PRACE INSTYTUTU BADAWCZEGO LESNICTWA, Seria A
Warszawa 1999 Nr 876

Henryk MALINOWSKI

Instytut Badawczy Lesnictwa

Zakiad Ochrony Lasu

ul. Bitwy Warszawskiej 1920 Roku nr 3, 00-973 Warszawa
e-mail: tarwack@ibles.waw pl

STAN BADAN NAD ODPORNOSCIA OWADOW
NA TOKSYNY BACILLUS THURINGIENSIS

STATE OF THE STUDIES ON INSECTS RESISTANCE
TO BACILLUS THURINGIENSIS TOXINS

Abstract: The state of the field and laboratory studies on resistance
of insects of different orders to Bacillus thuringiensis bioinsecticides
and their crystal protein toxins, as well as genetic and physiological
mechanisms of this resistance is presented.

Key words: Bacillus thuringiensis toxins, resistance development,
resistance mechanism, insect control, field resistance, bioinsecti-
cides.



SPIS TRESCI

LWSstep . . o e 55
1.1. Znaczenie bioinsektycydow B. thuringiensis dlaochronyrod§lin . . . . . . . .. 55
1.2. Osiggnigcia badawcze iaplikacyjne . . . . . . .. ..o 57
1.3. Klasyfikacja genow krysztatow biatkowych B. thuringiensis . . . . . . . . . . 59
2. Odpomos¢ wyksztatcona u owadéw w warunkach praktycznego stosowania

bioinsektycyddw B. thuringiensis . . . . . . . .. ... L. 60
3. Rozwdj odpomosci u owaddw na B. thuringiensis w wyniku selekcji

laboratoryjnej . . . . . ... 63
3.1.Rozwéj odpomosciu Lepidoptera . . . . . . . . ... L 64
3.1.1. Szkodniki magazyndéw . . . . . .. ... L 64
3.1.2. Szkodniki upraw polowych. . . . . . . ... ... oo 65
3.1.3. Szkodniki lasow . . . . . . L 67
3.2.Rozwojodpornosciu Coleoptera . . . . . . . . .. ... ... .. 67
3.3.RozwdjodpornosciuDiptera. . . . . . . . ..o 68
4.Odpornosékrzyzowa . . . . . ... L 68
5.Mechanizmy odpornosci . . . . . ... oL 71
5.1.Fizjologiczne i biochemiczne mechanizmy odpornosei . . . . . . . ... . .. 71
5.1.1. Mechanizmy odpornosci wynikajgce z modyfikacji specyficznych

TECEPLOTOW . . . . . . o o e e e 73
5.1.2.Inne mechanizmy odpornosci. . . . . . . . . . ... 74
5.2. Genetyczne mechanizmy odpornosei. . . . . . . . ... L. 75
5.2.1. Dziedziczenie odporno$ci . . . . . ... ... 75
5.2.2. Trwato§€¢odpomosct . . . . . . . . . ... 77
6. Mozliwosci prz'eciiwdzia’fania rozwojowl odpornosci na toksyny B. thuringiensis

uowadow . . ... L 79
7.Podsumowanie . . . . ... ... 83
8 Wnioskiogdlne . . . . . . .. . ... 85
Summary . . ... 86

PiSmiennictwo. . . . . . . 87



1. WSTEP

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy
na temat odpornosci owadow na toksyny biatkowe Bacillus thuringiensis. Nega-
tywne dla srodowiska skutki, zwlaszcza szybkie wyksztalcanie odpornosci
u owadow na stosowane od wielu lat srodki chemiczne, stanowity wyzwanie do
podjecia szerokich, interdyscyplinarnych badan nad toksynami biatkowymi
o dziataniu owadobojczym, produkowanymi przez bakteri¢ Bacillus thuringien-
sis. Zastosowanle w latach osiemdziesiatych naszego stulecia nowych technik
badawczych, zwlaszcza inzynierii genetycznej, doprowadzito do istotnego
rozszerzenia wiedzy w zakresie struktury i mechanizmu dziatania toksyn B. thu-
ringiensis (chociaz wiele zagadnien wymaga dalszych badan), natomiast badania
w latach dziewieédziesiatych pozwolity na zrozumienie oddzialywania wymie-
nionych toksyn na naturalne srodowisko, co stworzyto podstawy do opracowania
strategil kontroli owaddw, ktére sg efektywne 1 jednoczesnie bezpieczne dla $ro-
dowiska (VAN FRANKENHUYZEN 1993). Mozliwos$¢ rozwoju odpornosci u owa-
déw w wyniku stosowania nowych technologii jest jednym z najwagniejszych
probleméw w ochronie roslin. Majac na uwadze lepsze zrozumienie zagadnien
zwigzanych z odpornosciag owadéw na toksyny biatkowe B. thuringiensis,
zwlaszcza w zakresie ich nazewnictwa 1 klasyfikacji, we wstepie podano podsta-
wowe informacje dotyczace znaczenia bioinsektycydéw B. thuringiensis dla
ochrony roslin, osiagni¢¢ badawczych 1 aplikacyjnych oraz klasyfikacji genow
krysztatléw biatkowych. Nastepnic omowiono przypadki odpornosci wyksztatco-
nej u owadow w warunkach praktycznego stosowania bioinsektycydéw oraz
w wyniku selekcji laboratoryjnej. Opisano réwniez odpornosc krzyzowa, fizjolo-
giczne, biochemiczne i genetyczne mechanizmy odpornosci owadow na toksyny
B. thuringiensis oraz mozliwosci przeciwdziatania temu zjawisku.

1.1. Znaczenie bioinsektycydow B. thuringiensis dla ochrony
roslin

Chemiczne $rodki ochrony roslin, stosowane na znaczng skale juz blisko pot
wieku, wywotuja szereg niekorzystnych zmian w srodowisku, jak np. wyselekcjo-
nowanie odpornych populacji u ponad 500 gatunkow owadow (GEORGHIOU
1994), czy wyniszczanie wrogéw naturalnych szkodnikéw, przyczyniajacych sig
do utrzymywania ich populacji na niegroznym dla roslin poziomie. Ponadto po-
zostatoscl chemicznych srodkéw ochrony roslhin mogg skaza¢ srodowisko oraz
wystepowaé w produktach roslinnych przeznaczonych do konsumpcji lub na
pasz¢ powyzej dopuszczalnego poziomu, co zagraza bezposrednio zdrowiu 1
zyciu ludzi 1 zwierzat. Wymienione wzgledy, a takze nacisk réznych grup ekolo-
gicznych, spowodowaty szersze zainteresowanie si¢ bardziej przyjaznymi dla $ro-
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dowiska $rodkami, jakimi sa bioinsektycydy oparte na bakterii Bacillus
thuringiensis (Berliner). Wymienione bioinsektycydy zalicza si¢ do bezpiecznych
1 najbardziej selektywnych sposréd znanych obecnie $rodkow owadobdjczych.
Nie przewiduje sie dla nich okresu karencji (okres miedzy zabiegiem a zbiorem
plonéw), moga wigc by¢ stosowane do dnia zbioru plonow. W zwiazku z tymi
wlasciwosciami bioinsektycydy sa réwniez zalecane do kontroli owadow na tere-
nach rekreacyjnych, w poblizu zbiormnikéw wodnych, w parkach narodowych.

W ciagu ostatnich 20 lat nastapit wyrazny postep w stosowaniu bioinsekty-
cydow B. thuringiensis w ochronie upraw rolniczych, warzywniczych, sadow-
niczych, w higienie sanitarnej, a zwlaszcza w ochronie lasu, gdzie zuzywa si¢
obecnie okoto 60-70% $wiatowej produkeji tych biopreparatow (VAN FRANKEN-
HUYZEN 1993). Analizujac wartos¢ sprzedawanych kazdego roku na Swiecie bio-
pestycydow (gtdwnie bioinsektycyddw, w ktorych udzial srodkéw opartych na
bakterii Bacillus thuringiensis wynosi okoto 80%) oszacowano, ze w latach 1990-
1994 nastapit okoto 3-krotny wzrost wartosci sprzedazy tych srodkow, chociaz w
dalszym ciggu stanowito to ponizej 1% ogdlnej wartosci Srodkéw ochrony roslin
(MARRONE, MACINTOSH 1993; LISANSKY, COOMBS 1994). Mozna to czg$ciowo
ttumaczy¢ wprowadzeniem w ostatnich latach do stosowania na znaczng skale
tanszych bioinsektycydow B. thuringiensis, jak np. Foray (LISANSKY, COOMBS
1994). Przewiduje si¢ dalszy, znaczacy wzrost udziatu bioinsektycyddéw, w tym
zawierajacych toksyny B. thuringiensis, na rynku s$wiatowym (LISANSKY,
COOMBS 1994; RAVENSBERG 1994).

Bioinsektycydy B. thuringiensis, ze wzglgdu na niewielki, uboczny wptyw na
srodowisko, sa gtéwnymi srodkami ochrony lasu w Kanadzie, USA 1 w wielu in-
nych krajach, gdzie niezbedne jest wykonywanie zabiegdw ochronnych prze-
ciwko szkodnikom lisciozernym, wystepujacym w zageszczeniu zagrazajacym
zdrowotnosci drzewostanow. W Polsce (do 30 pazdziernika 1997 r.) bylo zare-
jestrowanych w ochronie roslin 12 bioinsektycydow B. thuringiensis, w tym 7 w
ochronie lasu: Dipel 8L; Dipel 3.2 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). Mozna przewidywac, ze w naszym kraju udziat omawianych bioinsekty-
cydow w ochronie roslin bedzie wzrastaé, zwlaszcza w ochronie lasu w zwiazku z
zarejestrowaniem formulacji o zwiekszonej zawartosci czynnika aktywnego lub
zwigkszonej aktywnosci owadobodjczej, czy zawierajacych toksyny biatkowe
B. thuringiensis o roznej specyficznosci dziatania. W Polsce byty dotychczas pro-
dukowane na mala skalg (wedlug zapotrzebowania) dwa tego typu bioinsekty-
cydy: Bacilan 1 Thuridan, z przeznaczeniem do ochrony upraw warzywniczych i
sadowniczych, zwtaszcza w ogrodkach przydomowych. Nie byty one zalecane np.
do stosowania w sadach towarowych ze wzgledu na zbyt wolne dziatanie.
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1.2. Osiagniecia badawcze i aplikacyjne

Prowadzone w szerokim zakresie badania, majace na celu aspekt praktyczny,
obejmuja migdzy innymi takie zagadnienia, jak:

a) poznanie biologii molekularnej 1 mechanizmdéw dziatania na owady toksyn
biatkowych (endotoksyn) B. thuringiensis;

b) poznanie wyksztatconych u owadéw mechanizméw odpomosci na te en-
dotoksyny;

c) poszukiwanie w naturze nowych szczepow bakterii o zwigkszonej akty-
wnoscl owadobdjczej;

d) ulepszanie znanych 1 stosowanych juz w bioinsektycydach szczepow tech-
nikami nierekombinacyjnymi, wykorzystujacymi wystepujace u bakterii zjawisko
koniugacji (polegajace na przekazywaniu materiatu genetycznego z komorki daw-
cy do komérki biorcy), lub technikami inzynierii genetycznej (technologia rekom-
binacji kwasu dezoksyrybonukleinowego — DNA);

e) wytworzenie roslin transgenicznych produkujacych toksyczne dla owadow
endotoksyny B. thuringiensis.

Wymienione badania doprowadzily do rozszerzenia wiedzy na temat mecha-
nizmow dziatania toksyn biatkowych 1 ich budowy molekulamej. Krystaliczne
inkluzje, wytwarzane przez dany podgatunek podczas sporulacji tej bakteril,
rozpuszczaja si¢ w jelicie srodkowym larw owaddw wrazliwych 1 zostaja
uwolnione toksyny biatkowe o dziataniu owadobojczym, tzw. delta-endotoksyny
o masie czasteczkowej 27 do 400 kilodaltondéw (kDa). Najczesciej tych toksyn jest
kilka 1 liczba ich wzrasta w miar¢ postgpu prac badawczych. Wiele krysztatow
biatkowych ma charakter protoksyn. Uwolnione toksyny bialkowe 1 protoksyny
ulegaja nastgpnie, w jelicie srodkowym owadow, proteolitycznej (z udziatem en-
zymow proteolitycznych) przemianie do mniejszych jednostek biatkowych tzw.
polipeptydow. Te uaktywnione toksyny wchodza w nieodwracalna interakcje z
odpowiednimi receptorami o charakterze bialek, wystepujacymi w btonach
komorek nabtonka jelita sSrodkowego owadow wrazliwych (HOFFMAN 1 in. 1988
a,b). Badania elektrofizjologiczne (HARVEY 1 in. 1983) 1 biochemiczne (KNOW-
LES, ELLAR 1987) wskazuja, ze omawiane toksyny wchodzac w nieodwracalng
interakcje¢ z receptorami powodujg powstawanie otwordw (por) w btonie komorek
nabtonka jelita srodkowego, co prowadzi do naruszenia rownowagli osmotycznej
1 zaktocenia w przewodzeniu jondéw pierwiastkow, pecznienia komorek 1 1ch
zanikania. '

Przeprowadzone badania pozwolily na opracowanie technik klonowania ge-
néw krysztatdéw biatkowych B. thuringiensis o wlasciwosciach owadobojczych
(WHITELEY, SCHNEPF 1986) 1 ich ekspresji w mikroorganizmach zwigzanych
z ro$ling (OBUKOWICZ 1 in. 1986) oraz transgenicznych roslinach (BARTON 1 1in.
1987; FISCHHOFF i in. 1987; VAECK i in. 1987). Te nowe techniki stwarzaja nowe
mozliwoscl 1 strategie ochrony ros$lin przed szkodliwymi owadami. LISANSKY 1
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COOMBS (1992) podaja, ze stosujac nierekombinacyjne techniki (koniugacja)
wytworzono nieistniejace w przyrodzie szczepy kodujace toksyny biatkowe, ktore
sa aktywne wobec roznych gatunkéw owaddéw. W ten sposob powstaly bioinsek-
tycydy firmy Ecogen stosowane w praktyce (rowniez w Polsce) do chwili obecne;:
Condor (zawierajacy specyficznie dziatajace toksyny biatkowe wobec
wytogowki — Choristoneura fumiferana Clem. 1 brudnicy nieparki — Lymantria
dispar L.), Ecotech” (transkoniugant B. thuringiensis aizawai X B. thuringiensis
kurstaki ) i Foil” (toksyczny wobec larw motyli i chrzaszczy). Natomiast firma
Mycogen wprowadzita na rynek bioinsektycydy o wigkszej trwalosci dziatania,
oparte na szczepach bakterii wytworzonych metodami inzynierii genetycznej (re-
kombinacja DNA) z zastosowaniem tzw. systemu kapsutkowania (Cell Cap®).
System ten polega na wprowadzeniu genow delta-endotoksyny B. thuringiensis
do komorek niepatogenicznej bakterii Pseudomonas fluorescens. Podczas fer-
mentacji bakterie te produkuja delta-endotoksyne wewnatrz wtasnych komérek.
Nast¢pnie komorki bakterii sg zabijane za pomoca czynnikow termicznych
1 chemicznych w taki sposéb, by nie naruszy¢ znajdujacej si¢ w komorce bio-
toksyny. Proces ten utwardza jednoczesnie 1 usztywnia bton¢ komodrkowa za-
bitych bakterni P. fluorescens, ktéra shuzy jako ochronna, biologiczna
mikrokapsutka dla delta-endotoksyny. Na rynku znajduja si¢ dwa bioinsektycydy
firmy Mycogen o dluzszym okresie dziatania, opracowane wedlug opisanego sys-
temu: MVP"  — przeciwko larwom motyli i M-Trak" — przeciwko larwom
chrzaszczy (LISANSKY 1 COOMBS 1992). W pismiennictwie polskim metoda ta
zostata opisana przez MALINOWSKIEGO (1993) i SIERPINSKA (1997).

Rekombinacyjne techniki zostaty réwniez zastosowane do wprowadzenia
genow krysztatow biatkowych B. thuringiensis do réznych organizmoéw, jak
Escherichia coli, Bacillus subtilis itp. Na uwaga zastuguje wprowadzenie w 1993
r. przez firm¢ Crop Genetics International na rynek USA nowego bioinsektycydu
InCide™. Bioinsektycyd jest oparty na bakterii Clavibacter xyli var. cynodontis,
bedace) endofitem kukurydzy, do ktérej wprowadzono gen endotoksyny B. thu-
ringiensis specyficznie dziatajacy na najgrozniejszego szkodnika kukurydzy —
omacnic¢ prosowianke (Ostrinia nubilalis L). Wymieniony endofit szybko za-
siedla korzenie, liscie 1 fodygi roslin kukurydzy, gdzie pozostaje przez cale zycie
rosliny chroniac ja przed omacnicag.

Wyhodowano 1 wprowadzono do stosowania w praktyce, m.in. w USA, wie-
le gatunkow transgenicznych ro$lin zaréwno dwulisciennych jak i jednoliscien-
nych, produkujacych toksyny biatkowe B. thuringiensis dziatajace na larwy
motyli i (lub) chrzaszczy (ELY 1993; KANIEWSKI 1997). Sposrdd roslin dwulis-
ciennych przyktadowo mozna wymieni¢ takie jak: ziemniak, burak cukrowy, mar-
chew, kalafior, seler, safata, pomidor, orzeszki ziemne, melon, ogorek, pieprz,
soja, jabton, sliwa, topola, bawetlna, tyton, stonecznik 1 inne, w tym ogrodnicze
1 ozdobne. Sposrdd rodlin jednolisciennych nalezy wymieni¢ najwazniejsze z
punktu widzenia gospodarczego: ryz i1 kukurydz¢. Wykazanie nieszkodliwosci
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uprawy wymienionych roslin bylo podstawa do wydania zgody przez wiadze
panstwowe USA na wprowadzenie ich do produkcjiw 1996 r. Pierwsze lata wyka-
zaty, ze sa one korzystne dla producentdw, konsumentdéw i srodowiska (KA-
NIEWSKI 1997).

1.3. Klasyfikacja genéw krysztatéw biatkowych B. thuringiensis

Badania wykonane w ostatnich latach wykazaly, ze gatunek B. thuringiensis
obejmuje szerokie 1 roznorodne rodziny biatek o dziataniu owadobdjczym. Uka-
zaly si¢ liczne publikacje dotyczace identyfikacji toksyn biatkowych i ich gendw.
Powstal problem ujednolicenia nazewnictwa zwigzanego z tymi genami i ich pro-
duktami, gdyz rézni autorzy uzywali ré6znych oznaczen w odniesieniu do tych
samych genow. HOFTE 1 WHITELEY (1989) dokonali przegladu aktualnej wiedzy
oraz podali propozycje nazewnictwa 1 schemat klasyfikacji krysztatow
biatkowych B. thuringiensis i ich genéw w oparciu o struktur¢ wydedukowana z
sekwencji DNA, z uwzglednieniem zakresu gospodarzy — owaddw, na ktore
dziataja.

HOFTE 1 WHITELEY (1989) podaja, ze do roku 1989 opisano sekwencje
nukleotydowe dla ponad 40 genow krysztatéw biatkowych B. thuringiensis. Wiele
z tych sekwencji jest identycznych lub prawie identycznych i reprezentuje ten sam
gen lub warianty tego samego genu. Biorac powyzsze pod uwage wymienieni au-
torzy wyodrebnili 14 typow genow krysztalow biatkowych B. thuringiensis na
podstawie danych dotyczacych szczepow bakterii aktywnych wobec komarow.
Wiele danych wskazuje, ze 13 z nich, tzw. geny “Cry” (od stow “crystal proteins”,
czyli krysztatow biatkowych) charakteryzuja rodziny odpowiednich biatek owa-
dobdjczych. Te 13 typow genow krysztatdw biatkowych obejmuje 4 gtowne klasy
(Cry I, Cry II, Cry III, Cry 1V) 1 wiele podklas utworzonych na podstawie
zaréwno strukturalnego podobienstwa, jak 1 spektrum aktywnosci owadobdjcze;
biatek. Wymienione cztery gtowne klasy genow krysztatow biatkowych sg odpo-
wiedzialne za specyficzne dziatanie w odniesieniu do owaddéw z nastgpujacych
rzedow: Cry 1 — Lepidoptera, Cry 11 — Lepidopterai Diptera, Cry 111 - Coleoptera,
Cry IV — Diptera.

Pozostaly, czternasty typ genow krysztatow biatkowych B. thuringiensis nie
zostat nazwany “Cry” lecz “Cyt”, gdyz obejmuje on krysztaly biatkowe nie
wykazujace dziatania owadobdjczego. Sekwencje DNA genéw kodujacych nie-
toksyczne biatka oraz ich relacje z genami krysztatow biatkowych opisanych
wyzej nie sg dotychczas znane. Znany jest natomiast jeden gen krysztatow
biatkowych B. thuringiensis subsp. israelensis, kodujacy biatko o masie
czasteczkowej 27 kDa, ktére wykazuje cytolityczng aktywnos¢ wobec komorek
bezkregowcow 1 kregowcow. Jednakze gen ten rézni si¢ catkowicie od genow
“Cry”. Na tej podstawie HOFTE i WHITELEY (1989) zaproponowali oznaczenie
“Cyt A” dla genéw kodujacych biatko 27 kDa.
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Opisany system nazewnictwa jest uzupeiniany w miar¢ wykrywania nowych
szczepdw produkujacych podobne toksyny biatkowe. LARECLUS 1 in. (1993) pro-
ponuja dodanie V klasy genéw — Cry V dla toksyn o masie czasteczkowej 81 kDa,
aktywnych dla Lepidoptera i Coleoptera oraz Cry VI, Cry VII —dla genéw toksyn
biatkowych, ktore nie sa jeszcze wykryte. Klasyfikacje gendéw krysztatow
biatkowych wg HOFTE 1 WHITELEY (1989) z uzupeinieniem LARECLUS'a 1 1n.
(1993) podano w tabeli 1.

2. ODPORNOSC WYKSZTALCONA U OWADOW
W WARUNKACH PRAKTYCZNEGO STOSOWANIA
BIOINSEKTYCYDOW B. THURINGIENSIS

W ciagu okoto 30 lat stosowania bioinsektycyddw B. thuringiensis przeciwko
niektérym szkodliwym owadom w przechowalniach, w uprawach rolniczych 1 w
ochronie lasu (60-70% s$wiatowe] produkcji bioinsektycydow B. thuringiensis
jest wykorzystywane w ochronie lasu) nie notowano przypadkdéw rozwoju odpor-
nosci u naturalnych populacji traktowanych gatunkéw owaddéw w warunkach tere-
nowych. Wydawalo si¢ wigc, ze powstanie odpormosci u owaddw na te
bioinsektycydy nie jest mozliwe. Thumaczono to ziozonym mechanizmem
dziatania B. thuringiensis na owady (LIPA 1989) oraz krotkim okresem trwatosci
toksyn bakteryjnych na lisciach opryskanych roélin. Okazato si¢ jednak, ze
powstanie odpornosci na wymienione insektycydy jest mozliwe.

Pierwszy przypadek udokumentowanej odpornosci na B. thuringiensis u na-
turalnej populacji szkodnika magazynowego — omacnicy spichrzanki Plodia in-
terpunctella Hbn. opisano w 1979 roku. KINSINGER 1 MCGAUGHEY (1979)
donosza, ze roznice we wrazliwosci na biopreparat Dipel® (B. thuringiensis subsp.
kurstaki) migdzy populacja naturalng (terenowa) omacnicy spichrzanki a popu-
lacjg laboratoryjng byly ponad 42-krotne. W dalszych badaniach populacji tere-
nowych omacnicy spichrzanki pochodzacych z réznych stanéw USA wykazano
réwniez zmniejszona wrazliwosé¢ na Dipel® (MCGAUGHEY 1985a). Stwierdzony
rozwdj odpornosci u populacji terenowych omacnicy spichrzanki w wyniku prak-
tycznego stosowania bioinsektycydow B. thuringiensis byt przez wiele lat uwaza-
ny za wyjatek. Dopiero wykrycie odpornosci u innych gatunkéw owadow
w warunkach polowych spowodowato zmiang pogladow w tej sprawie.

Pierwszy przypadek odpormosci na B. thuringiensis u szkodnikéw rolniczych
w warunkach polowych opisali TABASHNIK 1 in. (1990). Odporno$¢ ta wystapita
u waznego gospodarczo szkodnika roslin krzyzowych — tantnisia krzyzowiaczka
Plutella xylostella L. na jednej z farm na Hawajach. Wymieniony szkodnik,
wystepujacy na rukwii wodnej Nasturtium officinale, byt za pomocg biopreparatu
Dipel® zwalczany 50-100 razy w latach 1978—1982 (od 5 do 8 zabiegdw przeci-
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Tabela 1
Table 1

Klasyfikacja genéw krysztalow biatkowych B thuringiensis i zakres dziatania
kodowanych przez nie toksyn (wg HOFTE i WHITELEY 1989 z uzupelnieniem
LARECLUS’a i in. 1993)

Classification of B. thuringiensis crystals protein genes and scope of action of toxins
encoded by them (accor. to HOFTE and WHITELEY 1989 with the suppl. of LARECLUS et al.
1993)

Typ Przewidywany Zakres
genu* ciezar _ dziatania**
Gene czasteczkowy Scope of Przyktady wrazliwych owadoéw
type* Predicted action** Examples of susceptible insect species
molecular weight
kDa
Cry | A(a) 132,2 L Manduca sexta, Bombyx mori, Pieris brassicae,
Plutella xylostella, Ostrinia nubilalis
Cry | A(b) 131 L Pieris brassicae,Manduca sexta, Heliothis
virescens '
Cry | Ac) 130 L/D Pieris brassicae, Aedes aegypti
133,3 L Heliothis virescens, Manduca sexta, Trichoplusia
ni, Ostrinia nubilalis, Pieris brassicae
Cry| B 138 L Pieris brassicae
CrylC 134,8 L Spodoptera littoralis, Spodoptera exiqua,
) Mamestra brassicae
Cry I D 132,5 L Manduca sexta, Spodoptera exiqua
Cry | E 130 L Manduca sexta,Spodoptera littoralis, Spodoptera
exiqua
CrylF 133,6 L Ostrinia nubilalis, Heliothis virescens, Spodoptera
exiqua
Cry Il A 70,9 L/D Heliothis virescens, Lymantria dispar, Manduca
sexta, Aedes aeqgypti
Cryll B 70,8 L Manduca sexta, Heliothis virescens, Lymantria
dispar, Trichoplusia ni
Cryll C 69,5 L Manduca sexta, Lymantria dispar, Trichoplusia ni
Cry Ill A 73,1 C Leptinotarsa decemlineata, Phaedon cochleariae
Cry lll B 74,2 C Leptinotarsa decemlineata
Cry IV A 134,4 D | Aedes aegypti, Anopheles stephensi, Culex
pipiens
Cry IVB 127.8 D Aedes aeqypti Anopheles stephensi
Cry IVC 77,8 D Aedes aeqypti
Cry IVD 72,4 D Aedes aeqypti, Culex pipiens
Cry V A** 81,2 L/C Diabrotica spp., Leptinotarsa decemlineata,
Ostrinia nubilalis
Cyt A 27,4 niespecy- -
ficzne
non specific

* wg Hofte i Whiteley (1989) according to Hofte and Whiteley (1989)
** L: Lepidoptera, D: Diptera, C: Coleoptera
***wg Lareclus’a i in. (1993) according to.Lareclus et al. (1993)



62 H. Malinowski

wko jednej generacji). Nastgpnie zaprzestano stosowania tego bioinsektycydu,
gdyz liczono sie z mozliwoscig wystaplenia odpornosci. W latach 1989-1990
aplikowano bioinsektycyd Javelin® (B. thuringiensis subsp. kurstaki) wykonujac
facznie 15 zabiegdw, a nastgpnie okreslono poziom odpornosci owadow zebra-
nych z pol wymienionej farmy 1 z pol innych farm, rownie czesto traktowanych
bioinsektycydami. Stwierdzono 20-33-krotna odporno$¢ u badanych populacji
owadow. Skutecznos¢ dziatania zalecanych dawek bioinsektycydu dla populacji
naturalnych wynosita 34%, a w odniesieniu do wrazliwej populacji laboratoryjne;j
—~90-100%. Odpornos¢ u naturalnych populacji tantnisia krzyzowiaczka na B. thu-
ringiensis subsp. kurstaki, wyksztalcong stosowaniem tych bioinsektycydow
w warunkach polowych, stwierdzono rowniez na farmach na Filipinach, Tajlandii,
Malezji, Japonii i Florydzie (GEORGHIOU 1994).

W USA i Kanadzie, gdzie bioinsektycydy B. thuringiensis sa gtownymi $rod-
kami do ograniczania liczebnosci populacji najwazniejszych szkodliwych
owadow lesnych przeprowadzono badania majace na celu okreslenie, czy natu-
ralne populacje brudnicy nieparki Lymantria dispar L. 1 wytogowki Choristoneu-
ra fumiferana Clem. maja potencjat genetyczny do rozwoju odpornosci.

W badaniach prowadzonych w USA (ROSITER 1 in. 1990) zaobserwowano
istotne réznice w odpornosci na B. thuringiensis wsrod naturalnych populacji
brudnicy nieparki. Wyniki badan sugeruja, ze bylo to spowodowane rézna
zywotnosclg (wigorem), czyli roznymi mozliwosciami wzrostu 1 rozwoju. Au-
torzy tlumacza te zmienno$¢ we wrazliwosci roznicami w zaopatrzeniu jaj (z
ktérych wylegaty si¢ larwy) w substancje zapasowe. Jaja sktadane jako pierwsze
zawieraty wiecej substancji zapasowych, a wylegajace si¢ z nich larwy szybciej
si¢ rozwijaty, byly bardziej zywotne 1 mniej wrazliwe na B. thuringiensis. Bada-
nia wskazuja na mozliwo$¢ wyselekcjonowania, przy dostatecznie duzej presji se-
lekcyjne), odpornych na B. thuringiensis populacji brudnicy nieparki. Autorzy
dochodza do wniosku, Ze odporniejsze genotypy beda faworyzowane, gdyz one sg
rowniez bardziej zywotne.

Z badan prowadzonych w Kanadzie (FRANKENHUYZEN i in. 1995) wynika,
ze populacje naturalne Ch. fumiferana maja roéwniez potencjat genetyczny do
wyksztalcenia odpornosci na B. thuringiensis subsp. kurstaki. W wymienionych
badaniach stwierdzono duze zrdznicowanie wrazliwosci larw (nawet 10-krotne)
pochodzacych od poszczegdlnych samic w ramach jednej populacji. Wyniki su-
geruja, ze ta zroznicowana wrazliwosc¢ jest w duzym stopniu uwarunkowana gene-
tycznie. Instytut zajmujacy si¢ regulacjg liczebnosci szkodnikow lasu w Kanadzie,
w opracowane] informacji technicznej bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kur-
staki, zaleca ostrozne stosowanie tych srodkow, ze wzgledu na mozliwo$¢ wyksz-
talcenia odpormych populacji owaddéw lesnych w warunkach naturalnych
(ANONIM 1993).

Testowane w Polsce w doswiadczeniach laboratoryjnych populacje lesnych
owadow lisciozernych z rzedu Lepidoptera — brudnica mniszka Lymantria mona-
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cha L. 1 barczatka sosnowka Dendrolimus pini L., byty wrazliwe na stosowane
formulacje bioinsektycyddw B. thuringiensis (Foray 02,2 UL, subsp. kurstaki,
firmy Novo Nordisk oraz Ecotech Pro 07,5 OF, transkoniugant subsp. kurstaki x
subsp. aizawai, firmy Ecogen) (MALINOWSKI 1996; 1997). Wymienione bioin-
sektycydy sa w Polsce stosowane od niedawna i na niezbyt duza skale. Uzywanie
ich na przemian ze zwiazkami acylomocznikowymi 1 pyretroidami przeciwdziata
powstawaniu odpornosci u traktowanych gatunkow owadow.

W literaturze zostata réwniez opisana odpornos¢ na Bacillus sphaericus u ko-
marow Culex quinquefasciatus Say. Populacje komarow C. quinquefasciatus
w wyniku Intensywnego stosowania bioinsektycydu opartego na B. sphaericus
wyksztatcity odpornos$¢ na ten czynnik (GEORGHIOU 1994). Wystepuja one na
ograniczonych powierzchniach w Brazylii i Indiach. Pojawienie si¢ odpornosci na
B. sphaericus jest rowniez spodziewane u komarow Culex pipiens w potudniowe]
Francji (GEORGHIOU 1994). -

Nalezy podkresli¢, ze stwierdzone przypadki odpornosci owadow na bioin-
sektycydy bakteryjne w warunkach terenowych byty zwiazane z silna presja se-
lekcyjna, wywierang na populacje znajdujace si¢ w izolacji 1 o krotkim okresie
rozwoju. Z silng presja selekcyjna mamy do czynienia w przypadku transge-
nicznych roslin uprawnych produkujacych okreslone, pojedyncze toksyny
biatkowe B. thuringiensis przeciwko danym gatunkom owadow, jak np. ziemniak
odmiany Newleaf Russel-Burbank, produkujacy toksyng¢ Cry IITA przeciwko
stonce ziemniaczanej, bawetna odmiany Bollgard czy kukurydza odmiany Yield
Gard, wytwarzajace toksyny biatkowe B. thuringiensis przeciwko gasienicom
motyli (KANIEWSKI 1997). Zgodnie z prawami selekcji, w przypadku roslin trans-
genicznych zawierajacych tylko pojedyncza toksyne B. thuringiensis per-
manentna presja selekcyjna prowadzi do szybkiego rozwoju odpornosci.
Potwierdzeniem tego jest zaobserwowana w USA odpornos¢ u owadow z rzedu
Lepidoptera na transgeniczne rosliny bawelny produkujace toksyczne biatko
B. thuringiensis (KAISER 1996; MACILWAIN 1996; BOCZEK 1997).

3. ROZWOJ ODPORNOSCI U OWADOW NA B. THURINGIENSIS
W WYNIKU SELEKCJI LABORATORYJNEJ

W przesztosci rozni badacze podejmowali proby uzyskania populacii
owadow odpornych na bioinsektycydy B. thuringiensis w warunkach selekcji la-
boratoryjnej. Proby te w wigkszosci przypadkow nie zostaty w petni uwienczone
sukcesem. W pismiennictwie $wiatowym znajdujemy przeglad tych prac dokona-
ny przez BRIESE (1981) i GEORGHIOU (1988), a w pismiennictwie polskim — przez
LIPE (1989). Przeglad przykladéw odpornos$ci na B. thuringiensis wyselekcjono-
wanej w laboratorium, a takze odpornosci na omawiany czynnik biologiczny,
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wyksztatconej u owadow w warunkach terenowych do roku 1993, podano w pu-
blikacji MARRONE i MACINTOSH (1993). GEORGHIOU (1994) podaje, ze do roku
1994 uzyskano w warunkach laboratoryjnych odpornosc¢ na B. thuringiensis u co
najmniej 10 gatunkéw owadow. Rozwoj odpornosci na bioinsektycydy B. thurin-
giensis w warunkach selekcji laboratoryjnej jest dobrze udokumentowany w li-
teraturze i dotyczy owaddw z nastgpujacych rzedow: Lepidoptera, Coleoptera
i Diptera. Nalezy nadmienic, ze liczebnos¢ owadow z wymienionych rzedow jest
kontrolowana w praktyce za pomoca odpowiednich podgatunkow (lub toksyn
biatkowych) B. thuringiensis.

3.1. Rozwdj odpornosci u Lepidoptera

3.1.1. Szkodniki magazynoéw

Zaobserwowano (MCGAUGHEY 1985a), ze efektywnos$¢ dziatania r6znych
formulacji delta-endotoksyny B. thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1) zarejestro-
wanych w USA do stosowania przeciwko szkodnikom przechowalni: omacnicy
spichrzance Plodia interpunctella Hbn 1 mklikowi daktylowcowi Cadra cautella
Walker, byta zréznicowana przy zabiegach wykonywanych na duzg skalg. Po-
brane z traktowanych magazynoéw kolonie omacnicy spichrzanki byty bardzie;j
odporne na bioinsektycydy B. thuringiensis niz uzyskane z nietraktowanych po-
mieszczen.

MCGAUGHEY (1985b) wykazal, ze traktowane w warunkach terenowych po-
pulacje omacnicy spichrzanki moga tatwo wyksztatci¢ odpornos¢ na Dipel®
(handlowa formulacja spor 1 krysztatow B. thuringiensis subsp. kurstaki, HD-1) w
laboratorium. Jedna kolonia byta poddana w laboratorium selekcji za pomocg wy-
mienionego biopreparatu Dipel®, wprowadzonego do diety (sztuczna pozywka) w
dawce wywotujacej 70-90% $miertelnosci larw. Selekcja w ciggu 2 generacji do-
prowadzifa do 30-krotnego wzrostu odpornosci, a selekcja przez 15 generacji — do
100-krotnego wzrostu odpornosci. Mozna sadzi¢, ze byt to maksymalny poziom
odpornosci, uzyskany przez t¢ kolonie, gdyz dalsza selekcja nie powodowata
wzrostu tej odpornosci (MCGAUGHEY 1985b).

Przeprowadzono rowniez badania (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988) nad szyb-
koscia rozwoju odpornoscina B. thuringiensis u pigciu innych kolonii naturalnych
omacnicy spichrzanki pochodzacych z t6znych miejscowosci 1 jednej kolonii la-
boratoryjnej mklika daktylowca. Kazda kolonia zostata podzielona na dwie sub-
kolonie, z ktorych pierwsza stanowila kontrol¢ i byta hodowana na diecie nie
zawierajacej bloinsektycydu, natomiast druga otrzymata diete z bioinsektycydem
w dawce powodujacej 70-90% s$miertelnosci larw pierwszej generacji. Do selek-
Ccj1 uzyto Dipel® formulacji WP (proszek do sporzadzenia zawiesin wodnych) za-
wierajacy B. thuringiensis subsp. kurstaki HD-1, o aktywnosci 16 000 TU
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(jednostek migdzynarodowych) na 1 mg formulacji. Po selekcji przez wiele poko-
len, z niektorych kolonii wydzielono nastgpne subkolonie 1 hodowano na diecie
majace] wigksza zawartos¢ bioinsektycydu w celu okreSlenia, czy zwickszona
dawka przyspieszy rozwoj odpornosci.

Przeprowadzone badania (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988) wykazaty, ze kolo-
nie omacnicy spichrzanki 1 mklika daktylowca poddane selekcji w laboratorium
staty si¢ w roznym stopniu odporne na B. thuringiensis. Odporno$¢ pieciu natu-
ralnych kolonii omacnicy spichrzanki wzrosta 2-29-krotnie w wyniku selekcji
przez 3 generacje 1 15-100-krotnie po selekcji przez 40 generacji stosunkowo
matg dawka — 62,5 mg bioinsektycydu na 1 kg diety. Wyzszy nacisk selekcyjny
dawka 500 mg bioinsektycydu na 1 kg diety spowodowat u jednej kolonii ponad
250-krotny wzrost odporno$ci.

Rozwdj odpornosci u laboratoryjnej kolonii mklika daktylowca przebiegat
powoll w poréwnaniu do rozwoju odpornosci u naturalnych kolonii omacnicy
spichrzanki, niezaleznie od zastosowanych dawek. W rezultacie selekcji przez
8 pokolen dawka 15,625 mg bioinsektycydu na 1 kg diety, a nastepnie przez
5 dalszych pokolen dawka 62,5 mg/kg diety, kolonia mklika daktylowca charakte-
ryzowata si¢ okoto 8-krotng odpornoscia. W tym przypadku uzyskany-niski po-
ziom odpornosci mozna thumaczy¢ tym, ze bylta to kolonia laboratoryjna o matej
heterogenicznosci (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988).

3.1.2. Szkodniki upraw polowych

Selekcja laboratoryjna stonecznicy tytoniowej (Heliothis virescens F.) na
odpornos¢ wobec genetycznie zmienionej niepatogenicznej bakterii glebowe;
Pseudomonas fluorescens, produkujacej delta-endotoksyne B. thuringiensis
subsp. kurstaki (szczep HD-1) o masie czasteczkowej 130 kDa (OBUKOWICZ 1 1n.
1989), prowadzona przez 14 generacji spowodowata wyksztalcenie odpornosci
u tej populacji (STONE i in. 1989). Larwy po wylegu karmiono dieta zawierajaca
odpowiednig dawke liofilizowanych bakterti w postact proszku. Selekcyjna
dawka wyjsciowa, ustalona na poziomie 0,150 mg wymienionego proszkuna 1 ml
diety, powodowata smiertelnos¢ okoto 50% larw po 7 dniach. Nastgpne generacje
larw otrzymywaty diete o sukcesywnie wzrastajacej zawartosci liofilizowanych
bakterii do takiego poziomu, by przezyto 10-50% osobnikow. Selekcyjna dawka
koncowa, wynoszaca 5 000 mg proszku na 1 ml diety, powodowata przezycie 50%
osobnikow.

W przeprowadzonych badaniach (STONE 1 in. 1989) po 3 pokoleniach selekcji
uzyskano 3-krotny wzrost odpornosci w poréwnaniu do kolonii kontrolnej
(nieselekcjonowanej). Po 7 pokoleniach poddanych selekcji, odporno$¢ wzrosta
24-krotnie, a w ciagu selekcji przez kolejnych 7 pokolen wspotczynnik odporno-
$ci oscylowal miedzy warto$ciami 13 a 20. W dalszych badaniach pokolenia od
14 do 18 byty poddane selekcji za pomoca bioinsektycydu Dipel, a pokolenia
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miedzy 18 a 22 — ponownie za pomocy opisanej wyzej genetycznie zmienione]
bakterii P. fluorescens. W rezultacie otrzymano populacj¢ o 75-krotnej odpor-
nosci na Dipel (ktory zawiera toksyny biatkowe Cry I A(a), Cry I A(b), Cry I A(c)
i Cry IT A) oraz 71-krotnej odpornosci na oczyszczong toksyng biatkowa Cry 1
A(b) 1 16-krotng odpornosé na Cry I A(c) (MACINTOSH 1 1n. 1991).

Selekcja laboratoryjna naturalnej populacji tantnisia krzyzowiaczka, ktory
wyksztatcit w warunkach polowych okoto 20-30-krotng odpornos¢ na B. thurin-
giensis subsp. kurstaki, doprowadzita w ciagu 5 pokolen do 150-190-krotne;j
odpornosci, a po 9 pokoleniach selekcji uzyskano odpornos¢ 430—-820-krotng (TA-
BASHNIK 1 in. 1991). Natomiast wykonanie 5 kolejnych zabiegéow bioinsektycy-
dem B. thuringiensis w warunkach polowych nie spowodowalo istotnego wzrostu
odpornosci u populacji naturalnej tantnisia krzyzowiaczka (TABASHNIK 1 1n.
1991). Odpornos¢ populacji wyksztatcona w warunkach polowych obnizata si¢
wolno po zaprzestaniu presji selekcyjne;.

W warunkach selekcji laboratoryjnej uzyskano rowniez kolonie motyli
nocnych: Spodoptera exigua Hbn. (MOAR 1 in. 1994) 1 Spodoptera littoralis
Boisd. (MULLER-COHN 1 in. 1996), odporne na uzyte do selekcji toksyny Cry I C
B. thuringiensis. Motyle te sa polifagami powodujacymi duze szkody w waznych
ekonomicznie uprawach, jak bawelna, ryz, warzywa itp. Do ograniczania liczeb-
nosci populacji wymienionych gatunkow stosuje si¢ formulacje B. thuringiensis
subsp. aizawai. Podgatunek ten wytwarza rézne toksyny Cry I, wlaczajac Cry I C,
ktora jest uwazana za wysoce toksyczna dla S. littoralis 1 wykorzystywana w
transgenicznych roslinach odpornych na ten gatunek (VAN DER SALM 11n. 1994).

Laboratoryjna selekcje S. littoralis prowadzono przez 14 pokolen za pomoca
spor 1 krysztatéw biatkowych Cry I C, wytwarzanych przez specjalnie skonstruo-
wany szczep B. thuringiensis, ktory otrzymat geny odpowiedzialne za wytwarza-
nie wytacznie toksyny Cry I C od podgatunku aizawai 7,29 (MULLER-COHN 1 in.
1996). Stosowano dwie metody selekcji: jedna polegata na indywidualnej hodowli
larw na traktowanej pozywce przez 5 dni, a nastgpnie na nietraktowanej az do
uzyskania poczwarek, przy czym selekcje prowadzono przez 14 generacji (szczep
A); druga natomiast — na indywidualnej hodowli larw przez 9 generacji (jak w me-
todzie pierwszej), a nastgpnie przez 5 generacji stosowano masowa hodowle larw
na traktowanej diecie do przepoczwarczenia (szczep B). Wyjsciowa dawka selek-
cyjna Cry I C wynosita 0,273 mikrograma na 1 cm? pozywki i powodowata Smier-
telnos¢ okoto 40% larw. Koncowa dawka Cry I C, uzyta do selekeji 14 pokolenia,
wynosita przy pierwszej metodzie 4,709 mg na cm? pozywki 1 powodowata okoto
35% $miertelno$¢ larw, a przy drugiej metodzie — 51,515 mg na cm” pozywki.
Odpornos¢ uzyskana po 14 pokoleniach selekcji byta nastepujaca: przy pierwszej
metodzie (szczep A) —okoto 10-krotna, przy drugiej (szczep B) — ponad 500-krot-
na. Dane te sugeruja, ze masowa hodowla przy duzej presji selekcyjnej moze
spowodowa¢ wyksztatcenie sie populacji o duzym stopniu odpornosci.
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FERRE 1 ESTADA (1994) poddawali selckcji laboratoryjna koloni¢ sowki ka-
puscianej Trichoplusia ni Hbn. za pomoca B. thuringiensis subsp. kurstaki. W mo-
mencic stwierdzenia wzrastajace) odpornosci na czynnik selekcyjny, pobrano z tej
kolonii probke owadow i dalej selekcjonowano za pomoca toksyny Cry I A(b),
uzyskujac po 7 pokoleniach 31-krotny wzrost odpornosci na t¢ toksyne.

3.1.3. Szkodniki lasow

Dotychczas nie opisano w literaturze selekcji owadow lesnych w warunkach
laboratoryjnych w celu uzyskania odpornych populacji na bioinsektycydy B. thu-
ringiensis. W informacji technicznej bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kur-
staki, opracowane] wspolnie przez Kanadyjskie Stowarzyszenie Celulozy 1 Pa-
pieru oraz Instytut Sterowania Szkodnikami Lesnymi podano jedynie (ANONIM
1993), zc¢ naukowcom z wymienionego instytutu udalo si¢ wyselekcjonowaé
w warunkach laboratoryjnych odporng na wymieniony bioinsektycyd populé\ch
wytogdwki Ch. fumiferana.

3.2. Rozwdj odpornosci u Coleoptera

W 1993 roku po raz pierwszy opisano rozwoj odpornosci u stonki ziem-
niaczanej (Leptinotarsa decemlineata Say) na Cry III A delta-endoksyne B. thu-
ringiensis var. san diego lub tenebrionis (WHALON 1 in. 1993), specyficznie
dziatajacg na nicktore gatunki owadow z rzedu Coleoptera, zwhaszcza stonkeg
ziemniaczang. Najpierw naturalna populacja stonki ziemniaczanej byta poddana
selekej1 w warunkach terenowych przez dwa sezony za pomocg bioinsektycydu
M-One zawierajgcego spory 1 krysztaly biatkowe B. thuringiensis Cry III A (firmy
Mycogen). Osobniki, ktére przezyty, daty poczatek populacji uzytej do selekcji w
warunkach laboratoryjnych.

Selekcji laboratoryjnej poddawano larwy drugiego stadium (w wieku 3 dni)
stosujac metodg ekspozycji owaddw na traktowanych lisciach ziemniaka w ciagu
2-3 dni. Larwy, ktore przezyty, byly przenoszone nastepnie na nietraktowane li$-
cic ziemniaka 1 hodowane do przepoczwarczenia. Stosowano metod¢ opryskiwa-
nia lub zanurzania lisci ziemniaka w takich stezeniach bioinsektycydu, by uzyskac
$miertelnos¢ okoto 98% larw. Do selekcji laboratoryjnej uzywano ten sam bioin-
scktycyd, ktéry stosowano w warunkach polowych. Stgzenie poczatkowe wyno-
sito 10 200-245 700, a koncowe 5 343 000 jednostek miedzynarodowych (IU)
stonki ziemniaczanej na 1 ml. Kazdorazowo poddawano selekcji w ciagu 12 poko-
len kilkadziesiat tysigcy larw. Po kazdej selekcji (z wyjatkiem pokolenia 31 11)
okreslono poziom odpornosci larw (pochodzacych od osobnikéw, ktére przezyty
zabieg), przez wyznaczenie LCs, (stezenie bioinsektycydu powodujace 50%
smiertelnoscei) 1 porownano z LCs, dla populacji hodowanej bez selekeji. Po 12
pokoleniach, poddawana selekcji stonka ziemniaczana charakteryzowata si¢ 60-
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krotna odpornoscig w stosunku do odpornosci wyjsciowej. Istotna odpornosc
(okoto 22-krotna) uzyskano juz po 4 pokoleniach selekcji. Nalezy zwroci¢ uwagg,
ze stosunkowo wysoki poziom odpornosci stonki na toksyne Cry III A uzyskano w
wyniku bardzo duzej presji selekcyjnej (98% smiertelnosci). W takim przypadku
pozostaja przy zyciu prawie wytacznie homozygoty odporne.

3.3. Rozwoj odpornosci u Diptera

Proby uzyskania odpornych na bioinsektycydy B. thuringiensis owaddw z
rzedu Diptera podejmowano od dawna. Jednakze opisano dotychczas nieliczne
przypadki rozwoju odpornosci u tych owadéw. HARVEY 1 HOWELL (1965) opu-
blikowali wyniki badan nad wyksztatceniem si¢ odpornosci u muchy domowe;
Musca domestica L. na beta-egzotoksyne B. thuringiensis subsp. thuringensis w
warunkach laboratoryjnych. Uzyskany poziom odpornosci nie byt wysoki: po se-
lekeji przez 27 pokolefn otrzymano 8-krotny wzrost odpornosct na czynnik se-
lekcyjny, a po 50 pokoleniach selekcji — 14-krotny. Podobnie niezbyt wysoka
odpornos¢ u muchy domowej na beta-egzotoksyng otrzymali CARLBERG 1 LINDS-
TROM (1987) stosujac do selekcji B. thuringiensis ser. H-1. WHALON 1 1n. (1993)
wymienlajgq rozprawy doktorskie, w wyniku ktorych uzyskano pewien poziom
odporno$ci na beta-egzotoksyne B. thuringiensis u Drosophila melanogaster
(VAN HERREWEGE 1969) oraz u komardéw Culex quinquefasciatus Say na delta-
endotoksyn¢ B. thuringiensis subsp. israelensis ser. H-14 (VAZQUEZ-GARCIA
1983).

MARRONE 1 MACINTOSH (1993) przytaczaja wyniki badan dotyczacych se-
lekej1 komardéw C. quinguefasciatus przez 20 pokolen za pomocg spor i krysz-
tatow biatkowych B. thuringiensis subsp. israelensis, a nastgpnie za pomoca
oczyszczonej delta-endotoksyny o masie czasteczkowe; 72 kDa. Komary
wyksztatcity 70-krotng odpornosé na oczyszczona delta-endotoksyng o masie
czasteczkowe] 72 kDa, ale tylko 3-krotng na bioinsektycyd zawierajacy spory
1 krysztaty B. thuringiensis subsp. israelensis. Na tej podstawie MARRONE
1 MACINTOSH (1993) stawiajg hipotezg, ze przyczyng ograniczonego rozwoju
odpornosci u owadow na B. thuringiensis subsp. israelensis jest produkowanie
przez ten podgatunek licznych toksyn biatkowych o réznej aktywnosci biolo-
gicznej. Mozna réwniez dodac, ze moga one by¢ przylaczane przez rdézne specy-
ficzne receptory jelita Srodkowego owaddw 1 kontrolowane przez rozne geny.

4. ODPORNOSC KRZYZOWA

Stosowanie danej substancji chemicznej lub czynnika biologicznego przez
dtuzszy okres powoduje na ogo6t wyselekcjonowanie populacji owadow
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odpornych nie tylko na czynnik selekcjonujacy, ale rowniez na inne, najczgscie]
pokrewne substancje toksyczne, z ktéorymi badane populacje nigdy sie nie
zetknety, czyli charakteryzujacych sie odpornoscia krzyzowa. Wynika to stad, ze
wyselekcjonowane mechanizmy odpornosci sg skuteczne zarowno w odniesieniu
do substancji uzytej do selekeji, jak 1 innych dotychczas nie stosowanych. W przy-
padku bioinsektycydéw B. thuringiensis, wyksztatcona u owaddéw odpornosé
moze obeymowal zardwno toksyng lub szczep uzyty do selekcji, jak 1 inne,
pokrewne toksyny biatkowe, lub szczepy, chociaz nie jest wykluczone, ze bedzie
ona dotyczy¢ odlegtych toksyn.

Badanie odpornosci krzyzowej jest jednoczes$nie pierwszym etapem badan
nad mechanizmami odpornosci oraz pozwala na okreslenie, jakie szczepy lub
toksyny moga by¢ uzyte w przypadku, gdy odpornos$¢ na dana toksyne wystapi u
traktowanych populacji owadow. Znajomos¢ odpornosci krzyzowej pozwala wiec
na opracowanie odpowiedniej strategii kontroli owadéw, przeciwdzialajacej poja-
wieniu si¢ odpornosci lub opdzniajacej jej wystapienie. .

Najwazniejsza sprawa przy wprowadzaniu do stosowania na szersza skale
bioinsektycydow B. thuringiensis jest okreslenie, czy populacje owadow, ktore
wyksztatcily odpornosc na stosowane insektycydy chemiczne, nie wykazuja od-
pornosci krzyzowej na wymienione Srodki biologiczne. WHALON 1 1n. (1993) ba-
dali odpormnos¢ krzyzowa na Cry IIl A delta-endotoksyne B. thuringiensis specy-
ficznie dziatajaca na owady z rzedu Coleoptera, zwtaszcza stonke ziemniaczanag ,
dwdch populacji tych owaddéw, wysoce odpornych — o znanych mechanizmach
odporno$ci — na insektycydy chemiczne. Jedna populacja charakteryzowata si¢
wielokierunkowa odpornos$cia na zwiazki fosforoorganiczne, karbaminiany 1 py-
retroidy; mechanizmy odpowiedzialne za t¢ odpornos¢ polegaty na oksydatywne;
detoksykacji wymienionych insektycyddéw w organizmach owaddéw, katalizowa-
nej przez enzymy z grupy polisubstratowych monooksygenaz z udziatem cyto-
chromu P-450 oraz na hydrolitycznej detoksykacji powodowanej przez esterazy.
Druga populacja byta odporna na pyretroidy w wyniku wyksztatcenia w trakcie
selekcji mechanizmow powodujacych zmniejszenie wrazliwosci systemu nerwo-
wego przez zmiany strukturalne w receptorze (mechanizm kdr) oraz zwigkszenie
metabolizmu oksydatywnego. W przeprowadzonych badaniach (WHALON 1 1n.
1993) nie stwierdzono krzyzowej odpornosci na Cry III A delta-endotoksyn¢ B.
thuringiensis u szczepoéw odpornych na wymienione, konwencjonalne insekty-
cydy. Larwy stonki ziemniaczanej odpornej na insektycydy chemiczne byly row-
niez wrazliwe na toksyny Cry III A produkowane przez transgeniczne rosliny
ziemniaka (WIERENGA 1 in. 1996). Mechanizmy odporno$ci wymienionych popu-
lacji stonki ziemniaczanej, wyksztalcone w wyniku stosowania srodkow che-
micznych, sa wiec nieskuteczne wobec bakteryjnych toksyn biatkowych.

Omacnica spichrzanka charakteryzujaca si¢ 100-krotna odpornoscia na Dipel
(B. thuringiensis subsp. kurstaki, HD-1), wyksztatconag w wyniku selekcji labora-
toryjnej (MCGAUGHEY 1985b), nie wykazywata krzyzowej odpornosci na inne



70 H. Malinowski

podgatunki produkujace inne toksyny biatkowe (MCGAUGHEY, JOHNSON 1987).
Mozna wnioskowaé, ze owad ten wyksztatcit odpornos¢ tylko na toksyny Cry 1
(I Aa, I Ab, I Ac) oraz Cry II A, obecne w uzytym do selekcji biopreparacie
Dipel®. Wymieniony szczep omacnicy spichrzanki nie wykazywat krzyzowe)
odpornosci na Cry I C (VAN RIE 1 in. 1990).

Stonecznica tytoniowa H. virescens poddana selekcji laboratoryjnej przez 14
gencracji wyksztatcajac odpornos¢ na czynnik selekcjonujacy (delta-endotoksyna
B. thuringiensis subsp. kurstaki, szczep HD-1, produkowang przez biotechnolo-
gicznie zmieniong niepatogeniczng bakterie Pseudomonas fluorescens) wykazala
odporno$¢ krzyzowa na Dipel® oraz okoto 4-krotna odporno$é na oczyszczong
delta-endotoksyne HD-1 (STONE 1 in. 1989). Ponadto stwierdzono krzyzowa
odpornos¢ na relatywnie odlegte toksyny biatkowe Cry IT (GOULD 1 1n. 1992).

W wyniku selekcji laboratoryjnej za pomoca spor 1 krysztatow biatkowych B.
thuringiensis Cry 1 C przez 14 generacji otrzymano dwa odporne szczepy Spodop-
tera littoralis, charakteryzujace sie ograniczong krzyzowa odpornoscia w stosun-
ku do toksyn Cry ID 1 Cry I E (MULLER-COHN 11n. 1996). Niewielka (5-7-krotng)
krzyzowa odpornos¢ stwierdzono rowniez w odniesieniu do Cry I Ab 1do szczepu
rodzicielskiego B. thuringiensis subsp. aizawai 7.29, z ktorego pobrano gen Cry |
C do konstrukeji szczepu produkujacego wylacznie toksyczne biatko Cry I C. Jak
wiadomo (SANCHIS 1 1n. 1988), szczep rodzicielski aizawai 7.29 produkuje,
oprocz Cry I C, inne toksyczne biatka, jak Cry I D, Cry I Aa1Cry I Ab. Poniewaz
biatka Cry I Aa, Cry I Ab i Cry I D sa mato aktywne wobec S. littoralis, jest
prawdopodobne, Ze facznie moga one wykazywaé addycyjny (sumujacy) lub sy-
nergistyczny toksyczny efekt w stosunku do wymienionego gatunku (MULLER-
COHN 11n. 1996). Powyzszym mozna wytlumaczy¢ fakt stosunkowo matej odpor-
nosct krzyzowej S. littoralis wobec rodzicielskiego szczepu B. thuringiensis
subsp. aizawai 7.29, produkujacego przeciez toksyczne biatko Cry I C. Nie mozna
rowniez catkowicie wykluczyé mozliwosci produkowania przez ten szczep nie
opisanych jeszcze toksyn krysztatow biatkowych.

Szczepy odporne S. littoralis, wyselekcjonowane za pomoca Cry I C, nie
wykazywaty odpornosci krzyzowej w stosunku do toksyny Cry I F, ktora jest
silnie toksyczna dla S. exigua (CHAMBERS 1 in. 1991) oraz dla S. littoralis 1 moze
by¢ bardziej obiecujaca toksyna niz Cry I E do stosowania w kombinacji z Cry I C
w programach strategicznych, opracowanych przeciwko tym wysoce szkodliwym
motylom nocnym (MULLER-COHN 1 in. 1996).

Testowanie laboratoryjnej kolonii séwki kapuscianej Trichoplusia ni Hb., po-
siadajacej 31-krotng odpornos¢ na uzyta do selekceji toksyne Cry I A(b) wykazato,
ze odpornos¢ ta byla specyficzna 1 nie obejmowata strukturalnie zblizonych
toksyn owadobdjczych Cry I A(a) i Cry I A(c) (FERRE 1 ESTADA 1994).

Przeprowadzono rowniez badania nad odpornoscia krzyzowa komardw, ktore
w warunkach naturalnych wytworzyty odpomne populacje na B. sphaericus. Z ba-
dan wynika, ze populacje komaréow C. pipiens quinquefasciatus odporne na
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binarne toksyny B. sphaericus nie wykazujg odpornosci krzyzowej na B. thurin-
giensis subsp. israelensis (NIELSEN-LEROUX 1 in. 1994). Moze to $wiadczy¢
o0 tym, ze za wrazliwos$¢ owaddw na B. thuringiensis i B. sphaericus odpowiadajg
inne receptory.

5. MECHANIZMY ODPORNOSCI

Mechanizmy odpormosci na insektycydy chemiczne, wyselekcjonowane
u owadow w ciagu wielu lat stosowania tych srodkow w warunkach terenowych,
sa dos¢ dobrze poznane. Byto to mozliwe dzigki temu, ze odpornos¢ na wymienio-
ne Srodki wystepuje powszechnie, a w zwigzku z tym 1 mozliwosci badawcze sa
duze. Natomiast odpornos¢ na bioinsektycydy B. thuringiensis u owadow w wa-
runkach terenowych zostata wykryta niedawno i dotyczy w zasadzie tylko dwdch
przypadkéw: omacnicy spichrzanki (szkodnika magazynowego) 1 tantnisia
krzyzowiaczka (szkodnika upraw polowych). Dlatego przeprowadzone do-
tychczas badania nad mechanizmami odpornosci na wymienione czynniki biolo-
giczne dotyczg gltdwnie owadow, ktére poddane byty selekcji w warunkach
laboratoryjnych.

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy mozna mechanizmy odpornosci
owadow na bioinsektycydy B. thuringiensis podzieli¢ na dwie grupy: pierwsza
obejmuje mechanizmy fizjologiczne i1 biochemiczne, druga — genetyczne, wa-
runkujace dziatanie wczesniej wymienionych. Dodatkowo mozna wyrdzni¢
mechanizmy behawioralne, czyli zwigzane z zachowaniem si¢ owaddw, unie-
mozliwiajacym pobranie dawki $miertelnej. Odpornos¢ behawioralna moze mie¢
pewne znaczenie dla przezycia owaddéw eksponowanych na toksyczne dla nich
substancje. Najwigksze jednak znaczenie w odpornosci maja mechanizmy fizjolo-
giczne 1 biochemiczne.

5.1. Fizjologiczne i biochemiczne mechanizmy odpornosci

Fizjologiczne i biochemiczne mechanizmy odpornosci na bioinsektycydy
B. thuringiensis (podobnie jak na insektycydy chemiczne), wyselekcjonowane
u owadow, wiaza si¢ z mechanizmami (sposobami) ich dziatania. Majac na
uwadze ulatwienie zrozumienia tych zagadnien, najpierw zostana krotko opisane
mechanizmy dziatania bioinsektycydow B. thuringiensis, przy czym nalezy
zauwazy¢, ze stosuje si¢ formy uzytkowe wymienionych srodkow, zawierajace
zarowno kompleks spor 1 krysztatow biatkowych, jak 1 wylacznie toksycznie
dziatajace krysztaty biatkowe, sktadajace si¢ z mniejszych podjednostek tzw.
delta-endotoksyn.
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W przebiegu procesow intoksykacji w organizmie owada wrazliwego na
bioinsektycydy B. thuringiensis, ktore znalazty si¢ w jelicie sSrodkowym, mozna
wyrozni¢ nastepujace fazy (HOFTE, WHITELEY 1989; VISER 1 in. 1993; MAR-
RONE, MACINTOSH 1993):

1) rozpuszczenie krysztatdéw w alkalicznej tresci jelita 1 uwolnienie, jedne;j
lub wigcej, mniejszych podjednostek krysztatdéw biatkowych, tzw. delta-endo-
toksyn; wiele krysztalow biatkowych ma charakter protoksyn, ktére rowniez
rozpuszczaja sie¢ w tresci jelita srodkowego,

2) rozpuszczone krysztaty biatkowe lub protoksyny ulegaja nastepnie — przy
udziale enzymow proteolitycznych — przemianie do toksycznych peptydow
(biatek o mniejszej czasteczce),

3) te uaktywnione toksyny (peptydy o mniejszej czasteczcee) wiazg sig ze spe-
cyficznymi receptorami (o strukturze bialek) obecnymi w blonach komodrek
nabtonka jelita Srodkowego owaddw wrazliwych (HOFMAN 1 1n. 1988 a,b); naste-
puje wowczas paraliz jelita 1 larwa zaprzestaje zerowania (SLAMA, SHARABY
1985),

4) potaczone z odpowiednimi receptorami, uaktywnione toksyny indukuja w
btonie komorek nabtonka jelita srodkowego powstanie otworow (por), zardowno
specyficznych, jak niespecyficznych dla przenikania jonéw K" (HARVEY i in.
1983; SACCHI 1 in. 1986; KNOWLES, ELLAR 1987; HENDRICKX 1 1n. 1990). Naste-
pujg zaktocenia w przewodzeniu jonow 1 zmiana cis$nienia 0smotycznego, co pro-
wadzi do pecznienia komorek (mikrokosmkow) 1 ich zanikania (PERCY, FAST
1983; DELELLO 1 in. 1984); larwa zamiera, jesli dostateczna liczba komdrek
zostanie uszkodzonych,

5) w przypadku stosowania kompleksu spor 1 krysztatéw, pewna role w
smiertelnosci odgrywaja rowniez spory, ktore namnazajac si¢ w organizmie larwy
powodujg smiertelng dla niej septicemig

Teoretycznie mozna stwierdzié, ze jakiekolwiek zmiany lub modyfikacje jed-
nej lub kilku z wymienionych faz w procesie intoksykacji owadéw bioinsek-
tycydami B. thuringiensis moga prowadzi¢ do wytworzenia si¢ odpornosci na te
srodki. Przeprowadzone dotychczas badania — gléwnie na owadach uodpornio-
nych w wyniku selekcji laboratoryjnej, a w jednym przypadku na populacji odpor-
nej, wyselekcjonowanej stosowaniem omawianych bioinsektycyddw w warun-
kach terenowych, a nastepnie poddanej selekcji w laboratorium — wykazaty, ze
najwazniejszy mechanizm odpornosci byt zwiazany z trzecig faza intoksykacji i
polegat na braku lub zmniejszeniu powinowactwa uaktywnionych toksyn pepty-
dowych do specyficznych receptorow. Inaczej méwigc, uaktywnione toksyny nie
wiazaty si¢ ze specyficznymi receptorami, lub wiazaty si¢ tylko w niewielkim sto-
pniu. Z tego wynika, ze specyficzne receptory bton komorek nabtonka jelita $rod-
kowego owaddéw odpornych ulegly istotnej modyfikacji 1 nie przytaczaty
toksycznych biatek B. thuringiensis. Niektore wyniki badan sugeruja istnienie in-
nych jeszcze mechanizméw odpornosci owaddw na B. thuringiensis.
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5.1.1. Mechanizmy odpornosci wynikajace z modyfikacji specyficznych
receptoréow

VAN RIE 1 1n. (1990) pierwsi wykazali, ze odpornos¢ omacnicy spichrzanki
na Cry I A(b) byta skorelowana z 50-krotna redukcja powinowactwa specyficzne-
go receptora do tej toksyny. Odporny szczep omacnicy spichrzanki byt wrazliwy
na druga toksyne Cry I C. Stopien powinowactwa wymienionych toksyn do odpo-
wiednich receptorow byt skorelowany z wrazliwoscia owadéw. Z badan wynika,
ze chociaz powinowactwo receptora w jelicie Srodkowym omacnicy spichrzanki
do Cry I A(b) ulegto 50-krotnemu zmniejszeniu, to koncentracja wyizolowanego
receptora u owadow odpornych byta prawie taka sama, jak u owaddw wrazliwych.
Stopien powinowactwa receptora do Cry I C u wrazliwych 1 odpornych owadow
byt zblizony, zaobserwowano natomiast okoto 3-krotny wzrost koncentracji spe-
cyficznego receptora u owadow odpornych (VAN RIE 1 in. 1990). Rozwojowi
odpornos$ci w warunkach laboratoryjnych towarzyszylo wyksztalcenie dwu
réznigcych si¢ molekularnych zmian w receptorach specyficznych dla Cry T A(b)
1Cry I C.

FERRE 11n. (1991) zaobserwowali, ze 200-krotna odporno$¢ tantnisia krzyzo-
wiaczka na Cry I A(b) wynika z tego, iz toksyna ta nie jest przylaczana — w przeci-
wienstwie do owadoéw wrazliwych — do odpowiedniego receptora w jelicie
srodkowym. Prawdopodobnie nastapita zmiana lub modyfikacja receptora, ktory
nie jest rozpoznawany przez te toksyny.

Odpornos¢ na B. thuringiensis u stonecznicy tytoniowej H. virescens pole-
gala rowniez na zmianie lub modyfikacji specyficznego dla toksycznych biatek
receptora (STONE 1 in. 1989; MARRONE i MCINTOSH 1993). U selekcjonowanego
szczepu stonecznicy tytoniowej stwierdzono 16 1 70-krotng odpornos¢ odpo-
wiednio na Cry I A(c) i Cry I A(b), ale tylko 4 1 2-krotna redukcje powinowactwa
do odpowiedniego receptora (MCINTOSH 1 in. 1991). Temu spadkowi powino-
wactwa towarzyszyt wzrost koncentracji receptorow dla obu toksyn: 4-krotny dla
Cry I A(c) 1 6-krotny dla Cry I A(b).

NIELSON-LEROUX 1 in. (1994) prowadzili badania z zastosowaniem radioak-
tywnego jodu (J125), okreslajace koncentracje receptorow bton odpowiednich
komoérek nabtonka jelita Srodkowego u odpornych na B. sphaericus 1 wrazliwych,
laboratoryjnych populacji komaréw C. quinquefasciatus. Badania te wykazaty
silng korelacje¢ migdzy odpornoscia populacji a zdolnoscia przytaczania toksyn do
odpowiednich receptorow w jelicie srodkowym. Okazato sie, ze populacje
odporne nie miaty zadnych dziatajacych receptorow dla toksyn B. sphaericus.
Wydaje si¢ wige, ze gldwny mechanizm odpornosci u B. sphaericus polega row-
niez na zmianach modytfikujacych specyficzne dla tych toksyn receptory, po-
dobnie jak to opisano uprzednio dla odpornych populacji omacnicy spichrzanki
(VAN RIE 1 in. 1990) i tantnisia krzyzowiaczka (FERRE 1 in. 1991).
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5.1.2. Inne mechanizmy odpornosci

Odporno$¢ moze rowniez wynika¢ ze zmiany, umownie okreslonych,
pierwszej 1 drugiej fazy intoksykacji. Jak wspomniano uprzednio, dla wyzwolenia
aktywnos$ci owadobojczej krysztatdw biatkowych B. thuringiensis niezbedne jest
ich rozpuszczenie w alkalicznej tresci jelita srodkowego 1 wydzielenie
poszczegdlnych toksyn biatkowych tzw. delta-endotoksyn, ktore nastepnie
ulegaja proteolitycznej przemianie do biatek o mniejszej czasteczce, faczacych sie
z odpowiednimi receptorami. Mechanizm odpornosci mogtby polega¢ na obnize-
niu pH lub proteolitycznych witasciwosci jelita srodkowego 1 w zwigzku z tym
krysztaty biatkowe B. thuringiensis nie ulegatyby przemianie. Poniewaz perytro-
ficzna membrana dziata jako molekularne sito, mogtaby nie dopusci¢ do interakcji
mig¢dzy nienaruszonymi krysztatami biatkowymi a nabtonkiem jelita srodkowego
1 krysztaty moglyby by¢ wydalone.

W badaniach na omacnicy spichrzance nie stwierdzono. istotnych réznic
w wartosciach pH 1 wtasciwosciach enzymow proteolitycznych migedzy szczepa-
mi odpornymi 1 wrazliwymi (JOHNSON 1 in. 1990). Podobnie nie stwierdzono
zmian w sktadzie enzymow proteolitycznych w soku jelita srodkowego, jak 1 w
przebiegu procesu przemiany toksyn Cry I A(b) 1 Cry I A(c) przy udziale tych en-
zymoOw w odpornych 1 wrazliwych szczepach stonecznicy tytoniowej (MARRONE
1 MCINTOSH 1993).

Selekcja stonecznicy tytoniowej za pomoca genetycznie zmienionej, niepa-
togenicznej bakterii Pseudomonas fluorescens, produkujacej delta-endotoksyng
B. thuringiensis subsp. kurstaki, szczep HD-1 o masie czasteczkowej 130 kDa, do-
prowadzita do wytworzenia szczepu charakteryzujacego si¢c okoto 20-krotng
odpornoscia na czynnik selekcyjny, ale tylko okoto 4-krotna na oczyszczona del-
ta-endotoksyng HD-1 1 preparat Dipel (STONE 1 in. 1989). Podobnie MCGAU-
GHEY 1 JOHNSON (1987) wykazali, ze odporny szczep omacnicy spichrzanki
powstaty w wyniku selekcji biopreparatem Dipel (stanowigcym mieszaning spor i
krysztatdw biatkowych) byt okoto 1,5-krotnie mniej odporny na oczyszczong del-
ta-endotoksyng HD-1 niz na mieszaning¢ spor 1 krysztatow. Podjeto wigc probe
(STONE 11n. 1989) wyjasnienia tych réoznic w odpornosci wychodzac z zatozenia,
ze mogg one wynika¢ z udziatu zarodnikow bakterii w toksycznosci. Iniekcja larw
genetycznie zmieniong 1 niezmieniong bakteria P. fluorescens nie spowodowata
1stotnej roznicy w smiertelnosci, co wskazuje, ze septicemia wywotana namnaza-
niem si¢ bakterii moze tylko w minimalnym stopniu wptyna¢ na odpornosc. Bada-
nia sugeruja, ze miejsca dziatania zmienione przez selekcje nie sg zlokalizowane
w hemolimfie.

Wigkszos¢ wynikdéw dotychczas przeprowadzonych badan wskazuje, ze
gtowny mechanizm odpornosci na toksyny B. thuringiensis polega na zmianie
powinowactwa do specyficznych receptorow, wynikajace; z ich modyfikacji.
W kilku przypadkach nie stwierdzono jednak korelacji migdzy powinowactwem
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do specyficznych receptorow a odpornoscia populacji lub jest ona niezrozumiata.
Dotyczy ona gtéwnie badan na stonecznicy tytoniowej (MACINTOSH i in. 1991),
ktore wskazuja na istnienie innych mechanizméw. GEORGHIOU (1994) wymienia
badania sugerujace, ze zmiana aktywacji protoksyn przez enzymy proteolityczne
(proteinazy) jelita Srodkowego moze powodowac pewien typ odpornosci na
toksyny bakteryjne. Opisuja one réznice w proteolitycznej przemianie protoksyn
B. thuringiensis miedzy ekstraktami soku jelita srodkowego odpornych i1 wrazli-
wych szczepow omacnicy spichrzanki. Rozszczepianie proteolityczne protoksyn
Cry I A(c) w populacji odpornej na B. thuringiensis subsp. entomocidus byto
wolniejsze niz w populacjach rodzicielskiej wrazliwej lub odpornej na B. thurin-
giensis subsp. kurstaki.

5.2. Genetyczne mechanizmy odpornosci

Wiedza na temat genetycznych podstaw odpornosci owadéw na B. thurin-
giensis jest niezwykle uzyteczna, gdyz pozwala przedsiewziaé odpowiednie
dzialania majace na celu opdznienie rozwoju tego zjawiska u traktowanych ga-
tunkdw. Genetyczne podstawy odpornosci owadow na B. thuringiensis, uzyskanej
w wyniku selekcji laboratoryjnej, byty badane u nastepujacych gatunkow z rzedu
Lepidoptera: omacnicy spichrzanki Plodia interpunctella, stonecznicy tytoniowe;j
Heliothis virescens F. 1 tantnisia krzyzowiaczka Plutella xylostella 1., a z rz¢du
Coleoptera u stonki ziemniaczanej Leptinotarsa decemlineata Say. Nalezy dodac,
ze tantni$ krzyzowiaczek wykazujac 20-30-krotng odpornosc, uzyskana w warun-
kach terenowych, byl nastepnie poddany selekcji w laboratorium. W jednym
przypadku badano genetyczne podstawy odpornosci u tantnisia krzyzo-
wiaczka, wyksztatlconej w warunkach terenowych. Przedstawione genetyczne
podstawy odpornosci dotyczg jej dziedziczenia 1 trwatosci po zaprzestaniu presji
selekcyjne;j.

5.2.1. Dziedziczenie odpornosci

Dziedziczenie odpornosci wyksztatconej u owadéw w wyniku selekeji labo-
ratoryjnej moze przebiegaé inaczej niz odpornosci wyselekcjonowanej w warun-
kach polowych (ROUSH, MCKENZIE 1987; TABASHNIK 1 in. 1992), jednakze
uzyskana w tym zakresie wiedza pozwoli na zrozumienie zagadnien, z jakimi
mozemy mie¢ do czynienia w przysziosci.

Wykonujac krzyzdéwki dwustronne 1 wsteczne okreslono dziedziczenie si¢
odpornosci na B. thuringiensis subsp. kurstaki u kilku gatunkéw owadow.
Dziedziczenie sie 100-krotnej odpornosci u jednej kolonii omacnicy spichrzanki,
uzyskanej w wyniku selekcji przez 15 pokolen, miato charakter recesywny
(MCGAUGHEY 1985 b). Dziedziczenie sie 15-100-krotnej odpornosci, wyksztat-
conej po okoto 40 pokoleniach selekcji, u pigciu kolonii omacnicy spichrzanki
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byto niecatkowicie recesywne i charakteryzowalo si¢ roznym stopniem recesy-
wnosci (MCGAUGHEY, BEEMAN 1988 ). Z omawianych badan wynika, ze odpor-
no$¢ dziedziczyta si¢ niezaleznie od recesywnych, genetycznych markerow:
miedziane (cu), ziote (g) i biate (w) oczy. Niezdolnos¢ kolonin do uzyskania
zblizonego poziomu odpornosci w ciggu kilku pokolen selekcji sugeruje, ze uzyte
do badan kolonie omacnicy spichrzanki reprezentuja rozne biotypy, ktorych
odpornos¢ moze by¢ kontrolowana przez wiele alleli lub wiele loci. Ponadto
mozna przypuszczaé, ze rézne modyfikujace geny wptywaty na ekspresj¢ odpor-
nosci w badanych koloniach. Jednakze szybkie wytworzenie si¢ — w warunkach
selekcji laboratoryjnej za pomoca stosunkowo matej dawki — odpornosci o nie-
catkowicie recesywnym charakterze dziedziczenia moze §wiadczy¢ o tym, Ze jest
ona w gléwnej mierze zwigzana z pojedynczym czynnikiem, ktéry wystepuje w
koloniach z duza czgstotliwosciag (WOOD, MANI 1981). Wczesniejsze publikacje
(KINSINGER, MCGAUGHEY 1979) opisujace duze rdznice we wrazliwosci
omacnicy spichrzanki 1 mklika daktylowca na B. thuringiensis moga rowniez
$wiadczy¢ o tym, ze naturalne populacje wymienionych gatunkéw moga by¢ poli-
morficzne pod wzgledem genotypdéw odpornych.

SIMS 1 STONE (1991) na podstawie przeprowadzonych krzyzéwek dwustron-
nych 1 wstecznych wywnioskowali, ze wyksztatcona w wyniku selekcji laborato-
ryjnej odporno$é u stonecznicy tytoniowej na delta-endotoksyn¢ B. thuringiensis
o masie czasteczkowej 130 kDa (produkowang przez genetycznie zmieniong bak-
teri¢ Pseudomonas fluorescens) byta dziedziczona autosomalnie. Dziedziczenie
tej odpormosci byto niecatkowicie dominujace 1 kontrolowane przez kilka loci.
Wymienieni autorzy uwazaja, ze istotnych jest wigcej niz jeden locus, gdyz
reakcje owadow pochodzacych z czterech pojedynczych krzyzéwek wstecznych,
dwodch krzyzowek pokolenia F; 1 serii trzech powtarzanych krzyzéwek wste-
cznych, réznity sie istotnie od spodziewanej reakcji przy dziedziczeniu monoge-
nicznym. Badania (HECKEL 1 in. 1997) wykazaty, ze odpornos¢ stonecznicy tyto-
niowej na Cry I A(c) byla zwiazana z jedna, gléwna grupa sprz¢zenia (genem)
(okoto 80% calej odpornosci); dodatkowa, druga grupa sprzgzenia powodowata
duzo mniejsza odpormos¢, ktora mozna byto wykry¢ tylko wtedy, gdy efekt grupy
plerwszej zostal wyeliminowany.

TABASHNIK 1 in. (1992) testowali potomstwo réznych krzyzowek,
nalezacego do rzedu motyli, tantnisia krzyzowiaczka (ktéry wytworzyt 30-krotna
odpornos¢ na B. thuringiensis w warunkach polowych, a nastepnie w wyniku se-
lekeji laboratoryjnej — ponad 700-krotna) w celu okreslenia sposobu dziedziczenia
odpornosci na handlowe formulacje B. thuringiensis. Potomstwo F|; dwustron-
nych krzyzéwek (odporne samce X wrazliwe samice oraz odporne samice X
wrazliwe samce) reagowato podobnie na B. thuringiensis, co wskazuje na
dziedziczenie autosomalne. St¢zenie preparatu powodujace 50% S$miertelnosci
(LCso) potomstwa F; nie roznilo sie istotnie od analogicznego stezenia dla szcze-
pu wrazliwego, z czego mozna wnioskowac, ze dziedziczenie si¢ tej odpornosci
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ma charakter recesywny. Dane te wskazuja, ze dziedziczenie odpornosci jest kon-
trolowane przez jeden locus lub najwyzej kilka loci. Testowanie po$rednie
réznych modeli wykazato, ze dane bardziej przemawiajg za modelem pojedyncze-
go locus.

Badania dziedziczenia odpornosci u tantnisia krzyzowiaczka, wyksztatcone;
w wyniku praktycznego stosowania bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kur-
staki wykazalty, ze byla ona niecalkowicie recesywna, autosomalna i prawdopo-
dobnie kontrolowana przez pojedynczy gen (TANG 1 in. 1997). W tym przypadku,
wyniki uzyskane dla populacji owaddw, ktére wyksztaltcity trwatg odpornosé w
warunkach terenowych, sa zblizone do tych, jakie otrzymano dla populacji podda-
wane] dalszej selekcji w laboratorium. §

RAHARDIJA 1 WHALON (1995) badali dziedziczenie si¢ 200-krotnej odporno-
sc1 u stonki ziemniaczanej na Cry 111 A delta-endotoksyn¢ B. thuringiensis, sto-
sujac standardowe krzyzowki dwustronne 1 wsteczne migdzy szczepami wrazli-
wym 1 odpornym oraz pokoleniem F|. Analiza linii regresji pokolenia F z
krzyzéwek dwustronnych wykazata autosomalny charakter tej odpornosci, bez
wplywu matecznego. Ponadto stwierdzono, ze odpornos¢ jest kontrolowana przez
niecatkowicie dominujgce geny. Odchylenie od spodziewanej smiertelnosci w
eksperymentach z krzyzowkami wstecznymi sugeruje, ze za odpornos¢ moze by¢
odpowiedzialnych wigcej niz jeden locus.

Dziedziczenie odpornos$ci na Bacillus sphaericus u komaréw Culex pipiens
quinquefasciatus badali NIELSEN-LEROUX 1 in. (1994). Wymienieni badacze
wykonywali krzyzéwki dwustronne 1 wsteczne migdzy odpornymi 1 wrazliwymi
populacjami oraz okreslali LCs (stezenie powodujace 50% $miertelnosci). Bada-
nia wykazaty, ze warto$¢ LCsg dla pokolenia Fy (odporne x wrazliwe) jest zblizo-
na do analogicznej wartosci dla populacji wrazliwej. Autorzy dochodza do
wniosku, ze dziedziczenie tej odpornosci jest prawie catkowicie recesywne.
Stwierdzenie to zostalo poparte badaniami nad charakterem receptorow blon
odpowiednich komdrek nabtonka jelita srodkowego u odpornych 1 wrazliwych
populacji oraz ich krzyzéwki. Wykazano mianowicie, ze receptory bton odpo-
wiednich komérek nablonka jelita $srodkowego pokolenia F| dwustronnych
krzyzéwek, podobnie jak populacji wrazliwej, silnie wigzaty binarne toksyny 5.
sphaericus, natomiast receptory populacji odpornej byly zmienione 1 nie
przytaczaty wymienionych toksyn bakteryjnych.

5.2.2. Trwatos¢ odpornosci

100-krotna odporno$¢ naturalnej populacji omacnicy spichrzanki, uzyskana
w wyniku selekcji laboratoryjnej przez 15 generacji, byta trwata (nie ulegta ob-
nizeniu) po zaprzestaniu presji selekcyjnej za pomocg bioinsektycydu B. thurin-
giensis subsp. kurstaki, HD-1 (MCGAUGHEY 1985b). W drugim doswiadczeniu
z innymi populacjami omacnicy spichrzanki, uzyskana w warunkach laborato-
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ryinych odpomnosc byta rdwniez trwata, gdy przerwano selekcje w momencie,
kiedy poziom odpornosci juz nie wzrastat (utrzymywat si¢ na jednakowym pozio-
mic); wczesniejsze przerwanic selekcji prowadzilo do spadku odpornosci
(MCGAUGHEY, BEEMAN 1988).

STONE 1 in. (1989) badali trwatos¢ okoto 20-krotnej odpornosci stonecznicy
tytoniowej, uzyskanej podczas selekcji w warunkach laboratoryjnych przez 13 po-
kolen za pomoca genetycznie zmienionej niepatogenicznej bakterii Pseudomonas
fluorescens, kodujace] delta-endotoksyng¢ B. thuringiensis o masie czasteczkowe]
130 kDa. Z badan tych wynika, ze hodowla larw przez 2 generacje bez selekcji nie
obnizyta poziomu odpornosci. Mozna przypuszczac, ze uzyskana odpornosc byta
wzglednie stabilna.

MULLER-COHN 1 in. (1996) badali stabilnos¢ odpornosci u Spodoptera litto-
ralis na Cry I C, wyksztatconej w wyniku selekcji laboratoryjnej metoda masowe;j
hodowli larw na traktowanej pozywce. Wytworzona odpornosc nie byfa trwata.
Pozostawienie populacji bez selekeji przez jedno pokolenie spowodowato zmniej-
szenie si¢ wspotczynnika odpornosci z ponad 500 do ponad 74, natomiast niepro-
wadzenie selekeji przez 8 kolejnych pokolen wywotato zmniejszenie si¢ wartosci
wspotczynnika odpomosci do 11. Przeprowadzone badania wykazaly szybki za-
nik odpornosci u selekcjonowanej populacji, co wskazuje na obecnos¢ duzej
liczby genotypow wrazliwych. W przypadku innych owadow, ktore wyksztatcity
odpornos¢ na toksyny biatkowe B. thuringiensis, na ogot poziom odpornosci ule-
gal rowniez znacznemu obnizeniu po zaprzestaniu presji selekcyjnej. Pozostawat
jednak pewien znaczacy poziom odpornosci populacji, ktory jest bardzo istotny z
punktu widzenia strategii sterowania tym zjawiskiem, zwilaszcza w odizolowa-
nych ekosystemach.

TABASHNIK 1 in. (1991) podaja, ze okoto 30-krotna odpornos¢ tantnisia
krzyzowiaczka, wyksztalcona w warunkach polowych w wyniku stosowania
bioinsektycyddw B. thuringiensis subsp. kurstaki (HD-1), zanikata wolno po za-
przestaniu presji selekcyjnej. Badania (TANG 1 in. 1997) wykazaty, ze ponad
1500-krotna odpornos¢ u tantnisia krzyzowiaczka (populacja z Florydy) wyselek-
cjonowana stosowaniem bioinsektycydu B. thuringiensis subsp. kurstaki w wa-
runkach terenowych zmniejszyla si¢ do okoto 300-krotnej, w ciagu trzech pokolen
po zaprzestaniu selekcji. Odpornosé na tym poziomie (300-krotna) byta stata bez
stosowania selekcji laboratoryjnej. Jest to jeden z nielicznych wynikéw badan,
ktore wykazaly trwatos¢ odpornosci na B. thuringiensis subsp. kurstaki u
owadow, ktore przeniesione z pola do laboratorium nie byly dalej poddawane se-
lekcj.

RAHARDJA 1 WHALON (1995) badali trwatos¢ 200-krotnej odpornosci u ston-
ki ziemniaczanej na Cry III A delta-endotoksyng B. thuringiensis, wyksztatcona w
warunkach selekcji laboratoryjnej przez 29 pokolen. Uzyskana odpornosc nie byta
stabilna. Po zaprzestaniu presji selekcyjnej obserwowano tendencj¢ spadkowa po-
ziomu odpornosci. Poziom odpornosci stonki obnizyl si¢ istotnie juz po 5 pokole-



Stan badan nad odpornosciq owadow na toksyny Bacillus thuringiensis 79

niach hodowanych bez selekcji. Warto§¢ wspdtczynnika odpornosci zmniejszyta
sig¢ z 200 do 48 w ciagu hodowli przez ponad 10 pokolen bez selekcji. Dalsze
kontynuowanie hodowli owadow bez selekcji nie powodowato juz istotnej reduk-
¢ji w poziomie odpornosci. Na tej podstawie RAHARDJA i WHALON (1995)
wnioskuja, ze homozygotycznos¢ zostata prawdopodobnie osiagnieta przez
wszystkie geny warunkujace odporno$¢. Dopiero ponowne wprowadzenie gendw
wrazliwosci do populacji bedzie sprzyjalo dalszemu obnizeniu poziomu
odpornosci.

Badano (TRISYONO, WHALON 1997) rowniez przystosowanie si¢ genotypow
stonki ziemniaczanej o 700-krotnej odpornosci na Cry III A delta-endotoksyne.
W wigkszosci badan uzyskane parametry byty zblizone u owadéw wrazliwych
1 odpornych. Stwierdzono jedynie, ze odporne samice produkowaty 60% mnie;
jaj, a okres ich sktadania byt krétszy niz u owadow wrazliwych; ponadto obserwo-
wano wolniejszy rozwoj jaj.

6. MOZLIWQSCI PRZECIWDZIALANIA ROZWOJOWI ]
ODPORNOSCI NA TOKSYNY B. THURINGIENSIS U OWADOW

Stosowanie z dobrym skutkiem przez wicle lat ulepszonych bioinsektycydow
B. thuringiensis, jak 1 roslin transgenicznych produkujacych toksyny biatkowe tej
bakterii bedzie zalezalo od opracowania i1 wdrozenia odpowiednich strategii
przeciwdzialania odpornosci, zanim to zjawisko wystaplt w szerszym zakresie
u owadow. W przesztosci sterowanie odpornosciag owadow na insektycydy che-
miczne rozpoczeto w momencie, gdy osiagneta ona stan krytyczny (MARRONE,
MACINTOSH 1993). Obecnie mamy inng sytuacje. Odpornos¢ owaddéw w warun-
kach polowych na bioinsektycydy B. thuringiensis wystepuje tylko w nielicznych
przypadkach intensywnego stosowania tych srodkow. Z tego nalezy wyciagnac
odpowiednic wnioski odnosnie do przysziego, prawidlowego uzytkowania
nowych, opartych na B. thuringiensis, biotechnologii. Wdrozenie odpowiednich
strategii przeciwdziatajacych wyksztatcaniu odpornosci na toksyny B. thuringien-
sis u owadow jest sprawa najwaznicjszg, zwlaszcza, ze jak przewidywali
niektérzy badacze (m.in. TABASHNIK 1in. 1991; TABASHNIK 1992), owady staja
si¢ odporne na transgeniczne rosliny pierwszej generacji, zawierajace pojedyncze
geny toksyn biatkowych.

W roku 1988 utworzono grupg¢ robocza, zajmujaca si¢ sterowaniem odpor-
noscia na B. thuringiensis (Bacillus thuringiensis Management Working Group),
bedacg konsorcjum biotechnologicznych 1 agrochemicznych firm (MARRONE
1989, KNAUF 1992). Grupa ta powstata w ramach Komitetu do Spraw Odpornosci
Owadow na Insektycydy — IRAC (Insecticide Resistance Action Commuittee),
powotanego przez mig¢dzynarodowa grupe narodowych stowarzyszen produ-
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centéw chemikalii (GIFAP). Zadaniem tej grupy jest okreslenie mozliwosci
rozwoju odpornosci na B. thuringiensis u najwazniejszych gatunkéw szkodliwych
owadow, okreslanie mechanizméw odpornosci, strategii sterowania odpornoscia
oraz zbierania podstawowych danych do opracowania metod pozwalajacych
na uzyskanie maksymalnej skutecznosci przy stosowaniu produktow B. thurin-
glensis.

Zasady strategii sterowania odpornoscig na B. thuringiensis sa — ogolnie
biorac — zblizone do tych, jakie stosuje si¢ dla insektycydow chemicznych (SU-
THERSt, COMINS 1979; GEORGHIOU 1983). W polskim piSmiennictwie zostaty
one przedstawione przez MALINOWSKIEGO (1991). Zasady te dotycza tzw. czyn-
nikéw operacyjnych, zwigzanych z samym insektycydem 1 sposobem jego stoso-
wania. Nie ulega watpliwosci, ze plerwsza 1 najwazniejszg sprawg jest state
prowadzenie monitoringu wrazliwosci owadoéw na stosowane $rodki (ROUSH,
MILLER 1986; CROFT 1990).

Najlepsza metoda sterowania odpornoscia owadow na uzywane srodki jest jej
zapobieganie (TABASHNIK 1 in. 1991). Temu celowi stuzy stosowanie metod
zmniejszajacych jednokierunkowa presj¢ selekcyjng. Moze to by¢ stosowanie
bioinsektycyddw B. thuringiensis w mieszaninach z innymi entomopatogennymi
mikroorganizmami lub srodkami chemicznymi albo sekwencyjne wykonywanie
zabiegow: najpierw jednym, a nastepnie drugim srodkiem. Nalezy nadmienic, ze
dwa (lub wigcej) $rodki stosowane w mieszaninie lub sekwencyjnie moga
wykazywac¢ dziatanie sumujgce (addycyjne), synergistyczne (taczny efekt jest
wigkszy niz uzyskany przy oddzielnym stosowaniu pojedynczych srodkow) lub
antagonistyczne (faczny efekt jest stabszy niz uzyskany przy oddzielnym stosowa-
niu pojedynczych $rodkéw). Nalezy wykorzystac tylko mieszaniny powodujace
synergistyczny lub co najmniej addycyjny efekt.

Koncepcja stosowania mieszanin insektycydow wywodzi si¢ z obserwacji
wysokiej skutecznodci takich srodkdw, jak arseniany czy preparaty miedziowe,
ktore oddziatujac jednoczesnie na wiele osrodkéw zyciowych, nie selekcjonowaty
odpornosci u zwalczanych organizméw. Podobne dziatanie powinny wykazywaé
mieszaniny insektycydow, ktére odpowiednio dobrane muszg spetniaé szereg wa-
runkdw, miedzy innymi kazdy $rodek powinien selekcjonowaé u owaddw inny
mechanizm odpornoSci, kontrolowany przez rézne geny, przy czym geny odpor-
nosci powinny wystepowac z tak mata czestotliwoscia, ze taczne ich stwierdzenie
w danym osobniku jest mato prawdopodobne. Stosowanie mieszanin nalezy
rozpocza¢ przed wystapieniem odpornosci na ktdrykolwiek ze sktadnikow. Stoso-
wanie wymienionej strategii zmniejszania jednokierunkowego nacisku selekcy-
jnego dotyczy zarowno tradycyjnych bioinsektycydow B. thuringiensis, jak i
ro$lin transgenicznych produkujacych toksyny biatkowe tej bakterii.

Wirusy nuklearnej poliedrozy (NPVs) tworza gtowna podgrupe patoge-
nicznej dla owadoéw rodziny Baculoviridae; s szczegdlnie wazne jako patogeny
szkodliwych gatunkéw Lepidoptera 1 w szerokim zakresie badane jako czynniki
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biologicznej kontroli owadéw. Bakulowirusy sa rowniez stosowane w niektorych
krajach w praktyce, np. Gypchek przeciwko brudnicy nieparce w USA. Efekty-
wnoS$¢ tacznego dziatania bioinsektycyddw NPVs 1 B. thuringiensis subsp. kursta-
ki byta zarowno addycyjna, jak 1 antagonistyczna w badaniach na kilku gatunkach
szkodnikow rolniczych (JAQUES, MORRIS 1981; NAVON 1993). Dziatanie antago-
nistyczne wynika z tego, ze owad pobierajac dawke letalng B. thuringiensis za-
przestaje zerowania, nie zdazywszy pobra¢ odpowiedniej dawki wirusa, by
zwigkszy¢ efektywnos¢ dziatania pierwszego czynnika. Addycyjne dziatanie tych
dwu mikroorganizméw moze wynika¢ z infekowania przez NPVs larw, ktore
przezyly zabieg B. thuringiensis 1 ponownie zaczely zerowac lub byly najpierw
porazone przez NPV. Wykazano addycyjne dziatanie B. thuringiensis 1 NPVs w
przypadku zastosowania adjuwantu wspomagajacego zerowanie. Stosowanie B.
thuringiensis z NPVs przeciwko Heliothis virescens powodowato zwigkszenie
plonu (BELL, ROMINE 1980).

Bioinsektycydy B. thuringiensis, zastosowane w.odpowiednim terminie,
mogg rowniez pozytywnie wspotdziataé z parazytoidami i drapiezcami szkodli-
wych owadow. Brudnica nieparka traktowana B. thuringiensis (szczep HD-1 lub
HD-263) byta w wiekszym stopniu opanowana przez parazytoidy Apanteles mela-
noscelus (Braconidae) niz nietraktowana (WESELOH 1 in. 1983; NAVON 1993).
Mozna to thumaczy¢ wydtuzeniem u owaddéw traktowanych czasu trwania stadidow
wrazliwych na spasozytowanie. Nie =zawsze jednak takie pozytywne
wspotdziatanie ma miejsce. Uzyskano np. tylko nieliczne parazytoidy Cotesia ru-
becula z larw Pieris rapae, traktowanych B. thuringiensis, gdyz nie mogty one do-
konczy¢ rozwoju w gospodarzu, ktéry ulegt silnemu zatruciu zotadkowemu
(MCDONALD 1 in. 1990). Stosowanie mniejszej dawki B. thuringiensis daje
wigkszg szanse przezycia parazytoidom. Spasozytowane larwy stabo reaguja na
B. thuringiensis, poniewaz pobieraja mniej pokarmu, a z nim mniejsza,
nietoksyczng dawke tego bioinsektycydu.

W latach siedemdziesiatych zaobserwowano, ze mate dawki insektycydow
chemicznych z B. thuringiensis dawaty dobra ochrong przed owadami (JAQUES,
MORRIS 1981). Wiekszos¢ stwierdzonych interakeji insektycydow chemicznych z
B. thuringiensis miata charakter addycyjny lub synergistyczny (NAVON 1993).
.Dziatanie B. thuringiensis z pyretroidami jest z reguly synergistyczne, natomiast z
regulatorami wzrostu owaddw (inhibitorami biosyntezy chityny), jak np. diflu-
benzuron (Dimilin), moze by¢ uznane za antagonistyczne (przy obserwacji w
krotkim czasie po zabiegu) (MOHAMED 1 in. 1983). Diflubenzuron i inne insekty-
cydy acylomocznikowe wykazuja jednak dhugotrwate dziatanie na lisciach ro$lin i
larwy, ktore przezyty zatrucie B. thuringiensis 1 zaczgly ponowne zerowac, pobie-
rajac toksyczna dawke tych srodkéw nie wytwarzaja chityny 1 ging przy kolejnej
wylince. Kombinacje regulatorow wzrostu owadow i B. thuringiensis byty stoso-
wane z dobrym skutkiem w Kanadzie przeciwko brudnicy nieparce (DREISTADT,
DAHLSTEN 1989) i zastapity mniej selektywny insektycyd — karbaryl. Wydaje sig,
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z¢ podobne wspotdziatanie mozna uzyska¢ miedzy B. thuringiensis, a wpro-
wadzonym ostatnio do stosowania w lesnictwie insektycydem — tebufenozydem
(Mimic 240 LV), nalezacym do grupy agonistéw ekdyzonu 1 dzialajacym na owa-
dy z rzedu Lepidoptera.

Naturalne insektycydy uzyskane z miodli indyjskiej, oparte na azadyrachty-
nie, wykazaty, jak dotychczas, antagonistyczne wspotdziatanie z B. thuringiensis,
co moze wynikac z repelencyjnego dziatania azadyrachtyny (MOAR, TRUMBLE
1987). Konieczne sg dalsze badania nad wyjasnieniem mechanizmu dziatania aza-
dyrachtyny 1 innych srodkow (tebufenozyd) oraz ocena ich przydatnosci do ewen-
tualnego uzycia z B. thuringiensis.

Inng mozliwoscia opoznienia powstawania odpornosci jest stosowanie prze-
mienne (rotacyjne) bioinsektycyddw B. thuringiensis z insektycydami che-
micznymi. Ogolne zasady dziatania 1 warunki stosowania tej metody sa podobne
jak opisano przy uzywaniu mieszanin. Nalezy dodac, ze np. stosowanie w danym
roku jakiegos insektycydu powoduje wzrost odpornosci zwalczanej populacji
owadow, przy czym odpornos¢ ta zanika catkowicie podczas trzyletniej przerwy
(presja selekcyjna tego insektycydu ustaje), gdy uzywane sg inne srodki (GEOR-
GHIOU 1983; MALINOWSKI 1991). Rotacja insektycyddw w ciagu poszcze-
gblnych generacji owadow jest uwazana za bardziej skuteczng niz rotacja w cza-
ste, np. co 7 dni (MARRONE, MACINTOSH 1993). Stosowanie takiej rotacji odnosi
si¢ racze] do bioinsektycyddw B. thuringiensis, niz do roslin transgenicznych, pro-
dukujacych przez caly sezon toksyny biatkowe.

Inna metoda mozliwa do stosowania zarowno w odniesieniu do roslin trans-
genicznych produkujacych toksyczne biatko B. thuringiensis, jak i bioinsekty-
cydow opartych na tej bakterii jest stosowanie mozaiki, polegajacej na tym, ze
pewna liczba roslin na plantacji nie zostanie traktowana lub bedzie nietransge-
niczna. Wykazano (GOULD 1986 a,b), ze szkodnik bedzie rozwijat si¢ duzo
wolnie] na niejednorodnych genetycznie odmianach roslin, ktéore w 80% sa
odporne, a w 20% nieodporne na owady. Wymieniony autor podchodzi
sceptycznie do tej metody, gdyz jest fatwiej wprowadza¢ do stosowania gene-
tycznie jednorodne odmiany roslin niz mieszane, poza tym farmerzy chca upra-
wiac gldwnie rosliny odporne na owady.

W przypadku roslin transgenicznych powinno si¢ wprowadzi¢ wiecej niz je-
den gen odpornosci; geny te powinny kontrolowaé wytwarzanie toksyn o réznym
mechanizmie dziatania. Powstanie populacji owadow odpornych na dwie (lub
wigcee)) toksyny B. thuringiensis o réznych mechanizmach dziatania, kontrolowa-
nych przez rozne geny jest procesem o wiele wolniejszym niz w przypadku jednej
toksyny. Obecnie wiele firm wprowadza na rynek odmiany ro$lin transgenic-
znych, wytwarzajace dwie lub wigcej toksyn B. thuringiensis, co powinno wy-
raznie opozni¢ powstawanie odpornosci u owaddw. Zagadnienie odpornosci
owadow na B. thuringiensis jest jednak bardzo ztozone. Wykazano bowiem
rozw0j odpornosci na Dipel, zawierajacy wiele gendw toksyn biatkowych (TA-
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BASHNIK 1 1n. 1991). Dalsze badania nad mechanizmami dziatania toksyn
bialkowych B. thuringiensis oraz mechanizmami odpornosci owadow na wymie-
nione toksyny sg niezbg¢dne.

7. PODSUMOWANIE

Coraz lepsze poznanie mechanizmow dziatania krysztatléw biatkowych
B. thuringiensis oraz mechanizméw odpornosci owaddw na te toksyny pozwala na
wykorzystanie ich w szerszym zakresie, zaréwno jako bioinsektycyddéw, jak 1 w
ro$linach transgenicznych, produkujacych toksyczne biatka tych bakterii, a takze
na opracowanie odpowiednich strategii przeciwdziatajacych powstawaniu odpor-
nosci u owadow.

MECHANIZMY DZIALANIA

Bakteria B. thuringiensis syntetyzuje podczas sporulacji krystaliczne inkluzje
sktadajace si¢ z jednego lub wielu biatek. W wiekszosci przypadkéw biatka te
charakteryzuja si¢ aktywnoscia w stosunku do niektoérych gatunkéw owadow.
Specyficznos¢ dziatania krysztatéw biatkowych wynika z wystepowania odpo-
wiednich receptorow, wiazacych te toksyny tylko u niektérych gatunkéw
owadow. Po zjedzeniu przez owada wrazliwego krysztalow biatkowych B. thurin-
giensis, nastgpuje ich rozpuszczenie w alkalicznej tresci jelita srodkowego
i uwolnienie mniejszych podjednostek biatkowych (protoksyn), z ktorych sktada
si¢ krysztat tzw. delta-endotoksyn. Nastepnie te protoksyny ulegaja proteoli-
tyczne] przemianie do aktywnych toksyn o masie czasteczkowej okoto 60 kDa,
ktore przenikaja przez perytroficzna blong 1 s3 wigzane w specyficznych recepto-
rach bton komérek nabtonka jelita Srodkowego. Potaczone z odpowiednimi rece-
ptorami, uaktywnione toksyny powoduja powstawanie otwordéw (por) w bionie
komérek nabtonka jelita sSrodkowego. Nastgpuje zakidcenie réwnowagi
osmotycznej 1 zaburzenie w przewodzeniu jonéw pierwiastkow, co prowadzi do
pecznienia komoérek 1 ich zanikania. Przyjmuje sig, ze kluczem okreslajacym
wysoka specyficznos¢ toksyn B. thuringiensis jest ich wiazanie do odpowiednich
receptorow bton komorek nabtonka jelita sSrodkowego owadow. Owady poszcze-
golnych rzeddw, a nawet gatunkéw maja specyficzne receptory dla odpowiednich
toksyn B. thuringiensis. Stad wynika wysoka selektywnos¢ ich dziafania.

POWSTAWANIE ODPORNOSCI U OWADOW

Mimo ztozonego mechanizmu dzialania toksyn B. thuringiensis i krotkiego
okresu ich aktywnosci na lisciach opryskanych roslin (ulegaja one rozkladow1 pod
wplywem promieni UV, temperatury 1 wilgotnosci), owady byly w stanie
wytworzy¢ odporne na te toksyny populacje w warunkach praktycznego ich stoso-
wania. Opisane przypadki odporno$ci dotycza populacji omacnicy spichrzanki i
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tantnisia krzyzowiaczka o krétkim okresie rozwoju, ktore byly poddane silnej
presji selekcyjnej bioinsektycydami B. thuringiensis w warunkach naturalnych
przez wiele pokolen.

Selekcja laboratoryjna roznych gatunkéw owaddw z rzedow Lepidoptera,
Coleoptera 1 Diptera wykazata stosunkowo duza tatwos¢ szybkiego rozwoju
odpornosci na omawiane bioinsektycydy. Przeprowadzone badania nad natu-
ralnymi populacjami szkodnikéw lesnych brudnicy nieparki L. dispar (USA)
1 wytogdwki Ch. fumiferana (w Kanadzie) wykazaty, Zze maja one potencjat gene-
tyczny do rozwoju odpornosci na bioinsektycydy B. thuringiensis.

ODPORNOSC KRZYZOWA

Z dotychczasowych badan wynika, ze owady odporne na insektycydy che-
miczne nie wykazuja krzyzowej odpornosci na bioinsektycydy B. thuringiensis.
Wyselekcjonowane réoznorodnymi insektycydami chemicznymi mechanizmy, po-
legajace na ich detoksykacji w organizmie owadow przy udziale enzymdw utle-
niajacych, czy hydrolitycznych, lub na modyfikacji specyficznych receptorow nie
sg skuteczne wobec toksyn B. thuringiensis. Dlatego mozna je stosowac przeci-
wko populacjom owaddéw odpornych na konwencjonalne insektycydy i w wielu
przypadkach moga one zastapi¢ te Srodki.

Krzyzowa odpornos¢ migdzy poszczegdlnymi podgatunkami lub szczepami
B. thuringiensis wystgpuje u owadow odpornych na omawiane bioinsektycydy.
Dotyczy ona toksyn biatkowych produkowanych przez dany podgatunek lub
szczep. Stosowany np. do selekcji bioinsektycyd Dipel®, zawierajacy B. thurin-
giensis subsp. kurstaki (szczep HD-1), powoduje powstawanie populacji, ktora
jest krzyzowo odporna na toksyny Cry I A(a), Cry I A(b) i Cry I A(c) wystepujace
w tym Srodku. Krzyzowa odpornos¢ zalezy réwniez od gatunku owada. Nalezy ja
bra¢ pod uwagg przy wprowadzaniu do stosowania bioinsektycyddw, opartych na
pojedynczych toksynach B. thuringiensis, lub roslin transgenicznych produ-
kujacych omawiane toksyny.

DZIEDZICZENIE I TRWALOSC ODPORNOSCI

Taktyka sterowania odpornoscia bedzie w duzej mierze zalezata od znajo-
moscl jej genetycznych podstaw. Dotychczasowe badania wskazuja, ze odpornoscé
dziedziczy si¢ autosomalnie; to dziedziczenie moze mie¢ charakter catkowicie,
lub czgsciowo recesywny, lub niecatkowicie dominujacy zaleznie od gatunku oraz
sposobu selekcji 1 moze by¢ kontrolowane przez jeden lub kilka genow. Sta-
bilnos$¢ odpornosci zalezy migdzy innymi od toksyny uzytej do selekcji, czasu se-
lekcejl, liczby gendéw kontrolujacych odpornosé itp. Odpornosé, ktéra osiagneta
maksymalny poziom (zwigkszanie dawki nie powodowato juz wzrostu jej pozio-
mu), byta trwata 1 zanikata wolno. Odpornos¢, ktdra nie osiggneta maksymalnego
poziomu, nie byla trwafa.
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MECHANIZMY ODPORNOSCI

Mechanizmy, ktore przyczyniaja sie do tego, ze owady sa odporne na dang
toksyng, stanowigca przedtem dla nich Smiertelne zagrozenie, wiaza sie z mecha-
nizmami jej dzialania. Jak podano w opisie mechanizméw dziatania toksyn B. thu-
ringiensis, kluczem okreslajacym specyficznos¢ jest ich wigzanie sie z
odpowiednimi receptorami, wystepujacymi w jelicie sSrodkowym niektérych ga-
tunkoéw owadow wrazliwych. Chociaz inne mechanizmy moga by¢ brane pod
uwage, to gldwny mechanizm odpornosci na toksyny B. thuringiensis u
wszystkich przebadanych dotychczas gatunkéw owaddéw polegat na zmianach
strukturalnych w receptorach jelita srodkowego, ktére — w przeciwienstwie do
owadow wrazliwych — nie wigzaty wymienionych toksyn lub wigzaty je tylko w
niewielkim stopniu. Dalsze badania nad mechanizmami odpornosci owadéw na
toksyny B. thuringiensis sa niezb¢dne w celu wyjasnienia ztozonego charakteru
tej odpornosci. .

PRZECIWDZIALANIE ROZWOJOWI ODPORNOSCI

Przeciwdziatanie rozwojowi odpornosci polega — podobnie jak w przypadku
insektycydow chemicznych — na zmniejszeniu jednostronnej presji selekcyjne;,
czyli na racjonalnym stosowaniu bioinsektycydow B. thuringiensis w rotacji z in-
nymi srodkami, 0 innych mechanizmach dziatania, np. z insektycydami acylo-
mocznikowymi, blokujacymi syntezg¢ chityny u mtodocianych stadiow rozwo-
jowych owaddw. Rotacja srodkow nie dotyczy oczywiscie roslin transgenicznych,
ktére przez caty czas produkuja toksyny bakteryjne. W przypadku . roslin transge-
nicznych dobrym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ wprowadzenie do nich co naj-
mniej dwu gendéw kontrolujacych wytwarzanie toksyn o réznej specyficznosci
dziatania. Powstawanie odpornosci u owadéow jednoczes$nie na dwie lub wigce;j
toksyn trwa o wiele dtuzej niz na jedna.

8. WNIOSKI OGOLNE

Majac na uwadze ochrong srodowiska nalezy przewidywacé, ze stosowanie
toksyn bakteryjnych, zwiaszcza opartych na B. thuringiensis, bedzie wzrastac,
szczegdlnie w ochronie lasu. Wynika to z faktu wykrywania coraz to nowych
toksyn, o innym spektrum dziatania, jak 1 ulepszania znanych toksyn metodami
inzynierii genetycznej oraz opracowania lepszych form uzytkowych, mozliwych
do stosowania w matych dawkach technikg samolotowg. Ponadto opracowanie
~ transgenicznych roslin uprawnych, najwazniejszych z ekonomicznego punktu
widzenia gatunkow (bawelna, ziemniak, pomidor, tyton, drzewa owocowe 1 1n.)
wytwarzajacych toksyczne dla owadow biatko B. thuringiensis ograniczy, a w
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niektorych przypadkach wyeliminuje stosowanie Srodkow. chemicznych, zwta-
szcza tych, na ktore owady wyksztatcity odporne populacje.

Powstawanie odpornosci u owaddw na bioinsektycydy B. thuringiensis
w warunkach silnej presji selekcyjnej jest mozliwe, podobnie jak na insektycydy
chemiczne. Niebezpieczenstwo szybkiego powstania odpornosci u owadoéw do-
tyczy w pierwszej kolejnosci roslin transgenicznych, zwilaszcza tych, ktore maja
pojedyncze geny kodujace toksyczne biatko B. thuringiensis. Uwaza sig, ze owa-
dy zerujace na tych roslinach, s3 poddawane permanentnej presji selekcyjne)
1 szybko wytwarzaja odpornos¢. Wprowadza si¢ wigc transgeniczne rosliny tzw.
drugiej generacji zawierajace dwa lub wigcej genow kodujacych toksyczne biatka
o roznej specyficznosci dziatania.

Poznanie biochemicznych, fizjologicznych 1 genetycznych mechanizméw
odpornosci owadow na toksyny B. thuringiensis pozwala na opracowanie strategii
przeciwdziatania lub op6znienia powstawania odpornosci. Ogolne zasady tej stra-
tegii sa podobne do tych, jakie obowiazuja przy insektycydach chemicznych i po-
legaja na racjonalnym stosowaniu bioinsektycydow B. thuringiensis, miedzy
innymi w rotacji ze srodkami chemicznymi. Przestrzeganie tych zasad zadecyduje
o okresie stosowania omawianych bioinsektycydow. :

Mozna sadzi¢, ze dalsze intensywne badania nad mechanizmami dziatania
toksyn B. thuringiensis, jak 1 mechanizmami odpornosci u owadow przyczynia sie
do znalezienia skutecznego rozwiazania, zapobiegajacego rozwojowi odpornych
populacji owadéw.

Praca zostata przyjeta przez Komitet Redakcyjny 2 pazdziernika 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 of second generation transgenic plants containing two or more
genes encoded toxins of different action .specificities will delay the development of
resistance.

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

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