterii Clavibacter xy~i var. cynodontis, 
będącej endofitem kukurydzy, do której wprowadzono gen endotoksyny B. thu­
ringiensis specyfIcznie działający na naj groźniejszego szkodnika kukurydzy -
omacnicę prosowiankę (Ostrinża nubilalis L). Wymieniony endofit szybko za­
siedla korzenie, liście i łodygi roślin kukurydzy, gdzie pozostaje przez całe życie 
rośliny chroniąc ją przed omacnicą. 

Wyhodowano i wprowadzono do stosowania w praktyce, m.in. w USA, wie­
le gatunków transgenicznych roślin zarówno dwuliściennych jak i jednoliścien­
nych, produkujących toksyny białkowe B. thurżngiensis działające na larwy 
motyli i (lub) chrząszczy (EL y 1993; KANIEWSKI 1997). Spośród roślin dwuliś­
ciennych przykładowo można wymienić takie jak: ziemniak, burak cukrowy, mar­
chew, kalafior, seler, sałata, pomidor, orzeszki ziemne, melon, ogórek, pieprz, 
soja, jabłoń, śliwa, topola, bawełna, tytoń, słonecznik i inne, w tym ogrodnicze 
i ozdobne. Spośród roślin jednoliściennych należy wymienić najważniejsze z 
punktu widzenia gospodarczego: ryż i kukurydzę. Wykazanie nieszkodliwości 
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uprawy wymienionych roślin było podstawą do wydania zgody przez władze 
państwowe USA na wprowadzenie ich do produkcji w 1996 r. Pierwsze lata wyka­
zały, że są one korzystne dla producentów, konsumentów i środowiska (KA­
NIEWSKI 1997). 

1.3. Klasyfikacja genów kryształów białkowych B. thuringiensis 

Badania wykonane w ostatnich latach wykazały, że gatunek B. thuringiensis 
obejmuje szerokie i różnorodne rodziny białek o działaniu owadobójczym. Uka­
zały się liczne publikacje dotyczące identyfikacji toksyn białkowych i ich genów. 
Powstał problem ujednolicenia nazewnictwa związanego z tymi genarni i ich pro­
duktami, gdyż różni autorzy używali różnych oznaczeń w odniesieniu do tych 
samych genów. HOFTE i WHITELEY (1989) dokonali przeglądu aktualnej wiedzy 
oraz podali propozycje nazewnictwa i schemat klasyfikacji kryształów 

białkowych B. thuringiensis i ich genów w oparciu o strukturę wydedukowaną z 
sekwencji DNA, z uwzględnieniem zakresu gospodarzy - owadów, na które 
działają. 

HOFTE i WHITELEY (1989) podają, że do roku 1989 opisano sekwencje 
nukleotydowe dla ponad 40 genów kryształów białkowych B. thuringiensis. Wiele 
z tych sekwencji jest identycznych lub prawie identycznych i reprezentuje ten sam 
gen lub warianty tego samego genu. Biorąc powyższe pod uwagę wymienieni au­
torzy wyodrębnili 14 typów genów kryształów białkowYch B. thuringiensis na 
podstawie danych dotyczących szczepów bakterii aktywnych wobec'komarów. 
Wiele danych wskazuje, że 13 z nich, tzw. geny "Cry" (od słów "crystal proteins", 
czyli kryształów białkowych) charakteryzują rodziny odpowiednich białek owa­
dobójczych. Te 13 typów genów kryształów białkowych obejmuje 4 główne klasy 
(Cry I , Cry II, Cry III, Cry IV) i wiele podklas utworzonych na podstawie 
zarówno strukturalnego podobieństwa, jak i spektrum aktywności owadobójczej 
białek. Wymienione cztery główne klasy genów kryształów białkowych są odpo­
wiedzialne za specyficzne działanie w odniesieniu do owadów z następujących 
rzędów: Cry I - Lepidoptera, Cry II - Lepidoptera i Diptera, Cry III - Coleoptera, 
Cry IV - Diptera. 

Pozostały, czternasty typ genów kryształów białkowych B. , thuringiensis nie 
został nazwany "Cry" , lecz "Cyt", gdyż obejmuje on kryształy białkowe nie 
wykazujące działania owadobójczego. Sekwencje DNA genów kodujących nie­
toksyczne białka oraz ich relacje z genami kryształów białkowych opisanych 
wyżej nie są dotychczas znane. Znany jest natomiast jeden gen kryształów 
białkowych B. thuringiensis subsp. israelensis, kodujący białko o masie 
cząsteczkowej 27 kDa, które wykazuje cytolityczną aktywność wobec komórek 
bezkręgowców i kręgowców. Jednakże gen ten różni się całkowicie od genów 
"Cry". Na tej podstawie HOFTE i WHITELEY (1989) zaproponowali oznaczenie 
"Cyt A" dla genów kodujących białko 27 kDa. 
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Opisany system nazewnictwa jest uzupełniany w miarę wykrywania nowych 
szczepów produkujących podobne toksyny białkowe. LARECLUS i in. (1993) pro­
ponuj ą dodanie V klasy genów - ery V dla toksyn o masie cząsteczkowej 81 kDa, 
aktywnych dla Lepidoptera i Co le op tera oraz ery VI, ery VII - dla genów toksyn 
białkowych, które nie są jeszcze wykryte. Klasyfikację genów kryształów 

białkowych wg HÓFTE i WHITELEY (1989) z uzupełnieniem LARECLUS'a i in. 
(1993) podano w tabeli 1. 

2. ODPORNOŚĆ WYKSZTAŁCONA U OWADÓW 
W WARUNKACH PRAKTYCZNEGO STOSOWANIA 
BIOINSEKTYCYDÓW B. THURINGIENSIS 

W ciągu około 30 lat stosowania bioinsektycydów B .. thuringiensis przeciwko 
niektórym szkodliwym owadom w przechowalniach, w uprawach rolniczych i w 
ochronie lasu (60- 70% światowej produkcji bioinsektycydów B. thuringiensis 
jest wykorzystywane w ochronie lasu) nie notowano przypadków rozwoju odpor­
ności u naturalnych populacji traktowanych gatunków owadów w warunkach tere­
nowych. Wydawało się więc, że powstanie odporności u owadów na te 
bioinsektycydy nie jest możliwe . Tłumaczono to złożonym mechanizmem 
działania B. thuringiensis na owady (LIPA 1989) oraz krótkim okresem trwałości 
toksyn bakteryjnych na liściach opryskanych roślin . Okazało się jednak, że 
powstanie odporności na wymienione insektycydy jest możliwe. 

Pierwszy przypadek udokumentowanej odporności na B. thuringiensis u na­
turalnej populacji szkodnika magazynowego - omacnicy spichrzanki Plodia in­
terpunctella Hbn. opisano w 1979 roku. KINSINGER i MCGAUGHEY (1979) 
donoszą, że różnice we wrażliwości na biopreparat Dipel® (B. thuringiensis subsp. 
kurstaki) między populacją naturalną (terenową) omacnicy spichrzanki a popu­
lacją laboratoryjną były ponad 42-krotne. W dalszych badaniach populacji tere­
nowych omacnicy spichrzanki pochodzących z różnych stanów USA wykazano 
również zmniejszoną wrażliwość na Dipel® (MCGAUGHEY 1985a). Stwierdzony 
rozwój odporności u populacji terenowych omacnicy spichrzanki w wyniku prak­
tycznego stosowania bioinsektycydów B. thuringiensis był przez wiele lat uważa­
ny za wyjątek. Dopiero wykrycie odporności u innych gatunków owadów 
w warunkach polowych spowodowało zmianę poglądów w tej sprawie. 

Pierwszy przypadek odporności na B. thuringiensis u szkodników rolniczych 
w warunkach polowych opisali T ABASHNIK i in. (1990). Odporność ta wystąpiła 
u ważnego gospodarczo szkodnika roślin krzyżowych - tantnisia krzyżowiaczka 
Plutella xylostella L. na jednej z farm na Hawajach. Wymieniony szkodnik, 
występujący na rukwii wodnej Nasturtium officinale, był za pomocą biopreparatu 
Dipel® zwalczany 50- 100 razy w latach 1978-1982 (od 5 do 8 zabiegów przeci-
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Tabela 1 
Table 1 

Klasyfikacja genów kryształów białkowych B thuringiensis i zakres działania 
kodowanych przez nie toksyn (wg HaFTE i WHITELEY 1989 z uzupełnieniem 
LAREcLUs'a i in. 1993) 
Classification of B. thuringiensis crystals protein genes and scope of action of toxins 
encoded by them (accor. to HaFTE and WHITELEY 1989 with the suppl. of LARECLUS et al. 
1993) 

Typ Przewidywany Zakres 
genu* ciężar - działania** 
Gene cząsteczkowy Scope of Przykłady wrażliwych owadów 
type* Predicted action** Examples of susceptible insect species 

molecular weight 
kDa 

Cry I A(a) 132,2 L Manduca sexta, Bombyx mori, Pieris brassicae, 
P/utella xy/ostella Ostrinia nubiJa/is 

Cry I A(b) 131 L Pieris brassicae,Manduca sexta, He/iothis 
virescens 

Cry I A(c) 130 LlD Pieris brassicae, Aedes aegypti 
133,3 L Heliothis virescens, Manduca sex ta, Trichop/usia 

ni Ostrinia nubiJalis Pieris brassicae 

Cry I B 138 L Pieris brassicae 

CrylC 134,8 L Spodoptera littora/is, Spodoptera exiqua, 
Mamestra brassicae 

CrylD 132,5 L Manduca sexta SpodQQtera exjgua 

CrylE 130 L Manduca sexta,Spodoptera littora/is, Spodoptera 
exiqua 

CrylF 133,6 L Ostrinia nubila/is, Heliothis virescens, Spodoptera 
exiqua 

Cry II A 70,9 LlD Heliothis virescens, Lymantria dispar, Manduca 
sexta Aedes aegypti 

Cry II B 70,8 L Manduca sexta, Heliothis virescens, Lymantria 
di~ar TrichoJ21usia ni 

Cry II C 69,5 L Manduca sexta L~mantria dis12.ar TrichoRlusia ni 

Cry III A 73,1 C Leptinotarsa decemlineata Phaedon coch/eariae 

Cry III B 74,2 C Leptinotarsa decemlineata 

Cry IV A 134,4 D Aedes aegypti, Anophe/es stephensi, Cu/ex 
pipiens 

Cry IV B 127,8 D Aedes aegypti Anophe/es ste12.hensi 

Cry IV C 77,8 D Aedes aegypti 

Cry IV D 72,4 D Aedes aegypti Cu/ex piQiens 

Cry V A*** 81 ,2 LIC Oiabrotica spp., Leptinotarsa decemlineata, 
Ostrinia nubiJa/is 

Cyt A 27,4 niespecy- -
ficzne 

non specific 

'" wg Hofte i Whiteley (1989) according to Hófte and Whiteley (1989) 
** L: L epidop tera, D: Diptera, C: Co/eoptera 
*** wg Lareclus'a i in. (1993) according to .Lareclus et al. (1993) 
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wko jednej generacji). Następnie zaprzestano stosowania tego bioinsektycydu, 
gdyż liczono się z możliwością wystąpienia odporności. W latach 1989-1990 
aplikowano bioinsektycyd Javelin® (B. thuringiensis subsp. kurstaki) wykonując 
łącznie 15 zabiegów, a następnie określono poziom odpOlTIości owadów zebra­
nych z pól wymienionej farmy i z pól innych farm, równie często traktowanych 
bioinsektycydami. Stwierdzono 20-33-krotną odporność u badanych populacji 
owadów. Skuteczność działania zalecanych dawek bioinsektycydu dla populacji 
naturalnych wynosiła 34%, a w odniesieniu do wrażliwej populacji laboratoryjnej 
- 90-100%. Odporność u naturalnych populacj i tantnisia krzyżowiaczka na B. thu­
ringiensis subsp. kurstaki, wykształconą stosowanieITI tych bioinsektycydów 
w warunkach polowych, stwierdzono również na farmach na Filipinach, Tajlandii, 
Malezji, Japonii i Florydzie (GEORGHIOU 1994). 

W USA i Kanadzie, gdzie bioinsektycydy B. thuringiensis są głównymi środ­
kami do ograniczania liczebności populacji najwainiejszych szkodliwych 
owadów leśnych przeprowadzono badania mające na celu określenie, czy natu­
ralne populacje brudnicy nieparki Lymantria dispar L. i wyłogówki Choristoneu­
rafumiferana CIem. mają potencjał genetyczny do rozwoju odporności. 

W badaniach prowadzonych w USA (ROSITER i in. 1990) zaobserwowano 
istotne różnice w odporności na B. thuringiensis wśród naturalnych populacji 
brudnicy nieparki. Wyniki badań sugerują, że było to spowodowane różną 
żywotnością (wigorem), czyli różnymi możliwościami wzrostu i rozwoju. Au­
torzy tłumaczą tę zmienność we wrażliwości różnicami w zaopatrzeniu jaj (z 
których wylęgały się larwy) w substancje zapasowe. Jaja składane jako pielwsze 
zawierały więcej substancji zapasowych, a wylęgające się z nich larwy szybciej 
się rozwijały , były bardziej żywotne i mniej wrażliwe na B. thuringiensis. Bada­
nia wskazują na możliwość wyselekcjonowania, przy dostatecznie dużej presji se­
lekcyjnej, odpornych na B. thuringiensis populacji brudnicy nieparki. Autorzy 
dochodzą do wniosku, że odporniejsze genotypy będą faworyzowane, gdyż one są 
również bardzieJ żywotne. 

Z badań prowadzonych w Kanadzie (FRANKENHUYZEN i in. 1995) wynika, 
że populacje naturalne Ch. fumiferana mają również potencjał genetyczny do 
wykształcenia odporności na B. thuringiensis subsp. kurstaki. W wymienionych 
badaniach stwierdzono duże zróżnicowanie wrażliwości larw (nawet 1 O-krotne) 
pochodzących od poszczególnych samic w ramach jednej populacji . Wyniki su­
gerują, że ta zróżnicowana wrażliwość jest w dużym stopniu uwarunkowana gene­
tycznie. Instytut zajmujący się regulacją liczebności szkodników lasu w Kanadzie, 
w opracowanej informacji technicznej bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kur­
staki, zaleca ostrożne stosowanie tych środków, ze względu na możliwość wyksz­
tałcenia odpornych populacji owadów leśnych w warunkach naturalnych 
(ANONIM 1993). 

Testowane w Polsce w doświadczeniach laboratoryjnych populacje leśnych 
owadów liściożernych z rzędu Lepidoptera - brudnica mniszka Lymantria mona-
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cha L. i barczatka sosnówka Dendrolimus pini L., były wrażliwe na stosowane 
formulacje bioinsektycydów B. thuringiensis (Foray 02,2 UL, subsp. kurs taki, 
firmy Novo Nordisk oraz Ecotech Pro 07,5 OF, transkoniugant subsp. kurstaki x 

subsp. aizawai, firmy Ecogen) (MALINOWSKI 1996; 1997). Wymienione bioin­
sektycydy są w Polsce stosowane od niedawna i na niezbyt dużą skalę. Używanie 
ich na przemian ze związkami acylomocznikowymi i pyretroidami przeciwdziała 
powstawaniu odporności u traktowanych gatunków owadów. 

W literaturze została również opisana odporność na Bacillus sphaericus u ko­
marów Culex quinquefasciatus Say. Populacje komarów C. quinquefasciatus 
w wyniku intensywnego stosowania bioinsektycydu opartego na B. sphaericus 
wykształciły odporność na ten czynnik (GEORGHIOU 1994). Występują one na 
ograniczonych powierzchniach w Brazylii i Indiach. Pojawienie się odporności na 
B. sphaericus jest również spodziewane u komarów Culex pipiens w południowej 
Francji (GEORGHIOU 1994). 

Należy podkreślić, że stwierdzone przypadki odporności owadów na bioin­
sektycydy bakteryjne w warunkach terenowych były związane z silną presją se­
lekcyjną, wywieraną na populacje znajdujące się w izolacji i o krótkim okresie 
rozwoju. Z silną presją selekcyjną mamy do czynienia w przypadku transge­
nicznych roślin uprawnych produkujących określone, pojedyncze toksyny 
białkowe B. thuringiensis przeciwko danym gatunkom owadów, jak np. ziemniak 
odmiany Newleaf Russel-Burbank, produkujący toksynę ery lIlA przeciwko 
stonce ziemniaczanej, bawełna odmiany Bollgard czy kukurydza oclmiany Yield 
Gard, wytwarzające toksyny białkowe B. thuringiensis przeciwko gąsienicom 
motyli (KANIEWSKI 1997). Zgodnie z prawami selekcji, w przypadku roślin trans­
genicznych zawierających tylko pojedynczą toksynę B. thuringiensis per­
manentna presja selekcyjna prowadzi do szybkiego rozwoju odporności. 

Potwierdzeniem tego jest zaobserwowana w USA odporność u owadów z rzędu 
Lepidoptera na transgeniczne rośliny bawełny produkujące toksyczne białko 
B. thuringiensis (KAISER 1996; MACIL WAIN 1996; BOCZEK 1997). 

3. ROZWÓJ ODPORNOŚCI U OWADÓW NA B. THURINGIENSIS 
W WYNIKU SELEKCJI LABORATORYJNEJ 

W przeszłości różni badacze podejmowali próby uzyskania populacji 
owadów odpornych na bioinsektycydy B. thuringiensis w warunkach selekcji la­
boratoryjnej. Próby te'w większości przypadków nie zostały w pełni uwieńczone 
sukcesem. W piśmiennictwie światowym znajdujemy przegląd tych prac dokona­
ny przez BRIESE (1981) i GEORGHIOU (1988), a w piśmiennictwie polskim - przez 
LIPĘ (1989). Przegląd przykładów ódporności na B. thuringiensis wyselekcjono­
wanej w laboratorium, a także odporności na omawiany czynnik biologiczny, 
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wykształconej u owadów w warunkach terenowych do rokU 1993, podano w pu­
blikacji MARRONE i MACINTOSH (1993). GEORGHIOU (1994) podaje, że do roku 
1994 uzyskano w warunkach laboratoryjnych odporność na B. thuringiensis u co 
najmniej 10 gatunków owadów. Rozwój odporności na bioinsektycydy B. thurin­
giensis w warunkach selekcji laboratoryjnej jest dobrze udokumentowany w li­
teraturze i dotyczy owadów z następujących rzędów: Lepidoptera, Coleoptera 
i Diptera. Należy nadmienić, że liczebność owadów z wymienionych rzędów jest 
kontrolowana w praktyce za pomocą odpowiednich podgatunków (lub toksyn 
białkowych) B. thuringiensis. 

3.1. Rozwój odporności u Lepidoptera 

3.1.1. Szkodniki magazynów 

Zaobserwowano (MCGAUGHEY 1985a), że efektywność działania różnych 
formulacji delta-endotoksyny B. thuringiensis subsp. kurs taki (HO-l) zarejestro­
wanych w USA do stosowania przeciwko szkodnikom przechowalni: omacnicy 
spichrzance Plodia interpunctella Hbn i mklikowi daktylowcowi Cadra cautella 
Walker, była zróżnicowana przy zabiegach wykonywanych na dużą skalę. Po­
brane z traktowanych magazynów kolonie omacnicy spichrzanki były bardziej 
odporne na bioinsektycydy B. thuringiensis niż uzyskane z nietraktowanych po­
mieszczeń. 

MCGAUGHEY (1985b) wykazał, że traktowane w warunkach terenowych po­
pulacje omacnicy spichrzanki mogą łatwo wykształcić odporność na Oipel® 
(handlowa formulacja spor i kryształów B. thuringiensis subsp. kurstaki, HO-l) w 
laboratorium. Jedna kolonia była poddana w laboratorium selekcji za pomocą wy­
mienionego biopreparatu Dipel®, wprowadzonego do diety (sztuczna pożywka) w 
dawce wywołującej 70-90% śmiertelności latw. Selekcja w ciągu 2 generacji do­
prowadziła do 30-krotnego wzrostu odporności, a selekcja przez 15 generacji - do 
100-krotnego wzrostu odporności . Można sądzić, że był to maksymalny poziom 
odporności, uzyskany przez tę kolonię, gdyż dalsza selekcja nie powodowała 
wzrostu tej odporności (MCGAUGHEY 1985b). 

Przeprowadzono również badania (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988) nad szyb­
kością rozwoju odporności naB. thuringiensis u pięciu innych kolonii naturalnych 
omacnicy spichrzanki pochodzących z różnych miejscowości i jednej kolonii la­
boratoryjnej mklika daktylowca. Każda kolonia została podzielona na dwie sub­
kolonie, z których pierwsza stanowiła kontrolę i była hodowana na diecie nie 
zawierającej bioinsektycydu, natomiast druga otrzymała dietę z bioinsektycydem 
w dawce powodującej 70- 90% śmiertelności larw pierwszej generacji. 00 selek­
cji użyto Oipel® formulacji WP (proszek do sporządzenia zawiesin wodnych) za­
wierający B. thuringiensis subsp. kurs taki HO-I , o aktywności 16 000 lU 
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Uednostek międzynarodowych) na l mg formulacji. Po selekcji przez wiele poko­
leń, z niektórych kolonii wydzielono następne subkolonie i hodowano na diecie 
mającej większą zawartość bioinsektycydu w celu określenia, czy zwiększona 
dawka przyspieszy rozwój odporności . 

Przeprowadzone badania (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988) wykazały, że kolo­
nie omacnicy spichrzanki i mklika daktylowca poddane selekcji w laboratorium 
stały się w różnym stopniu odporne na B. thuringiensis. Odporność pięciu natu­
ralnych kolonii omacnicy spichrzanki wzrosła 2- 29-krotnie w wyniku selekcji 
przez 3 generacje i 15- 100-krotnie po selekcji przez 40 generacji stosunkowo 
małą dawką - 62,5 mg bioinsektycydu na 1 kg diety. Wyższy nacisk selekcyjny 
dawką 500 mg bioinsektycydu na 1 kg diety spowodował u jednej kolonii ponad 
250-krotny wzrost odporności. 

Rozwój odporności u laboratoryjnej kolonii mklika daktylowca przebiegał 
powoli w porównaniu do rozwoju odporności u naturalnych kolonii omacnicy 
spichrzanki, niezależnie od zastosowanych dawek. W rezultacie selekcji przez 
8 pokoleń dawką 15,625 mg bioinsektycydu na 1 kg diety, a następnie przez 
5 dalszych pokoleń dawką 62,5 mg/kg diety, kolonia mklika daktylowca charakte­
ryzowała się około 8-krotną odpornością. W tym przypadku uzyskany niski po­
ziom odporności można tłumaczyć tym, że była to kolonia laboratoryjna o małej 
heterogeniczności (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988). 

3.1.2. Szkodniki upraw polowych 

Selekcja laboratoryjna słonecznicy tytoniowej (Heliothis virescens F.) na 
odporność wobec genetycznie zmienionej niepatogenicznej bakterii glebowej 
Pseudomorias jluorescens, produkującej delta-endotoksynę B. thuringiensis 
subsp. kurstaki (szczep HD-l) o masie cząsteczkowej 130 kDa (OBUKOWICZ i in. 
1989), prowadzona przez 14 generacji spowodowała wykształcenie odporności 
u tej populacji (STONE i in. 1989). Latwy po wylęgu karmiono dietą zawierającą 
odpowiednią dawkę liofilizowanych bakterii w postaci proszku. Selekcyjna 
dawka wyjściowa, ustalona na poziomie 0,150 mg wymienionego proszku na l mI 
diety, powodowała śmiertelność około 50% larw po 7 dniach. Następne generacje 
larw otrzymywały dietę o sukcesywnie wzrastającej zawartości liofilizowanych 
bakterii do takiego poziomu, by prze~yło 10- 500/0 osobników. Selekcyjna dawka 
końcowa, wynosząca 5 000 mg proszku na l mI diety, powodowała przeżycie 500/0 
osobników. 

W przeprowadzonych badaniach (STONE i in. 1989) po 3 pokoleniach selekcji 
uzyskano 3-krotny wzrost odporności w porównaniu do kolonii kontrolnej 
(nieselekcjonowanej). Po 7 pokoleniach poddanych selekcji, odporność wzrosła 
24-krotnie, a w ciągu selekcji przez kolejnych 7 pokoleń współczynnik odporno­
ści oscylował między wartościami 13 a 20. W dalszych badaniach pokolenia od 
14 do 18 były poddane selekcji za pomocą bioinsektycydu Dipel, a pokolenia 
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między 18 a 22 - ponownie za pomocą opisanej wyżej genetycznie zmienionej 
bakterii P. fluorescens. W rezultacie otrzymano populację o 75-krotnej odpor­
ności na Dipel (który zawiera toksyny białkowe Cly I A( a), Cly I A(b), Cry I A( c) 
i Cry II A) oraz 71-krotnej odporności na oczyszczoną toksynę białkową Cry I 
A(b) i 16-krotną odporność na Cly I A( c) (MACINTOSH i in. 1991). 

Selekcja laboratoryjna naturalnej populacji tantnisia krzyżowiaczka, który 
wykształcił w warunkach polowych około 20-3 O-krotną OdpOITIOŚĆ na B. thurin­
giensis subsp. kurs taki, doprowadziła w ciągu 5 pokoleń do 150-190-krotnej 
odporności , a po 9 pokoleniach selekcji uzyskano odporność 430-820-krotną (T A­
BASHNIK i in. 1991). Natomiast wykonanie 5 kolejnych zabiegów bioinsektycy­
dem B. thuringiensis w warunkach polowych nie spowodowało istotnego wzrostu 
odporności u populacji naturalnej tantnisia krzyżowiaczka (TABASHNIK i in. 
1991). OdpOITIOŚĆ populacji wykształcona w warunkach polowych obniżała się 
wolno po zaprzestaniu presji selekcyjnej. 

W warunkach selekcji laboratoryjnej uzyskano również kolonie motyli 
nocnych: Spodoptera exigua Hbn. (MOAR i in. 1994) i Spodoptera littoralis 
Boisd. (MULLER-COHN i in. 1996), odporne na użyte do selekcji toksyny Cly I C 
B. thuringiensis. Motyle te są polifagami powodującymi duże szkody w ważnych 
ekonomicznie uprawach, jak bawełna, ryż , warzywa itp. Do ograniczania liczeb­
ności populacji wymienionych gatunków stosuje się formulacje B. thuringiensis 
subsp. aizawai. Podgatunek ten wytwarza różne toksyny Cry I, włączając Cry I C, 
która jest uważana za wysoce toksyczną dla S. littoralis i wykorzystywana w 
transgenicznych roślinach odpornych na ten gatunek (VAN DER SALM i in. 1994). 

Laboratoryjną selekcję S. littoralis prowadzono przez 14 pokoleń za pomocą 
spor i kryształów białkowych Cry I C, wytwarzanych przez specjalnie skonstruo­
wany szczep B. thuringiensis, który otrzymał geny odpowiedzialne za wytwarza­
nie wyłącznie toksyny Cry I C od podgatunku aizawai 7,29 (MULLER-COHN i in. 
1996). Stosowano dwie metody selekcji: jedna polegała na indywidualnej hodowli 
larw na traktow"anej pożywce przez 5 dni, a następnie na nietraktowanej aż do 
uzyskania poczwarek, przy czym selekcję prowadzono przez 14 generacji (szczep 
A); druga natomiast - na indywidualnej hodowli larw przez 9 generacji Uak w me­
todzie pierwszej), a następnie przez 5 generacji stosowano masową hodowlę larw 
na traktowanej diecie do przepoczwarczenia (szczep B). Wyjściowa dawka selek­
cyjna Cry I C wynosiła 0,273 mikrograma na 1 cm2 pożywki i powodowała śmier­
telność około 40% larw. Końcowa dawka Cry I C, użyta do selekcji 14 pokolenia, 
wynosiła przy pierwszej metodzie 4,709 mg na cm2 pożywki i powodowała około 
35% śmiertelność larw, a przy drugiej metodzie - 51 ,515 mg na cm2 pożywki. 
Odporność uzyskana po 14 pokoleniach selekcji była następująca: przy pierwszej 
metodzie (szczep A) - około lO-krotna, przy drugiej (szczep B) - ponad 500-krot­
na. Dane te sugerują, że masowa hodowla przy dużej presji selekcyjnej może 
spowodować wykształcenie się populacji o dużym stopniu odporności. 
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FERRE i ESTADA (1994) poddawali selekcji laboratoryjną kolonię sówki ka­
puścianej Trichoplusia ni Hbn. za pomocąB. thuringiensis subsp. kurs taki. W mo­
mencie stwierdzenia wzrastającej odporności na czynnik selekcyjny, pobrano z tej 
kolonii próbkę owadów i dalej selekcjonowano za pomocą toksyny Cry I A(b), 
uzyskując po 7 pokoleniach 31-krotny wzrost odporności na tę toksynę . 

3.1.3. Szkodniki lasów 

Dotychczas nie opisano w literaturze selekcji owadów leśnych w warunkach 
laboratoryjnych w celu uzyskania odpornych populacji na bioinsektycydy B. thu­
ringiensis. W informacji technicznej bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kur­
staki, opracowanej wspólnie przez Kanadyjskie Stowarzyszenie Celulozy i Pa­
pieru oraz Instytut Sterowania Szkodnikami Leśnymi podano jedynie (ANONIM 
1993), że naukowcom z wymienionego instytutu udało się wyselekcjonować 

w warunkach laboratoryjnych odporną na wymieniony bioinsektycyd populację 
wyłogówki Ch. fumiferana. 

3.2. Rozwój odporności u Co/eoptera 

W 1993 roku po raz pierwszy opisano rozwój odporności u stonki ziem­
niaczanej (Leptinotarsa decem/ineata Say) na Cry III A delta-endoksynę B. thu­
ringiensis var. san diego lub tenebrionis (WHALON i in. 1993), specyficznie 
działającą na niektóre gatunki owadów z rzędu Co le op tera, zwłaszcza stonkę 
ziemniaczaną. Najpierw naturalna populacja stonki ziemniaczanej była poddana 
selekcji w warunkach terenowych przez dwa sezony za pomocą bioinsektycydu 
M-One zawierającego spory i kryształy białkowe B. thuringiensis Cry III A (finny 
Mycogen). Osobniki, które przeżyły, dały początek populacji użytej do selekcji w 
warunkach laboratoryjnych. 

Selekcji laboratoryjnej poddawano larwy drugiego stadium (w wieku 3 dni) 
stosując metodę ekspozycji owadów na traktowanych liściach ziemniaka w ciągu 
2-3 dni. Larwy, które przeżyły, były przenoszone następnie na nietraktowane liś­
cie ziemniaka i hodowane do przepoczwarczenia. Stosowano metodę opryskiwa­
nia lub zanurzania liści ziemniaka w takich stężeniach bioinsektycydu, by uzyskać 
śmiertelność około 98% larw. Do selekcji laboratoryjnej używano ten sam bioin­
sektycyd, który stosowano w warunkach polowych. Stężenie początkowe wyno­
siło 10 200-245 700, a końcowe 5 343 000 jednostek międzynarodowych (IU) 
stonki ziemniaczanej na l mI. Każdorazowo poddawano selekcji w ciągu 12 poko­
leń kilkadziesiąt tysięcy larw. Po każdej selekcji (z wyjątkiem pokolenia 3 i 11) 
określono poziom odporności larw (pochodzących od osobników, które przeżyły 
zabieg), przez wyznaczenie LCso (stężenie bioinsektycydu powodujące 500/0 
śmiertelności) i porównano z LCso dla populacji hodowanej bez selekcji. Po 12 
pokoleniach, poddawana selekcji stonka ziemniaczana charakteryzowała się 60-
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krotną odpornością w stosunku do odporności wyjściowej. Istotną OdpOlTIOŚĆ 
(około 22-krotną) uzyskano już po 4 pokoleniach selekcji. Należy zwrócić uwagę, 
że stosunkowo wysoki poziom odporności stonki na toksynę Cly III A uzyskano w 
wyniku bardzo dużej presji selekcyjnej (98% śmiertelności). W takim przypadku 
pozostają przy życiu prawie wyłącznie homozygoty OdpOlTIe. 

3.3. Rozwój odporności u Diptera 

Próby uzyskania odpornych na bioinsektycydy B. thuringiensis owadów z 
rzędu Diptera podejmowano od dawna. Jednakże opisano dotychczas nieliczne 
przypadki rozwoju odporności u tych owadów. HARVEY i HOWELL (1965) opu­
blikowali wyniki badań nad wykształceniem się OdPOlTIości u muchy domowej 
Musca domestica L. na beta-egzotoksynę B. thuringiensis subsp. thuringensis w 
warunkach laboratOlyjnych. Uzyskany poziom odporności nie był wysoki: po se­
lekcji przez 27 pokoleń otrzymano 8-krotny wzrost OdPOlTIości na czynnik se­
lekcyjny, a po 50 pokoleniach selekcji - 14-krotny. Podobnie niezbyt wysoką 
odporność u muchy domowej na beta-egzotoksynę otrzymali CARLBERG i LlNDS­
TROM (1987) stosując do selekcji B. thuringiensis ser. H-l. WHALON i in. (1993) 
wymieniaj ą rozprawy doktorskie, w wyniku których uzyskano pewien poziom 
OdPOlTIości na beta-egzotoksynę B. thuringiensis u Drosophila melanogaster 
(VAN HERREWEGE 1969) oraz u komarów Culex quinquefasciatus Say na delta­
endotoksynę B. thuringiensis subsp . israelensis ser. H-14 (VAZQUEz-GARCIA 
1983). 

MARRONE i MACINTOSH (1993) przytaczają wyniki badań dotyczących se­
lekcji komarów C. quinquefasciatus przez 20 pokoleń za pomocą spor i krysz­
tałów białkowych B. thuringiensis subsp. israelensis, a następnie za pomocą 
oczyszczonej delta-endotoksyny o masie cząsteczkowej 72 kDa. Komary 
wykształciły 70-krotną odporność na oczyszczoną delta-endotoksynę o masie 
cząsteczkowej 72 kDa, ale tylko 3-krotną na bioinsektycyd zawierający spory 
i kryształy B. thuringiensis subsp . israelensis. Na tej podstawie MARRONE 
i MACINTOSH (1993) stawiają hipotezę, że przyczyną ograniczonego rozwoju 
odporności u owadów na B. thuringiensis subsp. israelensis jest produkowanie 
przez ten podgatunek licznych toksyn białkowych o różnej aktywności biolo­
gicznej. Można również dodać, że mogą one być przyłączane przez różne specy­
ficzne receptory jelita środkowego owadów i kontrolowane przez różne geny. 

4. ODPORNOŚĆ KRZYŻOWA 

Stosowanie danej substancji chemicznej lub czynnika biologicznego przez 
dłuższy okres powoduje na ogół wyselekcjonowanie populacji owadów 
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odpornych nie tylko na czynnik selekcjonujący, ale również na imle, najczęściej 
pokrewne substancje toksyczne, z którymi badane populacje nigdy się nie 
zetknęły, czyli charakteryzujących się odpornością krzyżową. Wynika to stąd, że 
wyselekcjonowane mechanizmy odporności są skuteczne zarówno w odniesieniu 
do substancji użytej do selekcji, jak i innych dotychczas nie stosowanych. W przy­
padku bioinsektycydów B. thuringiensis, wykształcona u owadów odporność 
może obejmować zarówno toksynę lub szczep użyty do selekcji, jak i inne, 
pokrewne toksyny białkowe, lub szczepy, chociaż nie jest wykluczone, że będzie 
ona dotyczyć odległych toksyn. 

Badanie odporności krzyżowej jest jednocześnie pierwszym etapelll badań 
nad mechanizmami odporności oraz pozwala na określenie, jakie szczepy lub 
toksyny mogą być użyte w przypadku, gdy odporność na daną toksynę wystąpi u 
traktowanych populacji owadów. Znajomość odporności krzyżowej pozwala więc 
na opracowanie odpowiedniej strategii kontroli owadów, przeciwdziałającej poja­
wieniu się odporności lub opóźniającej jej wystąpienie. 

Najważniejszą sprawą przy wprowadzaniu do stosowania na szerszą skalę 
bioinsektycydów B. thuringiensis jest określenie, czy populacje owadów, które 
wykształciły odporność na stosowane insektycydy chellliczne, nie wykazują od­
porności krzyżowej na wymienione środki biologiczne. WHALON i in. (1993) ba­
dali odporność krzyżową na ery III A delta-endotoksynę B. thuringiensis specy­
ficznie działającą na owady z rzędu Coleoptera, zwłaszcza stonkę ziemniaczaną, 
dwóch populacji tych owadów, wysoce odpornych - o znanych mechanizlllach 
odporności - na insektycydy chemiczne. Jedna populacja charakteryzowała się 
wielokierunkową odpornością na związki fosforoorganiczne, karbaminiany i py­
retroidy; mechanizmy odpowiedzialne za tę odporność polegały na oksydatywnej 
detoksykacji wymienionych insektycydów w organizmach owadów, katalizowa­
nej przez enzymy z grupy polisubstratowych monooksygenaz z udziałem cyto­
chromu P-450 oraz na hydrolitycznej detoksykacji powodowanej przez esterazy. 
Druga populacja była odporna na pyretroidy w wyniku wykształcenia w trakcie 
selekcji mechanizmów powodujących zmniejszenie wrażliwości systelllu nerwo­
wego przez zmiany strukturalne w receptorze (mechanizm kdr) oraz zwiększenie 
metabolizmu oksydatywnego. W przeprowadzonych badaniach (WHALON i in. 
1993) nie stwierdzono krzyżowej odporności na ery III A deita-endotoksynę B. 
thuringiensis u szczepów odpornych na wymienione, konwencjonalne insekty­
cydy. Larwy stonki ziemniaczanej odpornej na insektycydy chemiczne były rów­
nież wrażliwe na toksyny ery III A produkowane przez transgeniczne rośliny 
ziemniaka (WIERENGA i in. 1996). Mechanizmy odporności wymienionych popu­
lacji stonki . ziemniaczanej , wykształcone w wyniku stosowania środków che­
micznych, są więc nieskuteczne wobec bakteryjnych toksyn białkowych. 

Omacnica spichrzanka charakteryzująca się 100-krotną odpornością na Dipel 
(B. thuringiensis subsp. kurstaki, HD-l), wykształconą w wyniku selekcji labora­
tOlyjnej (MCGAUGHEY 1985b), nie wykazywała krzyżowej odporności na inne 
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podgatunki produkujące inne toksyny białkowe (MCGAUGHEY, JOHNSON 1987). 
Można wnioskować, że owad ten wykształcił Odp01110ŚĆ tylko na toksyny Cry I 
CI Aa, I Ab, I Ac) oraz Cry II A, obecne w użytym do selekcji biopreparacie 
Dipel®. Wymieniony szczep omacnicy spichrzanki nie wykazywał krzyżowej 
odporności na Cry I C (VAN RIE i in. 1990). 

Słonecznica tytoniowa H virescens poddana selekcji laboratoryjnej przez 14 
generacji wykształcając odporność na czynnik selekcjonujący (delta-endotoksyna 
B. thuringiensis subsp. kurs taki, szczep HD-l, produkowaną przez biotechnolo­
gicznie zmienioną niepatogeniczną bakterię Pseudomonas jluorescens) wykazała 
odporność krzyżową na Dipel® oraz około 4-krotną odporność na oczyszczoną 
delta-endotoksynę HD-l (STONE i in. 1989). Ponadto stwierdzono krzyżową 
odporność na relatywnie odległe toksyny białkowe Cry II (GOULD i in. 1992). 

W wyniku selekcji laboratoryjnej za pomocą SpoI' i kryształów białkowych B. 
thuringiensis Cry I C przez 14 generacji otrzymano dwa odporne szczepy Spodop­
tera littoralis, charakteryzujące się ograniczoną krzyżową odpornością w stosun­
ku do toksyn Cry I D i Cry I E (MULLER-COHN i in. 1996). Niewielką (5-7-krotną) 
krzyżową odporność stwierdzono również w odniesieniu do Cry I Ab i do szczepu 
rodzicielskiego B. thuringiensis subsp. aizawai 7.29, z którego pobrano gen Cry I 
C do konstrukcji szczepu produkującego wyłącznie toksyczne białko Cry I C. Jak 
wiadomo (SANcms i in. 1988), szczep rodzicielski aizawai 7.29 produkuje, 
oprócz Cry I C, inne toksyczne białka, jak Cry I D, Cry I Aa i Cry I Ab. Ponieważ 
białka Cry I Aa, Cry I Ab i Cry I D są mało aktywne wobec S. littoralis, jest 
prawdopodobne, że łącznie mogą one wykazywać addycyjny (sumujący) lub sy­
nergistyczny toksyczny efekt w stosunku do wymienionego gatunku (MULLER­
COHN i in. 1996). Powyższym można wytłumaczyć fakt stosunkowo małej odpor­
ności krzyżowej S. littoralis wobec rodzicielskiego szczepu B. thuringiensis 
subsp. aizawai 7.29, produkującego przecież toksyczne białko Cry I C. Nie można 
również całkowicie wykluczyć możliwości produkowania przez ten szczep nie 
opisanych jeszcze toksyn kryształów białkowych. 

Szczepy odporne S. littoralis, wyselekcjonowane za pomocą Cry I C, nie 
wykazywały odporności krzyżowej w stosunku do toksyny Cry I F, która jest 
silnie toksyczna dla S. exigua (CHAMBERS i in. 1991) oraz dla S. littoralis i może 
być bardziej obiecującą toksyną niż Cry I E do stosowania w kombinacji z Cry I C 
w programach strategicznych, opracowanych przeciwko tym wysoce szkodliwym 
motylom nocnym (MULLER-COHN i in. 1996). 

Testowanie laboratoryjnej kolonii sówki kapuścianej Trichoplusia ni Hb. , po­
siadającej 31-krotną odporność na użytą do selekcji toksynę Cry I A(b) wykazało, 
że odporność ta była specyficzna i nie obejmowała strukturalnie zbliżonych 
toksyn owadobójczych Cry I A(a) i Cry I A(c) (FERRE i ESTADA 1994). 

Przeprowadzono również badania nad odpornością krzyżową komarów, które 
w warunkach naturalnych wytworzyły odporne populacje naB. sphaericus. Z ba­
dań wynika, że populacje komarów C. pipiens quinquefasciatus odporne na 
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binarne toksyny B. sphaericus nie wykazują odporności krzyżowej na B. thurin­
giensis subsp. israelensis (NIELSEN-LEROUX i in. 1994). Może to świadczyć 
o tym, że za wrażliwość owadów na B. thuringiensis iB. sphaericus odpowiadają 
inne receptory. 

5. MECHANIZMY ODPORNOŚCI 

Mechanizmy odporności na insektycydy chemiczne, wyselekcjonowane 
u owadów w ciągu wielu lat stosowania tych środków w warunkach terenowych, 
są dość dobrze poznane. Było to możliwe dzięki temu, że odporność na wymienio­
ne środki występuje powszechnie, a w związku z tym i możliwości badawcze są 
duże. Natomiast odporność na bioinsektycydy B. thuringiensis u owadów w wa­
runkach terenowych została wykryta niedawno i dotyczy w zasadzie tylko dwóch 
przypadków: omacnicy spichrzanki (szkodnika magazynowego) { tantnisia 
krzyżowiaczka (szkodnika upraw polowych). Dlatego przeprowadzone do­
tychczas badania nad mechanizmami odporności na wymienione czynniki biolo­
giczne dotyczą głównie owadów, które poddane były selekcji w warunkach 
laboratoryjnych. . 

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy można mechanizmy odporności 
owadów na bioinsektycydy B. thuringiensis podzielić na dwie grupy: pierwsza 
obejmuje mechanizmy fizjologiczne i biochemiczne, diuga - genetyczne, wa­
runkujące działanie wcześniej wymienionych. Dodatkowo można . wyróżnić 
mechanizmy behawioralne, czyli związane z zachowaniem się owadów, unie­
możliwiającym pobranie dawki śmiertelnej . Odporność behawioralna m-oże mieć 
pewne znaczenie dla przeżycia owadów eksponowanych na toksyczne dla nich 
substancje. Największe jednak znaczenie w odporności mają mechanizmy fizjolo­
giczne i biochemiczne. 

5.1. Fizjologiczne i biochemiczne mechanizmy odporności 

Fizjologiczne i biochemiczne mechanizmy odporności na bioinsektycydy 
B. thuringiensis (podobnie jak na insektycydy chemiczne), wyselekcjonowane 
u owadów, wiążą się ' z mechanizmami (sposobami) ich działania. Mając na 
uwadze ułatwienie zrozumienia tych zagadnień, najpierw zostaną krótko opisane 
mechanizmy działania bioinsektycydów B. thuringiensis, przy czym należy 
zauważyć, że stosuje się formy użytkowe wymienionych środków, zawierające 
zarówno kompleks spor i kryształów białkowych, jak i wyłącznie toksycznie 
<;iziałające kryształy białkowe, składające się z mniejszych podjednostek tzw. 
delta-endotoksyn. 
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W przebiegu procesów intoksykacji w organizmie owada wrażliwego na 
bioinsektycydy B. thuringiensis, które znalazły się w jelicie środkowym, można 

wyróżnić następujące fazy (HbFTE, WHITELEY 1989; VISER i in. 1993; MAR­
RONE, MAcINTOSH 1993): 

1) rozpuszczenie kryształów w alkalicznej treści jelita i uwolnienie, jednej 
lub więcej, mniejszych podjednostek kryształów białkowych, tzw. delta-endo­
toksyn; wiele kryształów białkowych ma charakter protoksyn, które również 
rozpuszczają się w treści jelita środkowego, 

2) rozpuszczone kryształy białkowe lub protoksyny ulegają następnie - przy 
udziale enzymów proteolitycznych - przemianie do toksycznych peptydów 
(białek o mniejszej cząsteczce), 

3) te uaktywnione toksyny (peptydy o mniejszej cząsteczce) wiążą się ze spe­
cyficznymi receptorami (o strukturze białek) obecnymi w błonach komórek 
nabłonka jelita środkowego owadów wrażliwych (HOFMAN i in. 1988 a,b); nastę­
puje wówczas paraliż jelita i larwa zaprzestaje żerowania (SLAMA, SHARABY-, 
1985), 

4) połączone z odpowiednimi receptorami, uaktywnione toksyny indukują w 
błonie komórek nabłonka jelita środkowego powstanie otworów (por), zarówno 
specyficznych, jak nie specyficznych dla przenikania jonów K+ (HARVEY i in. 
1983; SACCHI i in. 1986; KNOWLES, ELLAR 1987; HENDRICKX i in. 1990). Nastę­
pujązakłócenia w przewodzeniu jonów i zmiana ciśnienia osmotycznego, co pro­
wadzi do pęcznienia komórek (mikrokosmków) i ich zanikania (PERCY, F AST 
1983; DELELLO i in. 1984); larwa zamiera, jeśli dostateczna liczba komórek 
zostanie uszkodzonych, 

5) w przypadku stosowania kompleksu spor i kryształów, pewną rolę w 
śmiertelności odgrywają również spory, które namnażając się w organizmie larwy 
powodują śmiertelną dla niej septicemię 

Teoretycznie można stwierdzić, że jakiekolwiek zmiany lub modyfikacje jed­
nej lub kilku z wymienionych faz w procesie intoksykacji owadów bioinsek­
tycydami B. thuringiensis mogą prowadzić do wytworzenia się odporności na te 
środki . Przeprowadzone dotychczas badania - głównie na owadach uodpOlnio­
nych w wyniku selekcji laboratoryjnej, a w jednym przypadku na populacji odpor­
nej , wyselekcjonowanej stosowaniem omawianych bioinsektycydów w warun­
kach terenowych, a następnie poddanej selekcji w laboratorium - wykazały, że 

najważniejszy mechanizm odporności był związany z trzecią fazą intoksykacji i 
polegał na braku lub zmniejszeniu powinowactwa uaktywnionych toksyn pepty­
dowych do specyficznych receptorów. Inaczej mówiąc, uaktywnione toksyny nie 
wiązały się ze specyficznymi receptorami, lub wiązały się tylko w niewielkim sto­
pniu. Z tego wynika, że specyficzne receptory błon komórek nabłonka jelita środ­
kowego owadów odpornych uległy istotnej modyfikacji i nie przyłączały 

toksycznych białek B. thuringiensis. Niektóre wyniki badań sugerują istnienie in­
nychjeszcze mechanizmów odporności owadów na B. thuringiensis. 
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5.1.1. Mechanizmy odporności wynikające z modyfikacji specyficznych 
receptorów 

VAN RIE i in. (1990) pierwsi wykazali, że odporność omacnicy spichrzanki 
na Cry I A(b) była skorelowana z 50-krotną redukcją powinowactwa specyficzne­
go receptora do tej toksyny. Odporny szczep omacnicy spichrzanki był wrażliwy 
na drugą toksynę Cry I C. Stopień powinowactwa wymienionych toksyn do odpo­
wiednich receptorów był skorelowany z wrażliwością owadów. Z badań wynika, 
że chociaż powinowactwo receptora w jelicie środkowym omacnicy spichrzanki 
do Cry I A(b) uległo 50-krotnemu zmniejszeniu, to koncentracja wyizolowanego 
receptora u owadów odpornych była prawie taka sama, jak u owadów wrażliwych. 
Stopień powinowactwa receptora do Cry I C u wrażliwych i odpornych owadów 
był zbliżony, zaobserwowano natomiast około 3-krotny wzrost koncentracji spe­
cyficznego receptora u owadów odpornych (VAN RIE i in. 1990). Rozwojowi 
odporności w warunkach laboratoryjnych towarzyszyło wykształcenie dwu 
różniących się molekularnych zmian w receptorach specyficznych dla Cry I A(b) 
i Cry I C. 

FERRE i in. (1991) zaobserwowali, że 200-krotna odporność tantnisia krzyżo­
wiaczka na ery I A(b) wynika z tego, iż toksyna ta nie jest przyłączana - w przeci­
wieństwie do owadów wrażliwych - do odpowiedniego receptora w jelicie 
środkowynl. Prawdopodobnie nastąpiła zmiana lub modyfikacja receptora, który 
nie jest rozpoznawany przez te toksyny. 

Odporność na B. thuringiensis u słonecznicy tytoniowej H. virescens pole­
gała również na zmianie lub modyfikacji specyficznego dla toksycznych białek 
receptora (STONE i in. 1989; MARRONE i McINTOSH 1993). U selekcjonowanego 
szczepu słonecznicy tytoniowej stwierdzono 16 i 70-krotną odporność odpo­
wiednio na Cry I A( c) i Cry I A(b), ale tylko 4 i 2-krotną redukcję powinowactwa 
do odpowiedniego receptora (MCINTOSH i in. 1991). Temu spadkowi powino­
wactwa towarzyszył wzrost koncen~racji receptorów dla obu toksyn: 4-krotny dla 
Cly I A( c) i 6-krotny dla Cry I A(b). 

NIELSON-LEROUX i in. (1994) prowadzili badania z zastosowaniem radioak­
tywnego jodu (J125)? określające koncentrację receptorów błon odpowiednich 
komórek nabłonka jelita środkowego u odpornych na B. sphaericus i wrażliwych, 
laboratoryjnych populacji komarów C. quinquefasciatus. Badania te wykazały 
silną korelacj ę między odpornościąpopulacji a zdolnością przyłączania toksyn do 
odpowiednich receptorów w jelicie środkowym. Okazało się, że populacje 
odporne nie miały żadnych działających receptorów dla toksyn B. sphaericus . 

. Wydaje się więc, że główny mechanizm odporności u B. sphaericus polega rów­
nież na zmianach modyfikujących specyficzne dla tych toksyn receptOly, po­
dobnie jak to opisano uprzednio dla odpornych populacji omacnicy spichrzanki 
(VAN RIE i in. 1990) i tantnisia krzyżowiaczka (FERRE i in. 1991). 
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5.1.2. Inne mechanizmy odporności 

Odporność może również wynikać ze zmiany, umownie określonych, 

pierwszej i drugiej fazy intoksykacji. Jak wspomniano uprzednio, dla wyzwolenia 
aktywności owadobójczej kryształów białkowych B. thuringiensis niezbędne jest 
ich rozpuszczenie w alkalicznej treści jelita środkowego i wydzielenie 
poszczególnych toksyn białkowych tzw. delta-endotoksyn, które następnie 

ulegająproteolitycznej przemianie do białek o mniejszej cząsteczce, łączących się 
z odpowiednimi receptorami. Mechanizm odporności mógłby polegać na obniże­
niu pH lub proteolitycznych właściwości jelita środkowego i w związku z tym 
kryształy białkowe B. thuringiensis nie ulegałyby przemianie. Ponieważ perytro­
ficzna membrana działa jako molekularne sito, mogłaby nie dopuścić do interakcji 
między nienaruszonymi kryształami białkowymi a nabłonkiem j elita środkowego 
i kryształy mogłyby być wydalone. 

W badaniach na omacnicy spichrzance nie stwietdzono: istotnych różnic 
w wartościach pH i właściwościach enzymów proteolitycznych między szczepa­
mi odpornymi i wrażliwymi (JOHNSON i in. 1990). Podobnie nie stwierdzono 
zmian w składzie enzymów proteolitycznych w soku jelita środkowego, jak i w 

I 

przebiegu procesu przemiany toksyn Cry I A(b) i Cry I A( c) przy udziale tych en-
zymów w odpornych i wrażliwych szczepach słonecznicy tytoniowej (MARRONE 
i McINTOSH 1993). 

Selekcja słonecznicy tytoniowej za pomocą genetycznie zmienionej, niepa­
togenicznej bakterii Pseudomonas jluorescens, produkującej delta-endotoksynę 
B. thuringiensis subsp. kurstaki, szczep HD-1 o masie cząsteczkowej 130 kDa, do­
prowadziła do wytworzenia szczepu charakteryzującego się około 20-krotną 

odpornością na czynnik selekcyjny, ale tylko około 4-krotną na oczyszczoną del­
ta-endotoksynę HD-1 i preparat Dipel (STONE i in. 1989). Podobnie MCGAU­
GHEY i JOHNSON (1987) wykazali, że odporny szczep omacnicy spichrzanki 
powstały w wyniku selekcji biopreparatem Dipel (stanowiącym mieszaninę spor i 
kryształów białkowych) był około 1,5-krotnie mniej odporny na oczyszczoną del­
ta-endotoksynę HD-1 niż na mieszaninę spor i kryształów. Podjęto więc próbę 
(STONE i in. 1989) wyjaśnienia tych różnic w odporności wychodząc z założenia, 
że mogą one wynikać z udziału zarodników bakterii w toksyczności. Iniekcja larw 
genetycznie zmienioną i niezmienioną bakterią P. jluorescens nie spowodowała 
istotnej różnicy w śmiertelności, co wskazuje, że septicemia wywołana namnaża­
niem się bakterii może tylko w minimalnym stopniu wpłynąć na odporność . Bada­
nia sugerują, że miejsca działania zmienione przez selekcję nie są zlokalizowane 
w hemolimfie. 

Większość wyników dotychczas przeprowadzonych badań wskazuje, że 

główny mechanizm odporności na toksyny B. thuringiensis polega na zmianie 
powinowactwa do specyficznych receptorów, wynikającej z ich modyfikacji. 
W kilku przypadkach nie stwierdzono jednak korelacji między powinowactwem 
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do specyficznych receptorów a odpornością populacji lub jest ona niezrozumiała. 
Dotyczy ona głównie badań na słonecznicy tytoniowej (MACINTOSH i in. 1991), 
które wskazują na istnienie innych mechanizmów. GEORGHIOU (1994) wymienia 
badania sugerujące, że zmiana aktywacji protoksyn przez enzymy proteolityczne 
(proteinazy) jelita środkowego może powodować pewien typ odpOlTIości na 
toksyny bakteryjne. Opisują one różnice w proteolitycznej przemianie protoksyn 
B. thuringiensis między ekstraktami soku jelita środkowego odpornych i wrażli­
wych szczepów omacnicy spichrzanki. Rozszczepianie proteolityczne protoksyn 
ery I A(c) w populacji odpornej na B. thuringiensis subsp. entomotidus było 
wolniejsze piż w populacjach rodzicielskiej wrażliwej lub odpornej na B. thurin­
giensis subsp. kurstaki. 

5.2. Genetyczne mechanizmy odporności 
" Wiedza na temat genetycznych podstaw odporności owadów na B. thurin-

giensis jest niezwykle użyteczna, gdyż pozwala przedsięwziąć odpowiednie 
działania mające na celu opóźnienie rozwoju tego zjawiska u traktowanych ga­
tunków. Genetyczne podstawy odporności owadów naB. thuringiensis, uzyskanej 
w wyniku selekcji laboratoryjnej , były badane u następujących gatunków z rzędu 
Lepidoptera: omacnicy spichrzanki Plodia interpunctella, słonecznicy tytoniowej 
Heliothis virescens F. i tantnisia krzyżowiaczka Plutella, xylostella L. , a z rzędu 
Coleoptera u stonki ziemniaczanej Leptinotarsa decemlineata Say. Należy dodać, 

że tantniś krzyżowiaczek wykazując 20-3 O-krotną odporność, uzyskaną w warun­
kach terenowych, był następnie poddany selekcji w laboratorium. W jednym 
przypadku badano genetyczne podstawy odporności u tantnisia krzyżo­

wiaczka, wykształconej w warunkach terenowych. Przedstawione genetyczne 
podstawy odporności dotyczą jej dziedziczenia i trwałości po zaprzestaniu presji 
selekcyjnej. 

5.2.1. Dziedziczenie odporności 

Dziedziczenie odporności wykształconej u owadów w wyniku selekcji labo­
ratoryjnej może przebiegać inaczej niż odporności wyselekcjopowanej w warun­
kach polowych (ROUSH, McKENZIE 1987; TABASHNIK i in. 1992), jednakże 
uzyskana w tym zakresie wiedza pozwoli na zrozumienie zagadnień, z jakimi 
możemy mieć do czynienia w przyszłości . 

Wykonując krzyżówki dwustronne i wsteczne określono dziedziczenie się 
odporności na B. thuringiensis subsp. kurstaki u kilku gatunków owadów. 
Dziedziczenie się 100-krotnej odporności u jednej kolonii omacnicy spichrzanki, 
'uzyskanej w wyniku selekcji przez 15 pokoleń, miało charakter recesywny 
(MCGAUGHEY 1985 b). Dziedzicz~nie się 15-100-krotnej odporności, wykształ­

conej po około 40 pokoleniach selekcji, u pięciu kolonii omacnicy spichrzanki 
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było niecałkowicie recesywne i charakteryzowało się różnyITI stopniem recesy­
wności (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988 ). Z omawianych badań wynika, że odpor­
ność dziedziczyła się niezależnie od recesywnych, genetycznych markerów: 
miedziane (cu), złote (g) i białe (w) oczy. Niezdolność kolonii do uzyskania 
zbliżonego poziomu odporności w ciągu kilku pokoleń selekcji sugeruje, że użyte 
do badań kolonie omacnicy spichrzanki reprezentują różne biotypy, których 
odporność może być kontrolowana przez wiele aUeli lub wiele loci. Ponadto 
można przypuszczać, że różne modyfikujące geny wpływały na ekspresję odpor­
ności w badanych koloniach. Jednakże szybkie wytworzenie się - w warunkach 
selekcji laboratoryjnej za pomocą stosunkowo małej dawki - odporności o nie­
całkowicie recesywnym charakterze dziedziczenia może świadczyć o tym, że jest 
ona w głównej mierze związana z pojedynczym czynnikiem, który występuje w 
koloniach z dużą częstotliwością (WOOD, MANI 1981). Wcześniejsze publikacje 
(KINSINGER, MCGAUGHEY 1979) opisujące duże różnice we wrażliwości 

omacnicy spichrzanki i mklika daktylowca na B. thuringiensis mogą również 
świadczyć o tym, że naturalne populacje wymienionych gatunków mogą być poli­
morficzne pod względem genotypów odpornych. 

SIMS i STONE (1991) na podstawie przeprowadzonych krzyżówek dwustron­
nych i wstecznych wywnioskowali, że wykształcona w wyniku selekcji laborato­
ryjnej odporność u słonecznicy tytoniowej na delta-endotoksynę B. thuringiensis 
o masie cząsteczkowej 13 O kDa (produkowaną przez genetycznie zmienioną bak­
terię Pseudomonas jluorescens) była dziedziczona autosomalnie. Dziedziczenie 
tej odpornośd było niecałkowicie dominujące i kontrolowane przez kilka loci. 
Wymienieni autorzy uważają, że istotnych jest więcej niż jeden locus, gdyż 
reakcje owadów pochodzących z czterech pojedynczych krzyżówek wstecznych, 
dwóch krzyżówek pokolenia F2 i serii trzech powtarzanych krzyżówek wste­
cznych, różniły się istotnie od spodziewanej reakcji przy dziedziczeniu monoge­
nicznym. Badania (HECKEL i in. 1997) wykazały, że odporność słonecznicy tyto­
niowej na Cry I A( c) była związana z jedną, główną grupą sprzężenia (genem) 
(około 80% całej odporności); dodatkowa, druga grupa sprzężenia powodowała 
dużo mniejszą odporność, którą można było wykryć tylko wtedy, gdy efekt grupy 
pierwszej został wyeliminowany. 

T ABASHNIK i in. (1992) testowali potomstwo różnych krzyżówek, 

należącego do rzędu motyli, tantnisia krzyżowiaczka (który wytworzył 30-krotną 
odporność na B. thuringiensis w warunkach polowych, a następnie w wyniku se­
lekcji laboratoryjnej - ponad 700-krotną) w celu określenia sposobu dziedziczenia 
odporności na handlowe formulacje B. thuringiensis . Potomstwro FI dwustron­
nych krzyżówek (odporne samce x wrażliwe samice oraz odporne samice x 

wrażliwe samce) reagowało podobnie na B. thuringiensis, co wskazuje na 
dziedziczenie autosomalne. Stężenie preparatu powodujące 50% śmiertelności 
(LCso) potomstwa F I nie różniło się istotnie od analogicznego stężenIa dla szcze­
pu wrażliwego, z czego można wnioskować, że dziedziczenie się tej odporności 

-, 
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ma charakter recesywny. Dane te wskazują, że dziedziczenie odporności jest kon­
trolowane przez jeden locus lub najwyżej kilka loci. Testowanie pośrednie 
różnych modeli wykazało, że dane bardziej przemawiają za modelem pojedyncze­
go locus. 

Badania dziedziczenia odporności u tantnisia krzyżowiaczka, wykształconej 
w wyniku praktycznego stosowania bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kur­
staki wykazały, że była ona niecałkowicie recesywna, autosomaina i prawdopo­
dobnie kontrolowana przez pojedynczy gen (TANG i in. 1997). W tym przypadku, 
wyniki uzyskane dla populacji owadów, które wykształciły trwałą odporność w 
warunkach terenowych, są zbliżone do tych, jakie otrzymano dla populacji podda­
wanej dalszej selekcji w laboratorium. 

RAHARDJA i WHALON (1995) badali dziedziczenie się 200-krotnej odporno­
ści u stonki ziemniaczanej na Cry III A delta-endotoksynę B. thuringiensis, sto­
sując standardowe krzyżówki dwustronne i wsteczne między szczepami wrażli­
wym i odpornym oraz pokoleniem FI. Analiza linii regresji pokolenia FI z 
krzyżówek dwustn;mnych wykazała autosomalny charakter tej odporności, bez 
wpływu matecznego. Ponadto stwierdzono, że odporność jest kontrolowana przez 
niecałkowicie dominujące geny. Odchylenie od spodzi~wanej śmiertelności w 
eksperymentach z krzyżówkami wstecznymi sugeruje, że za odporność może być 
odpowiedzialnych więcej niż jeden locus. 

Dziedziczenie odporności na Bacillus sphaericu$ u komarów Culex pipiens 
quinquefasciatus badali NIELSEN-LERoux i in. (1994). Wymienieni badacze 
wykonywali krzyżówki dwustronne i wsteczne między odpornymi i wrażliwymi 
populacjami oraz określali LCso (stężenie powodujące 50% śmiertelności). Bada­
nia wykazały, że wartość LCso dla pokolenia FI (odporne x wrażliwe) jest zbliżo­
na do analogicznej wartości dla populacji wrażliwej. Autorzy dochodzą do 
wniosku, że dziedziczenie tej odporności jest prawie całkowicie recesywne. 
Stwierdzenie to zostało poparte baćianiami nad charakterem receptorów błon 
odpowiednich komórek nabłonka jelita środkowego u odpornych i wrażliwych 
populacji oraz ich krzyżówki. Wykazano mianowicie, że receptory błon odpo­
wiednich komórek nabłonka jelita środkowego pokolenia FI dwustronnych 
krzyżówek, podobnie jak populacji wrażliwej, silnie wiązały binarne toksyny B. 
sphaericus, natomiast receptory populacji odpornej były zmienione i nie 
przyłączały wymienionych toksyn bakteryjnych. 

;;.2.2. Trwałość odporności 

100-krotna odporność naturaln~j populacji omacnicy spichrzanki, uzyskana 
w wyniku selekcji laboratoryjnej przez 15 generacji, była trwała (nie uległa ob­
niżeniu) po zaprzestaniu presji selekcyjnej za pomocą bioinsektycydu B. thurin­
giensis subsp. kurs taki , HD-1 (MCGAUGHEY 1985b). W drugim doświadczeniu 
z innymi populacjami omacnicy spichrzanki, uzyskana w warunkach laborato-
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ryjnych odporność była również trwała, gdy przerwano selekcję w momencie, 
kiedy poziom odporności już nie wzrastał (utrzymywał się na jednakowym pozio­
mie); wcześniejsze przerwanie selekcji prowadziło do spadku odporności 

(MCGAUGHEY, BEEMAN 1988). 
STONE i in. (1989) badali trwałość około 20-krotnej odporności słonecznicy 

tytoniowej, uzyskanej podczas selekcji w warunkach laboratoryjnych przez 13 po­
koleń za pomocą genetycznie zmienionej niepatogenicznej bakterii Pseudomonas 
jluorescens, kodującej delta-endotoksynę B. thuringiensis o masie cząsteczkowej 
130 kDa. Z badań tych wynika, że hodowla larw przez 2 generacje bez selekcji nie 
obniżyła poziomu odporności. Można przypuszczać, że uzyskana odporność była 
względnie stabilna. 

MDLLER-eOHN i in. (1996) badali stabilność odporności u Spodoptera litto­
ralis na ery I e, wykształconej w wyniku selekcji laboratoryjnej metodą masowej 
hodowli larw na traktowanej pożywce. Wytworzona odporność nie była trwała. 
Pozostawienie populacji bez selekcji przez jedno pokolenie spowodowało zmniej­
szenie się współczynnika odporności z ponad 500 do ponad 74, natomiast niepro­
wadzenie selekcji przez 8 kolejnych pokoleń wywołało zmniejszenie się wartości 
współczynnika odporności do 11. Przeprowadzone badania wykazały szybki za­
nik odporności u selekcjonowanej populacji, co wskazuje na obecność dużej 
liczby genotypów wrażliwych. W przypadku innych owadów, które wykształciły 
odporność na toksyny białkowe B. thuringiensis, na ogół poziom odporności ule­
gał również znacznemu obniżeniu po zaprzestaniu presji selekcyjnej. Pozostawał 
jednak pewien znaczący poziom odporności populacji, który jest bardzo istotny z 
punktu widzenia strategii sterowania tym zjawiskiem, zwłaszcza w odizolowa­
nych ekosystemach. 

T ABASHNIK i in. (1991) podają, że około 30-krotna odporność tantnisia 
krzyżowiaczka, wykształcona w warunkach polowych w wyniku stosowania 
bioinsektycydów B. thuringiensis subsp. kurs taki (HD-l), zanikała wolno po za­
przestaniu presji selekcyjnej. Badania (TANG i in. 1997) wykazały, że ponad 
1500-krotna odporność u tantnisia krzyżowiaczka (populacja z Florydy) wyselek­
cjonowana stosowaniem bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kurs taki w wa­
runkach terenowych zmniejszyła się do około 300-krotnej, w ciągu trzech pokoleń 
po zaprzestaniu selekcji. Odporność na tym poziomie (300-krotna) była stała bez 
stosowania selekcji laboratoryjnej. Jest to jeden z nielicznych wyników badań, 
które wykazały trwałość odporności na B. thuringiensis subsp. kurstaki u 
owadów, które przeniesione z pola do laboratorium nie były dalej poddawane se­
lekcji . 

RAHARDJA i WHALON (1995) badali trwałość 200-krotnej odporności u ston­
ki ziemniaczanej na ery III A delta-endotoksynę B. thuringiensis, wykształconą w 
warunkach selekcji laboratoryjnej przez 29 pokoleń . Uzyskana odporność nie była 
stabilna. Po zaprzestaniu presji selekcyjnej obserwowano tendencję spadkową po­
ziomu odporności . Poziom odporności stonki obniżył się istotnie już po 5 pokole-
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niach hodowanych bez selekcji. Wartość współczynnika odporności zmniejszyła 
się z 200 do 48 w ciągu hodowli przez ponad lO pokoleń bez selekcji . Dalsze 
kontynuowanie hodowli owadów bez selekcji nie powodowało już istotnej reduk­
cji w poziomie odporności. Na tej podstawie RAHARDJA i WHALON (1995) 
wnioskują, że homozygotyczność została prawdopodobnie osiągnięta przez 
wszystkie geny warunkujące odporność. Dopiero ponowne wprowadzenie genów 
wrażliwości do populacji będzie sprzyjało dalszemu obniżeniu poziomu 
odporności. 

Badano (TRISYONO, WHALON 1997) również przystosowanie się genotypów 
stonki ziemniaczanej o 700-krotnej odporności na Cry III A delta-endotoksynę. 
W większości badań uzyskane parametry były zbliżone u owadów wrażliwych 
i odpornych. Stwierdzono jedynie, że odporne samice produkowały 60% mniej 
jaj, a okres ich składania był krótszy niż u owadów wrażliwych; ponadto obserwo­
wano wolniejszy rozwój jaj. 

6. MOŻLIWOŚCI PRZECIWDZIAŁANIA ROZWOJOWI . 
ODPORNOŚCI NA TOKSYNY B. THURINGIENSIS U OWADÓW 

Stosowanie z dobrym skutkiem przez wiele lat ulepszonych bioinsektycydów 
B. thuringiensis, jak i roślin transgenicznych produkujących toksyny białkowe tej 
bakterii będzie zależało od opracowania i wdrożenia odpowiednich strategii 
przeciwdziałania odporności, zanim to zjawisko wystąpi w szerszym zakresie 
u owadów. W przeszłości sterowanie odpornością owadów na insektycydy che­
miczne rozpoczęto w momencie, gdy osiągnęła ona stan krytyczny (MARRONE, 
MACJNTOSH 1993). Obecnie mamy inną sytuację. Odporność owadów w warun­
kach polowych na bioinsektycydy B. thuringiensis występuje tylko w nielicznych 
przypadkach intensywnego stosowąnia tych środków. Z tego należy wyciągnąć 
odpowiednie wnioski odnośnie do przyszłego, prawidłowego użytkowania 

nowych, opartych na B. thuringiensis, biotechnologii. Wdrożenie odpowiednich 
strategii przeciwdziałających wykształcaniu odporności na toksyny B. thuringien­
sis u owadów jest sprawą najważniejszą, zwłaszcza, że jak przewidywali 
niektórzy badacze (m.in. TABASHNIK i in. 1991; TABASHNIK 1992), owady stają 
się odporne na transgeniczne rośliny pierwszej generacji, zawierające pojedyncze 
geny toksyn białkowych. 

W roku 1988 utworzono grupę roboczą, zajmującą się sterowaniem odpor­
nością na B. thuringiensis (Bacillus thuringiensis Management Working Group), 
będącą konsorcjum biotechnologicznych i agrochemicznych firm (MARRONE 
1989, KNAUF 1992). Głupa ta powstała w ramach Komitetu do Spraw Odporności 
Owadów na Insektycydy - IRAC (Insecticide Resistance Action Committee), 
powołanego przez międzynarodową grupę narodowych stowarzyszeń produ-
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centów chemikalii (GIFAP). Zadaniem tej grupy jest określenie możliwości 
rozwoju odporności na B. thuringiensis u naj ważniej szych gatunków szkodliwych 
owadów, określanie lnechanizmów odporności, strategii sterowania odpornością 
oraz zbierania podstawowych danych do opracowania metod pozwalających 
na uzyskanie maksymalnej skuteczności przy stosowaniu produktów B. thurin­
giensis . 

Zasady strategii sterowania odpornością na B. thuringiensis są - ogólnie 
biorąc - zbliżone do tych, jakie stosuje się dla insektycydów chemicznych (Su­
THERSt, COMINS 1979; GEORGHIOU 1983). W polskim piśmiennictwie zostały 
one przedstawione przez MALINOWSKIEGO (1991). Zasady te dotyczą tzw. czyn­
ników operacyjnych, związanych z samym insektycydem i sposobem jego stoso­
wania. Nie ulega wątpliwości, że pierwszą i najważniejszą sprawą jest stałe 
prowadzenie monitoringu wrażliwości owadów na stosowane środki (ROUSH, 
MILLER 1986; CROFT 1990). 

Naj lepszą metodą sterowania odpornością owadów na używane środki jest jej 
zapobieganie (TABASHNIK i in. 1991). Temu celowi służy stosowanie metod 
zmniejszających jednokierunkową presję selekcyjną. Może to być stosowanie 
bioinsektycydów B. thuringiensis w mieszaninach z innymi entomopatogennymi 
mikroorganizmami lub środkami chemicznymi albo sekwencyjne wykonywanie 
zabiegów: najpierw jednym, a następnie drugim środkiem. Należy nadmienić, że 

dwa (lub więcej) środki stosowane w mieszaninie lub sekwencyjnie mogą 
wykazywać działanie sumujące (addycyjne), synergistyczne (łączny efekt jest 
większy niż uzyskany przy oddzielnym stosowaniu pojedynczych środków) lub 
antagonistyczne" (łączny efekt jest słabszy niż uzyskany przy oddzielnym stosowa­
niu pojedynczych środków). Należy wykorzystać tylko mieszaniny powodujące 
synergistyczny lub co najmniej addycyjny efekt. 

Koncepcja stosowania mieszanin insektycydów wywodzi się z obserwacji 
wysokiej skuteczności takich środków, jak arseniany czy preparaty miedziowe, 
które oddziałując jednocześnie na wiele ośrodków życiowych, nie selekcjonowały 
odporności u zwalczanych organizmów. Podobne działanie powinny wykazywać 
mieszaniny insektycydów, które odpowiednio dobrane muszą spełniać szereg wa­
runków, między innymi każdy środek powinien selekcjonować u owadów inny 
mechanizm odporności , kontrolowany przez różne geny, przy czym geny odpor­
ności powinny występować z tak małą częstotliwością, że łączne ich stwierdzenie 
w danym osobniku jest mało prawdopodobne. Stosowanie mieszanin należy 
rozpocząć przed wystąpieniem odporności na którykolwiek ze składników. Stoso­
wanie wymienionej strategii zmniejszania jednokierunkowego nacisku selekcy­
jnego dotyczy zarówno tradycyjnych bioinsektycydów B. thuringiensis, jak i 
roślin transgenicznych produkujących toksyny białkowe tej bakterii . 

Wirusy nuklearnej poliedrozy (NPV s) tworzą główną podgrupę patoge­
nicznej dla owadów rodziny Baculoviridae; są szczególnie ważne jako patogeny 
szkodliwych gatunków Lepidoptera i w szerokim zakresie badane jako czynniki 
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biologicznej kontroli owadów. Bakulowirusy są również stosowane w niektórych 
krajach w praktyce, np. Gypchek przeciwko brudnicy nieparce w USA. Efekty­
wność łącznego działania bioinsektycydów NPV s iB. thuringiensis subsp. kursta­
ki była zarówno addycyjna, jak i antagonistyczna w badaniach na kilku gatunkach 
szkodników rolniczych (JAQUES, MORRIS 1981; NA VON 1993). Działanie antago­
nistyczne wynika z tego, że owad pobierając dawkę letalną B. thuringiensis za­
przestaje żerowania, nie zdążywszy pobrać odpowiedniej dawki wirusa, by 
zwiększyć efektywność działania pierwszego czynnika. Addycyjne działanie tych 
dwu mikroorganizmów może wynikać z infekowania przez NPVs larw, które 
przeżyły zabieg B. thuringiensis i ponownie zaczęły żerować lub były najpierw 
porażone przez NPV. Wykazano addycyjne działanie B. thuringiensis i NPVs w 
przypadku zastosowania adjuwantu wspomagającego żerowanie. Stosowanie B. 
thuringiensis z NPVs przeciwko Heliothis virescens powodowało zwiększenie 
plonu (BELL, ROMINE 1980). 

Bioinsektycydy B. thuringiensis, zastosowane w . odpowiednim telIDinie, 
mogą rówhież pozytywnie współdziałać z parazytoidami i drapieżcami szkodli­
wych owadów. Brudnica nieparka traktowana B. thuringiensis (szczep HD-l lub 
HD-263) była w większym stopniu opanowana przez parazytoidy Apanteles mela­
noscelus (Braconidae) niż nietraktowana (WESELOH i in. 1983; NAVON 1993). 
Można to tłumaczyć wydłużeniem u owadów traktowanych czasu trwania stadiów 
wrażliwych na spasożytowanie . Nie zawsze jednak takie pozytywne 
współdziałanie ma miejsce. Uzyskano np. tylko nieliczne parazytoidy Cotesia ru­
becula z larw Pieris rapae, traktowanych B. thuringiensis, gdyż nie mogły one do­
kończyć rozwoju w gospodarzu, ~tóry uległ silnemu zatruciu żołądkowemu 
(MCDONALD i in. 1990). Stosowanie mniejszej dawki B. thuringiensis daje 
większą szansę przeżycia parazytoidom. Spasożytowane larwy słabo reagują na 
B. thuringiensis, ponieważ pobierają mniej p o kalIDu , a z nim mniejszą, 

nietoksyczną dawkę tego bioinsektycydu. 
W latach siedemdziesiątych zaobserwowano, że małe dawki insektycydów 

chemicznych zB. thuringiensis dawały dobrą ochronę przed owadami (JAQUES, 
MORRIS 1981). Większość stwierdzonych interakcji insektycydów chemicznych z 
B. thuringiensis miała charakter addycyjny lub synergistyczny (NA VON 1993) . 

. Działanie B. thuringiensis z pyretroidalnijest z reguły synergistyczne, natomiast z 
regulatorami wzrostu owadów (inhibitorami biosyntezy chityny), jak np. diflu­
benzuron (Dimilin), może być uznane za antagonistyczne (przy obserwacji w 
krótkim czasie po zabiegu) (MOHAMED i in. 1983). Diflubenzuron i inne insekty­
cydy acylomocznikowe wykazująjednak długotrwałe działanie na liściach roślin i 
larwy, które przeżyły zatrucie B. thuringiensis i zaczęły ponowne żerować, pobie­
rając toksyczną dawkę tych środków nie wytwarzają chityny i giną przy kolejnej 
wylince. Kombinacje regulatorów wzrostu owadów iB. thuringiensis były stoso­
wane z dobrym skutkiem w Kanadzie przeciwko brudnicy nieparce (DREISTADT, 
DAHLSTEN 1989) i zastąpiły mniej selektywny insektycyd - karbaryl. Wydaje się, 
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że podobne współdziałanie można uzyskać między B. thuringiensis, a wpro­
wadzonym ostatnio do stosowania w leśnictwie insektycydem - tebufenozydem 
(Mimic 240 LV), należącym do glUpy agonistów ekdyzonu i działającym na owa­
dy z rzędu Lep ido p tera. 

Naturalne insektycydy uzyskane z miodli indyjskiej, oparte na azadyrachty­
nie, wykazały, jak dotychczas, antagonistyczne współdziałanie zB. thuringiensis, 
co może wynikać z repelencyjnego działania azadyrachtyny (MOAR, TRUMBLE 
1987). Konieczne są dalsze badania nad wyjaśnieniem mechanizmu działania aza­
dyrachtyny i innych środków (tebufenozyd) oraz ocena ich przydatności do ewen­
tualnego użycia zB. thuringiensis. 

Inną możliwością opóźnienia powstawania odporności jest stosowanie prze­
mienne (rotacyjne) bioinsektycydów B. thuringiensis z insektycydami che­
micznymi. Ogólne zasady działania i warunki stosowania tej metody są podobne 
jak opisano przy używaniu mieszanin. Należy dodać, że np. stosowanie w danym 
roku jakiegoś insektycydu powoduje wzrost odporności zwalczanej populacji 
owadów, przy czym odporność ta zanika całkowicie podczas trzyletniej przelwy 
(presja selekcyjna tego insektycydu ustaje), gdy używane są inne środki (GEOR­
GHIOU 1983; MALINOWSKI 1991). Rotacja insektycydów w ciągu poszcze­
gólnych generacji owadów jest uważana za bardziej skuteczną niż rotacja w cza­
sie, np. co 7 dni (MARRONE, MACINTOSH 1993). Stosowanie takiej rotacji odnosi 
się raczej do bioinsektycydów B. thuringiensis, niż do roślin transgenicznych, pro­
dukujących przez cały sezon toksyny białkowe. 

Inną metodą możliwą do stosowania zarówno w odniesieniu do roślin trans­
genicznych produkujących toksyczne białko B. thuringiensis, jak i bioinsekty­
cydów opartych na tej bakterii jest stosowanie mozaiki, polegającej na tym, że 
pewna liczba roślin na plantacji nie zostanie traktowana lub będzie nietransge­
niczna. Wykazano (GOULD 1986 a,b), że szkodnik będzie rozwijał się dużo 
wolniej na niejednorodnych genetycznie odmianach roślin, które w 80% są 
odporne, a w ·20% nieodporne na owady. Wymieniony autor podchodzi 
sceptycznie do tej metody, gdyż jest łatwiej wprowadzać do stosowania gene­
tycznie jednorodne odmiany roślin niż mieszane, poza tym farmerzy chcą upra­
wiać głównie rośliny odporne na owady. 

W przypadku roślin transgenicznych powinno się wprowadzić więcej niż je­
den gen odporności; geny te powinny kontrolować wytwarzanie toksyn o różnym 
mechanizmie działania. Powstanie populacji owadów odpornych na dwie (lub 
więcej) toksyny B. thuringiensis o różnych mechanizmach działania, kontrolowa­
nych przez różne geny jest procesem o wiele wolniejszym niż w przypadku jednej 
toksyny. Obecnie wiele firm wprowadza na rynek odmiany roślin transgenic­
znych, wytwarzające dwie lub więcej toksyn B. thuringiensis, co powinno wy­
raźnie opóźnić powstawanie odporności u owadów. Zagadnienie odporności 
owadów na B. thuringiensis jest jednak bardzo złożone. Wykazano bowiem 
rozwój odporności na Dipel, zawierający wiele genów toksyn białkowych (TA-
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BASHNIK l lll. 1991). Dalsze badania nad mechanizmami działania toksyn 
białkowych B. thuringiensis oraz mechanizmami odporności owadów na wymie­
nione toksyny są niezbędne. 

7. PODSUMOWANIE 

Coraz lepsze poznanie mechanizmów działania kryształów białkowych 

B. thuringiensis oraz mechanizmów odporności owadów na te toksyny pozwala na 
wykorzystanie ich w szerszym zakresie, zarówno jako bioinsektycydów, jak i w 
roślinach transgenicznych, produkujących toksyczne białka tych bakterii, a także 
na opracowanie odpowiednich strategii przeciwdziałających powstaw~miu odpor­
ności u owadów. 

MECHANIZMY DZIAŁANIA 

BakteriaB. thuringiensis syntetyzuje podczas sporulacji krystaliczne inkluzje 
składające się z jednego lub wielu białek. W większości przypadków białka te 
charakteryzują się aktywnością w stosunku do niektórych gatunków owadów. 
Specyficzność działania kryształów białkowych wynika z występowania odpo­
wiednich receptorów, wiążących te toksyny tylko ·u niektórych gatunków 
owadów. 'Po zjedzeniu przez owada wrażliwego kryształów białkoW)'chB. thurin­
giensis, następuje ich rozpuszczenie w alkalicznej treści jelita środkowego 
i uwolnienie mniejszych podjednostek białkowYch (protoksyn), z których składa 
się kryształ tzw. delta-endotoksyn. Następnie te protoksyny ulegają proteoli­
tycznej przemianie do aktywnych toksyn o masie cząsteczkowej około 60 kDa, 
które przenikają przez perytroficzną błonę i są wiązane w specyficznych recepto­
rach błon komórek nabłonka jelita środkowego. Połączone z odpowiednimi rece­
ptorami, uaktywnione toksyny powodują powstawanie otworów (por) w błonie 
komórek nabłonka jelita środk9wego. Następuje zakłócenie równowagi 
osmotycznej i zaburzenie w przewodzeniu jonów pierwiastków, co prowadzi do 
pęcznienia komórek i ich zanikania. Przyjmuje się, że kluczem określającym 
wysoką specyficzność toksyn B. thuringiensis jest ich wiązanie do odpowiednich 
receptorów błon komórek nabłonka jelita środkowego owadów. Owady poszcze­
gólnych rzędów, a nawet gatunków mają specyficzne receptory dla odpowiednich 
toksyn B. thuringiensis. Stąd wynika wysoka selektywność ich działania. 

POWSTAWANIE ODPORNOŚCI U OWADÓW 

Mimo złożonego mechanizmu działania toksyn B. thuringiensis i krótkiego 
. okresu ich aktywności na liściach opryskanych roślin (ulegają one rozkładowi pod 
wpływelTI promieni UV, tempe~atury i wilgotności), owady były w stanie 
wytworzyć odporne na te toksyny populacje w warunkach praktycznego ich stoso­
wania. Opisane przypadki odporności dotyczą populacji omacnicy spichrzanki i 
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tantnisia krzyżowiaczka o krótkim okresie rozwoju, które były poddane silnej 
presji selekcyjnej bioinsektycydami B. thuringiensis w walunkach naturalnych 
przez wiele pokoleń. 

Selekcja laboratoryjna różnych gatunków owadów z rzędów Lepidoptera, 
Co le op tera i Diptera wykazała stosunkowo dużą łatwość szybkiego rozwoju 
odporności na omawiane bioinsektycydy. Przeprowadzone badania nad natu­
ralnymi populacjami szkodników leśnych brudnicy nieparki L. dispar (USA) 
i wyłogówki Ch.fumiferana (w Kanadzie) wykazały, że mają one potencjał gene­
tyczny do rozwoju odporności na bioinsektycydy B. thuringiensis. 

ODPORNOŚĆ KRZYŻOWA 

Z dotychczasowych badań wynika, że owady odporne na insektycydy che­
miczne nie wykazują krzyżowej odporności na bioinsektycydy B. thuringiensis. 
Wyselekcjonowane różnorodnymi insektycydami chemicznymi mechanizmy, po­
legające na ich detoksykacji w organizmie owadów przy udziale enzymów utle­
niających, czy hydrolitycznych, lub na modyfikacji specyficznych receptorów nie 
są skuteczne wobec toksyn B. thuringiensis . Dlatego można je stosować przeci­
wko populacjom owadów odpornych na konwencjonalne insektycydy i w wielu 
przypadkach mogą one zastąpić te środki . 

Krzyżowa odporność między poszczególnymi podgatunkami lub szczepami 
B. thuringiensis występuje u owadów odpornych na omawiane bioinsektycydy. 
Dotyczy ona toksyn białkowych produkowanych przez dany podgatunek lub 
szczep. Stosowany np. do selekcji bioinsektycyd Dipel®, zawierający B. thurin­
giensis subsp. kurstaki (szczep HD-l), powoduje powstawanie populacji, która 
jest krzyżowo odporna na toksyny ery I A( a), ery I A(b) i ery I A( c) występujące 
w tym środku. Krzyżowa odporność zależy również od gatunku owada. Należy ją 
brać pod uwagę przy wprowadzaniu do stosowania bioinsektycydów, opartych na 
pojedynczych toksynach B. thuringiensis, lub roślin transgenicznych produ­
kujących omawiane toksyny. 

DZIEDZICZENIE I TRWAŁOŚĆ ODPORNOŚCI 

Taktyka sterowania odpornością będzie w dużej mierze zależała od znajo­
mościjej genetycznych podstaw. Dotychczasowe badania wskazują, że odporność 
dziedziczy się autosomalnie; to dziedziczenie może mieć charakter całkowicie, 
lub częściowo recesywny, lub niecałkowicie dominujący zależnie od gatunku oraz 
sposobu selekcji i może być kontrolowane przez jeden lub kilka genów. Sta­
bilność odporności zależy między innymi od toksyny użytej do selekcji, czasu se­
lekcji, liczby genów kontrolujących odporność itp. Odporność, która osiągnęła 
maksymalny poziom (zwiększanie dawki nie powodowało już wzrostu jej pozio­
mu), była trwała i zanikała wolno. Odporność, która nie osiągnęła maksymalnego 
poziomu, nie była trwała. 
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MECHANIZMY ODPORNOŚCI 

Mechanizmy, które przyczyniają się do tego, że owady są odporne na daną 
toksynę, stanowiącą przedtem dla nich śmiertelne zagrożenie, wiążą się z mecha­
nizmami j ej działania. Jak podano w opisie mechanizmów działania toksyn B. thu­
ringiensis, kluczem określającym sp~cyficzność jest ich wiązanie się z 
odpowiednimi receptorami, występującymi w jelicie środkowym niektórych ga­
tunków owadów wrażliwych. Chociaż inne mechanizmy mogą być brane pod 
uwagę, to główny mechanizm odporności na toksyny B. thuringiensis u 
wszystkich przebadanych dotychczas gatunków owadów polegał na zmianach 
strukturalnych w receptorach jelita środkowego, które - w przeciwieństwie do 
owadów wrażliwych - nie wiązały wymienionych toksyn lub wiązały je tylko w 
niewielkim stopniu. Dalsze badania nad mechanizmami odporności owadów na 
toksyny B. thuringiensis są niezbędne w celu wyjaśnienia złożonego charakteru 
tej odporności. " 

PRZECIWDZIAŁANIE ROZWOJOWI ODPORNOŚCI 

Przeciwdziałanie rozwojowi odporności polega - podobnie jak w przypadku 
insektycydów chemicznych - na zmniejszeniu jednostronnej presji selekcyjnej, 
czyli na racjonalnym stosowaniu bioinsektycydów B. thuringiensis w rotacji z in­
nymi środkami, ó innych mechanizmach działania, np. z insektycydami acylo­
mocznikowymi, blokującymi syntezę chityny u młodocianych stadiów rozwo­
jowych owadów. Rotacja środków nie dotyczy oczywiście roślin transgeDicznych, 
które przez cały czas produkują toksyny bakteryjne. W przypadku. roślin transge­
nicznych dobrym rozwiązaniem wydaje się być wprowadzenie do nich co naj­
mniej dwu genów kontrolujących wytwarzanie toksyn o różnej specyficzności 
działania. Powstawanie odporności u owadów jednocześnie na dwie lub więcej 
toksyn trwa o wiele dłużej niż na jedną. 

8. WNIOSKI OGÓLNE 

Mając na uwadze ochronę środowiska należy przewidy~ać, że stosowanie 
toksyn bakteryjnych; zwłaszcza opartych na B. thuringiensis, będzie wzrastać, 
szczególnie w ochronie lasu. Wynika to z faktu wykrywania coraz to nowych 
toksyn, o innym spektrum działania, jak i ulepszania znanych toksyn metodami 
inżynierii genetycznej oraz opracowania lepszych form użytkowych, możliwych 
do stosowania w małych dawkach techniką samolotową. Ponadto opracowanie 
transgenicznych roślin uprawnych, najważniejszych z ekonomicznego punktu 
widzenia gatunków (bawełna, ziemniak, pomidor, tytoń, drzewa owocowe i in.) 
wytwarzających toksyczne dla owadów białko B. thuringiensis ograniczy, a w 
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niektórych przypadkach wyeliminuje stosowanie środków. chemicznych, zwła­
szcza tych, na które owady wykształciły odporne populacje. 

Powstawanie odporności u owadów na bioinsektycydy B. thuringiensis 
w warunkach silnej presji selekcyjnej jest możliwe, podobnie jak na insektycydy 
chemiczne. Niebezpieczeństwo szybkiego powstania odporności u owadów do­
tyczy w pierwszej kolejności roślin transgenicznych, zwłaszcza tych, które mają 
pojedyncze geny kodujące toksyczne białko B. thuringiensis. Uważa się , że owa­
dy żerujące na tych roślinach, są poddawane permanentnej presji selekcyjnej 
i szybko wytwarzają odporność. Wprowadza się więc transgeniczne rośliny tzw. 
drugiej generacji zawierające dwa lub więcej genów kodujących toksyczne białka 
o różnej specyficzności działania. 

Poznanie biochemicznych, fizjologicznych i genetycznych mechanizmów 
odporności owadów na toksyny B. thuringiensis pozwala na opracowanie strategii 
przeciwdziałania lub opóźnienia powstawania odporności. Ogólne zasady tej stra­
tegii są podobne do tych, jakie obowiązują przy insektycydach chemicznych i po­
legają na racjonalnym stosowaniu bioinsektycydów B. thuringiensis, między 
innymi w rotacji ze środkami chemicznymi. Przestrzeganie tych zasad zadecyduje 
o okresie stosowania omawianych bioinsektycydów. 

Można sądzić, że dalsze intensywne badania nad mechanizmami działania 
toksyn B. thuringiensis, jak i mechanizmami odporności u owadów przyczynią się 
do znalezienia skutecznego rozwiązania, zapobiegającego rozwojowi odpornych 
populacji owadów. 

Praca została przyjęta przez Komitet Redakcyjny 2 października 1998 r. 

STATE OF STUDIES ON INSECTS RESISTANCE TO BACILLUS 
THURINGIENSIS TOXINS 

Summary 

Taking into account the protection of natural environment, it may be forseen, that the 
use of Bacillus thuringiensis toxins to control pest insects, also in forest protection, will 
increase. 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 engineering techniques. Also, the 
introduction of transgenic plants such as cotton, potato, tomato, tobacco and others 
producing the bacterial toxins against more important species of pest insects will reduce 
signicantly the application of chemical insecticides. 

The development of resistance to B. thuringiensis toxins in insects under the 
conditions of high selection pressure is possible, like as in the case of chemical 
insecticides. It may be assumed that the resistance will occure mainly against transgenic 
plants having a single gene with specific activity. The cases of such resistance are already 
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observed. The introduction ot second generation transgenic plants containing two or more 
genes encoded toxins ot different action ,speciticities will delay the development ot 
resistance. ' 

The better recognition ot biochemical , physiological and genetical mechanisms ot 
resistance to B. thuringiensis toxins allow to adopt a proper strategy tor delaying insects 
resistance. The general principles ot such strategy are similar to that used in the case ot 
chemical insecticides and involve the rational application ot B. thuringiensis toxins and their 
rotation with other insecticides. 

It may be concluded that turther intensive studies on mechanisms ot action ot B. 
thuringiensis toxins as well as on mechanisms ot insects resistance to them will allow to tind 
the effective solution against the resistance development. 
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